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RESUMO GERAL

A producdo avicola no Brasil enfrenta um grande desafio que € o estresse por calor, ele
pode afetar negativamente o sistema imunoldgico reduzindo o desempenho produtivo. O
objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo da arginina e da vitamina C sobre
0 desempenho e resposta imune de frangos de corte em ambiente de termoneutralidade e
estresse ciclico pelo calor. Foram utilizados 384 frangos de corte machos no periodo de 1 a 35
dias de idade. As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
um esquema fatorial 3x2x2: 3 niveis de inclusdo de arginina digestivel (100, 130 e 160% da
exigéncia da arginina), dois niveis de inclusdao de vitamina C (0 e 200 ppm) e 2 temperaturas
(termoneutralidade e estresse ciclico por calor) totalizando 12 tratamentos com 8 repeti¢cfes de
4 aves cada. Foram avaliados indices zootécnicos, hemograma completo, perfil bioquimico
soroldgico, peso relativo dos 6rgdos imunes, histomorfometria Bursa de Fabricius e expressao
relativa dos genes HSP 70 e GPx utilizando-se 0 gene actina como controle interno. O estresse
ciclico por calor teve impactos negativos nos frangos de corte, reduzindo o consumo de racao
e, por consequéncia, o ganho de peso aos 21 e 35 dias. Aos 21 e 35 dias de idade a
suplementacdo de 200 ppm de vitamina C na dieta dos frangos de corte melhorou o consumo
de ragdo e 0 ganho de peso dos frangos, entretanto, ndo influenciou o peso dos 6rgaos imunes
e as concentracOes séricas de glicose, colesterol e creatina quinase. Aos 35 dias de idade, a
suplementacdo da arginina ndo influenciou o desempenhos dos frangos, o peso dos 6rgdos, a
concentracdo de glicose e de creatina quinase, mas influenciou a concentracdo sérica de
colesterol. A vitamina C e a Arginina aumentaram a percentagem da area do cortex da Bursa.
E aincluséo de arginina e vitamina C aumentou a expressédo genica HSP 70 e do GPx. Conclui-
se os frangos de corte quando recebem vitamina C sofrem uma resposta ao estresse menos
severa apos exposicdo a altas temperaturas e a suplementacdo de Arginina e vitamina C
aumentou a expressao genica do HSP 70 dando maior resisténcia as aves durante periodos de
calor e a expressdo de GPx que indicando um aumento na atividade antioxidante de frangos de

corte.

Palavras-chave: acido ascérbico, aminoacido funcional, antioxidante, expressdo génica
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ABSTRACT

Brazilian poultry production faces a major challenge that is heat stress, it affects negatively the
immune system, reducing productive performance. The aim of this study was to evaluate
supplementation of arginine and vitamin C effects on performance and immune response of
broilers in thermoneutrality and cyclic heat stress environments. A total of 384 male broilers
from 1 to 35 days of age were allotted in a 3x2x2 completely randomized factorial scheme: 3
digestible arginine levels (100, 130 and 160% of the requirement), two vitamin C levels (0 and
200 ppm) and 2 temperatures (thermoneutrality and cyclic heat stress), totaling 12 treatments
with 8 repetitions of 4 birds each. Zootechnical indexes, complete blood count, serological
biochemical profile, relative weight of immune organs, Bursa of Fabricius histomorphometry
and relative expression of HSP 70 and GPx genes, using the actin gene as an internal control,
were evaluated. Cyclic heat stress had negative impacts on broilers, reducing feed intake and,
consequently, weight gain at 21 and 35 days. At 21 and 35 days of age, supplementation of 200
ppm of vitamin C improved feed intake and weight gain, however, did not influence immune
organs weight and serum glucose concentrations, cholesterol and creatine kinase. At 35 days of
age, arginine supplementation did not influence the performance of the chickens, the organs
weight, concentration of glucose and creatine kinase, but it did influence the serum
concentration of cholesterol. Vitamin C and Arginine increased the Bursa cortex percentage.
The inclusion of arginine and vitamin C increased HSP 70 and GPx gene expression. In
conclusion, broilers when receiving vitamin C undergo a less severe stress response after
exposure to high temperatures, and supplementation of arginine and vitamin C increased the
genetic expression of HSP 70 promoting greater resistance during periods of heat. The

expression of GPx indicates an increase in antioxidant activity of broilers.

Keywords: ascorbic acid, functional amino acid, antioxidante, gene expression
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CAPITULO 1



1. CONSIDERACOES INICIAIS
A avicultura brasileira evoluiu muito com o passar do tempo e tem se mostrado capaz

de atender as grandes demandas de carne de frango do mercado nacional e mundial. Essa
evolucéo foi consequéncia de um trabalho intenso de todos os envolvidos da cadeia produtiva
através do aperfeicoamento de técnicas de manejo e sanidade, do melhoramento genético e da
nutricdo que resultaram em um produto com qualidade, sanidade, sustentabilidade e que,
aliados a precos competitivos, levaram o frango brasileiro a estar presente em mais de 150
paises, sendo que, desde 2004, o Brasil é o maior exportador mundial (ABPA, 2020).

Em 2016, o Brasil consolidou-se como 2° maior produtor de carne de frango
ultrapassando a China e ficando atras somente dos Estados Unidos. Entretanto, em 2019 a China
ultrapassou o Brasil que tornou-se o 3° maior produtor de carne de frango produzindo em 2019
um total de 13,245 milhdes de toneladas de carne de frango; desta producdo, 68% foram
destinados ao mercado interno e 32% destinado as exportacdes (ABPA, 2020).

O Brasil é um pais de clima tropical possuindo elevadas temperaturas durante o ano
influenciando negativamente a producéo avicola. As aves sdo animais homeotérmicos que
mantém a temperatura corporea dentro de uma faixa constante independe das variacdes térmicas
ambientais (NAVAS et al., 2016) mas, sua capacidade de retencdo de calor é mais eficiente do
que a capacidade de dissipacdo deste, tornando-as suscetiveis ao estresse pelo calor, sendo,
atualmente, um dos fatores responsaveis pelo sucesso ou fracasso dos empreendimentos
avicolas (NASCIMENTO; SILVA, 2008).

Na zona de conforto térmico ou de termoneutralidade, a produtividade é méaxima e,
considerando que todas as variaveis que afetam o desempenho estdo em condicdes 6timas, ndo
ha gastos de energia ou atividade metabdlica para manter a homeostase. Porém, em condi¢des
ambientes onde temperatura efetiva esta fora da zona termoneutra, as aves utilizam seus
mecanismos fisioldgicos e comportamentais para manter a normotermia, gastando energia e
alocando nutrientes que seriam destinados a producéo, causando drastica queda nos indices
Zootécnicos.

Além disso, em situacdes de estresse térmico, o frango reduz o consumo de alimento
para diminuir a producdo de calor metabdlico (BICEGO et al., 2017) diminuindo a
disponibilidade de nutrientes para o metabolismo, prejudicando a taxa de crescimento,
rendimento de carcaga e qualidade de carne e isto, associado ao gasto de energia para dissipar
o calor, desfavorece ainda mais o ganho de peso (NAVAS et al., 2016), alem de afetar

negativamente a digestdo e absor¢do de nutrientes, piorar a conversdao alimentar, reduzir a



proporcéo de masculo do peito e aumentar a proporcéo de gordura abdominal (GERAERT et
al., 1996).

A perda de calor corporal nas aves envolve mecanismos de perda de calor sensivel e
latente. Em ambientes quentes, quando a perda de calor sensivel é reduzida e ndo é suficiente
para manter a normotermia, ha aumento da frequéncia respiratéria resultando em perdas
excessivas de dioxido de carbono (CO.) podendo causar desequilibrio acido-base denominado
de alcalose respiratoria, que junto ao aumento da temperatura corporal (hipertermia), pode levar
a alta mortalidade das aves (BORGES et al., 2003).

Além disso, o estresse é responsavel pela imunossupressdo em funcdo de complexos
mecanismos que sdo desencadeados e que podem atuar no sistema imunoldgico das aves
comprometendo suas defesas. Em condicBes de estresse hd aumento da secrecdo
glicocorticoides e da presenca de aminas biogénicas na corrente sanguinea. Os glicocorticoides
estdo associados ao aumento de suscetibilidade as doencas, involucdo do tecido linfoide,
modificacdes na dinamica de células imunoldgicas circulantes, supressdo de citocinas, entre
outros efeitos indesejaveis. As aminas ndo atuam somente sobre as respostas imunoldgicas mas,
também, favorecendo o crescimento de microrganismos, sugerindo que as aminas podem ter
um efeito direto no metabolismo de microrganismos (SANTIN et al., 2017).

O sistema imunoldgico afeta diretamente a obtencdo de altos niveis zootécnicos de
producdo, pois é responsavel pelos mecanismos que visam proteger o organismo contra
patdgenos, aos quais os frangos estdo expostos em diferentes niveis nos locais de criacdo. Além
disso, afeta todas as funcdes fisioldgicas, que podem ser comprometidas em situacdo de baixa
imunidade associadas a alta incidéncia de desafios. Deste modo, é de suma importancia que o
sistema imune esteja atuando de forma eficiente para garantir a satde das aves e impedir a
diminuicdo do desempenho produtivo (SANTIN et al., 2017).

A nutricdo se constitui em um dos principais fatores de sucesso e de retorno econémico
na producdo de frangos de corte. Ha varios anos a nutri¢cdo deixou de ser trabalhada apenas
como maneira de atender as exigéncias nutricionais, maximizar o desempenho dos frangos e
prevenir deficiéncias de nutrientes e, atualmente, passou a ser vista como uma atraente forma
de modular e promover respostas imunoldgicas mais eficientes nas aves, mas ainda faltam
conhecimentos para o entendimento de como esse tipo de interferéncia afeta o sistema imune
(SANTIN et al., 2017).

Portanto, € importante para a producdo avicola que a nutricdo caminhe junto com

estudos da satde animal, visto que a nutricdo pode modular quantitativa e qualitativamente



aspectos da resposta imune. Assim, a nutricdo tem papel importante na capacidade da ave em
suportar desafios estressantes e manter a produtividade.

Dessa forma, o uso de imunoestimulantes como a arginina e o uso de antioxidantes como
a vitamina C podem ser estratégias promissoras para minimizar os impactos negativos das
condigdes de estresse e melhorar a imunidade dos frangos de corte.

Diante do exposto, maneiras de amenizar as perdas na produtividade de frango de corte
em situacdo de estresse pelo calor por meio de ajustes nutricionais, sdo de grande interesse
académico, haja visto que, modificacGes estruturais das instalacGes e equipamentos, que sdo
medidas de grande efeito contra o estresse pelo calor, mas de maior custo, podem tornar-se

ainda mais efetivas se associadas aos ajustes nutricionais.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Imunologia aviaria

O sistema imunoldgico é responsavel pela sobrevivéncia do animal através da formacéo
e desencadeamento de mecanismos que visam proteger 0 organismo contra as ameacas
representadas por qualquer tipo de agente potencialmente nocivo.

O tecido animal é extremamente atraente aos microrganismos, que o invadem, para
aproveitar todos 0s componentes necessarios para a manutencdo da vida, como calor, umidade
e muitos nutrientes que o organismo dos animais possuem causando doengas ou podendo levar
a morte, dessa forma, o sistema imunoldgico eficaz é essencial a vida. A protecdo do organismo
depende de um complexo sistema de mecanismos de defesa interligados que, juntos, eliminam
ou controlam quase todos os microrganismos invasores (Figura 1). O primeiro mecanismo de
defesa é uma barreira fisica impedindo a penetracdo dos microrganismos, logo em seguida, o
sistema imunolégico age internamente eliminando aqueles que superaram as defesas externas.
Uma falha nestes mecanismos, tanto pela destrui¢do do sistema quanto por sua superacao pelo
microrganismo, causa doenga e pode levar a morte (TIZARD, 2014).

O sistema imunologico das aves é funcionalmente semelhante ao dos mamiferos, mas
possui uma série de particularidades que o diferenciam do ponto de vista anatémico e funcional
(SANTIN et al., 2017). A resposta imunoldgica das aves como de outros vertebrados é formada

pela imunidade natural/inata e adquirida/especifica.



Microrganismos
invasores

+ * * Exemplos: Pele

Barreiras fisicas Autolimpeza
Flora normal

¢ ¢ Exemplos: Inflamacao

Imunidade inata Defensinas

¢ Lisozima
Producao de anticorpos

Imunidade mediada por células

Figura 1. As trés principais barreiras que protegem um animal contra a invasdo microbiana. Cada
barreira forma uma defesa mais eficaz do que a anterior (Fonte: TIZARD, 2014).

A imunidade inata é a imunidade que j& nasce com o individuo e existe independente da
presenca de imundgenos e, € a primeira linha de defesa contra patégenos invasores sendo
composta por barreiras fisicas e quimicas, células de defesa como macrofagos, células
dendriticas, células natural Killer (NK) e heterofilos, além de enzimas, proteinas e peptideos
de defesa incluindo membros do sistema complemento. Nas aves os heterofilos sdo células
semelhantes aos neutréfilos em mamiferos, sendo as primeiras células a aparecerem no sitio da
infeccdo (SANTIN et al., 2017). As respostas inatas sdo mais rapidas que as respostas
adaptativas pois, ndo apresentam qualquer tipo de memdria e, assim, cada episédio de infeccédo
é tratado da mesma forma usando um ndmero limitado de receptores pré-formados que se ligam
a moléculas comumente expressas pelos diferentes microrganismos (TIZARD, 2014).

Por outro lado, o sistema imune adaptativo é complexo, sofisticado e responsével pela
protecdo final do organismo pois, se adapta as necessidades do animal sendo capaz de
reconhecer e destruir os patdgenos e, posteriormente, memorizar e aprender com todo esse
processo que leva alguns dias ou semanas, tornando-se mais eficaz a cada vez que é exposto a
um patdgeno. Para que isso seja possivel, células do sistema imune adaptativo produzem
grandes quantidades de receptores completamente novos, de estrutura Unica. Estes receptores
sdo capazes de se ligar a uma enorme quantidade de moléculas estranhas (TIZARD, 2014).

Este tipo de resposta esté relacionada com a funcdo de dois 6rgdos importantes, a bursa
de Fabricius e o timo. Sabe-se que os linfocitos sofrem maturacdo na bursa de Fabricius e no
timo onde se tornam funcionais. Os linfocitos que sofrem maturacdo na bursa de Fabricius sdo
chamados de linfécitos B e sdo responsaveis pela producdo de anticorpos (imunidade humoral)
que eliminam patogenos encontrados no fluidos. Ja os linfécitos que sdo maturados no timo séo
chamados de linfocitos T, estes ativam células para destruicdo de antigenos e controlam a
resposta imunolégica (imunidade celular) (OLAH et al., 2013; TIZARD, 2014).



A bursa de Fabricius e o timo podem ser classificados em 6rgdo primarios pois, sao
encarregados pela diferenciagdo das células do sistema imune. Uma vez maduras essas células
vao para os 6rgdos secundarios que sdo responsaveis pela migracdo ou agrupamento de células,
formando sitios de amadurecimento/diferenciacéo e atuacao (glandula de Harder, baco, tonsilas
cecais, placas de Peyer, entre outros). Proximo ou a partir da eclosdo os 6rgdos imunes
secundarios comegam a desenvolver sua capacidade imunolégica e serdo capazes de responder
efetivamente a um desafio (SANTIN, 2017).

O timo é um orgdo localizado na regido cervical, proximo do nervo vago e da veia
jugular. A regido cortical do timo é densamente povoada por células T precursoras dos timécitos
(TCD3+). Um numero moderado de macrdéfagos também pode ser visto na regido do cortex.
Durante a maturacdo dos linfocitos T, as células migram em direcdo a borda cortico-medular
onde macrofagos e células dendriticas sentinelas selecionam os timdcitos antes desses
ganharem a circulagio sanguinea (OLAH et al., 2013).

A bursa de Fabricius é um 6rgdo linfoide central exclusivo de aves. Pelo menos 98%
dos linfdcitos presentes na bursa sdo células B, e rarissimos linfécitos T sdo vistos no seu cortex.
As células B proliferam tanto no cortex quanto na medula da bursa e com 8 a 10 semanas de
idade da ave, a populacdo de linfocitos B comeca a decair, indicando a involugdo do érgdo -
um processo que se completa em torno dos 6 a 7 meses de vida (OLAH et al., 2013).

2.2.Nutricdo na avicultura

A nutricdo é indispensavel para a sobrevivéncia, manutencdo e desenvolvimento dos
animais. Para que os animais possam expressar todo seu potencial genético é fundamental que
recebam uma dieta balanceada atendendo todas suas exigéncias nutricionais e prevenindo-0s
de doengas e de perdas nos indices zootécnicos. Cada animal tem diferentes exigéncias
nutricionais que variam de acordo com sua espécie, sua idade, fase de vida, sexo e aptiddo. E,
nada é mais importante na manutencdo de saude e produtividade do que a dieta equilibrada e a
utilizacdo de alimentos de boa qualidade.

Nutrientes ou metabdlitos primarios sdo todos os compostos presentes nos alimentos ou
de forma livre que s&o utilizados para nutri¢do das células do organismo (BERTECHINI, 2004).
A dieta deve suprir toda demanda que o animal tem por energia, proteina, carboidratos, minerais
e vitaminas.

A alimentacédo das aves representa a maior fracdo do custo de produgéo, representando
cerca de 70% dos custos. Assim, somente o desempenho néo significa eficiéncia de producao

surgindo a necessidade da associacdo da economia e da nutricdo (BERTECHINI, 2004), sendo



que algumas melhorias na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes das racdes podem resultar em
grandes vantagens econdmicas ao produtor.

Pra isso é importante uma racdo bem formulada, a qual consiste na combinacdo de
ingredientes em proporc¢des adequadas para atingir o perfil nutricional desejado, visando nivel
Otimo entre desempenho e custo e, portanto, maxima rentabilidade (FELIX et al., 2009). Estes
nutrientes tém de ser administrados em tal proporcdo, dosagem e forma, que nutram
adequadamente o animal. Ndo sO é importante a quantidade do nutriente, mas também o
fornecer em proporgdo correta em relagdo aos outros nutrientes, para que tenha utilidade
méaxima (ANDRIGUETTO et al., 1983).

O conhecimento da composicédo e do valor energético dos alimentos é de fundamental
importancia para a formulacdo de racdes equilibradas. A formulacdo de racdo é realizada
basicamente com milho e farelo de soja, principais fontes energéticas e proteicas, o valor
nutricional destes dois alimentos ficou bem conhecido o que permitiu a suplementacéo de suas
deficiéncias, para assim, conseguir o desempenho maximo desejavel de aves e suinos nas
condigdes tropicais, tornando as ra¢des cada vez mais eficientes e uniformes (BERTECHINI,
2004).

A formulacdo de racdo nas aves leva em consideracdo sua aptiddo para corte ou postura.
Frangos de corte, normalmente, tém suas exigéncias definidas conforme as fases: pré inicial de
um a sete dias, inicial de oito a 21 dias, e de crescimento de 22 a 35 dias e a final de 36 a 42
dias de idade. Para as aves de postura, leva-se em consideragéo a linhagem, leve ou pesada,
com suas respectivas exigéncias subdivididas em fases, inicial, cria, recria e postura, e outros
fatores, como sexo e estado sanitario do animal, também podem ser considerados
(SAKOMURA; ROSTAGNO et al, 2017).

No entanto, as exigéncias nutricionais quando determinadas pelos indices zootécnicos
ndo levam em consideragdo a imunidade, os fatores estressores que ativam o sistema imune e,
quando esse esta ativado, as alteracGes fisiologicas e metabolicas que ocorrem no organismo
(KIDD, 2004).

A nutricdo deixou de ser trabalhada apenas para atender as exigéncias nutricionais,
maximizar o desempenho dos frangos e prevenir deficiéncias de nutrientes e, passou a ser usada
como ferramenta para modular o sistema imunolégico das aves, a fim de produzir um estado
ideal de imunidade, pois as alteracdes do sistema imunologico necessitam de energia e de
nutrientes para a formacéo de células e outras substancias envolvidas no sistema de defesa do

organismo (CARDQOSO, 2015). Varios estudos sdo necessarios para indicar quais os nutrientes,
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e em quais niveis de inclusdo sdo capazes de determinar imunocompeténcia e maior resisténcia
aos desafios sanitarios nos animais

A exigéncia de nutrientes em aves sob estresse imunologico modifica-se em relacéo a
participacdo dos nutrientes para deposicao de carne e para as funcdes de defesa. Nutrientes mais
expressivos para deposicdo de carne, como a lisina, passam a ter menor importancia para o
organismo animal, enquanto outros, passam a ser prioridade do organismo animal para
proliferacdo de células de defesa, expressdo de receptores para reconhecer moléculas estranhas,
producdo de citocinas moduladoras de resposta imune, producéo de anticorpos, além de outras
moléculas efetoras que participam mais expressivamente do sistema imune, como metionina,
treonina, triptofano e arginina, que passam a ser mais requeridas sob tal circunstancia
(OLIVEIRA NETO; OLIVEIRA, 2009).

Em aves estressadas pelo calor, a mudanca na exigéncia dos nutrientes também ¢é
esperada, devido a diminuicdo do consumo de ragdo, da digestibilidade, da absorcdo e de
alteracdo do metabolismo.

A conducdo de varios estudos é necessaria para indicar quais 0s nutrientes, e em quais
niveis de inclusdo sdo capazes de determinar imunocompeténcia e maior resisténcia aos

desafios sanitarios nos animais.

2.3.Aminoacidos

O aminoacido é uma molécula organica que é formada pelo grupo amino e grupo
carboxila. Existem mais de 700 aminodcidos, no entanto, a forma mais importante dos
aminoacidos é o a-aminoacido, que formam as proteinas e que tem como estrutura um carbono
central (carbono o) ao qual se ligam 4 grupos: grupo amino (NHz), grupo carboxilico (COOH),
hidrogénio e um grupo radical (R) que difere cada aminoacido e da a caracteristica de cada um
deles, que variam em estrutura, tamanho e carga elétrica (NELSON; COX, 2014).

Existem 20 aminoacidos proteicos que sdo 0s aminoacidos que atraves das ligacdes
peptidicas formam os peptideos e as proteinas cujas func¢des serdo determinadas pelo nimero,
classe e sequencia dos aminoacidos que compdes suas unidades estruturais, assim, sintetizando
as enzimas, hormonios, anticorpos, transportadores, musculos, penas e uma variedade de outras
substancias (NELSON; COX, 2014).

Todos os aminoacidos sdo considerados metabolicamente essenciais, no entanto,
aminoacidos sdo classificados, nutricionalmente, em essenciais e ndo essenciais: 0S
aminoacidos essenciais sdo aqueles que ndo sao sintetizados no organismo em velocidade

suficiente para atender as necessidades de maximo desempenho do animal. Sua auséncia
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impediria o organismo animal de realizar sintese proteica e, consequentemente, de crescer
considerando que alguns desses aminoécidos necessitam de muitos passos metabolicos para sua
biossintese (Tabela 1), por isso, podem ser considerados como indispensaveis nas dietas. Para
as aves 0s aminoacidos essenciais sdo metionina, lisina, treonina, valina, isoleucina, arginina,
triptofano, histidina, fenilalanina e leucina (BERTECHINI, 2004).

Os aminoacidos ndo essenciais podem ser sintetizados no organismo a partir de outros
aminoacidos ou outros nutrientes presentes na ragdo de modo que sdo dispensaveis na dieta;
normalmente possuem poucos passos metabolicos para biossintese envolvendo 1 a 3 reagfes
com pequeno ou nenhum gasto energético, mas, sdo essenciais para sintese proteica organica.
Para as aves 0s aminoacidos ndo essenciais sao alanina, asparagina, glutamina, acido glutamico,

acido aspértico, prolina, tirosina, serina, glicina e cistina (BERTECHINI, 2004).

Tabela 1. NUmero de enzimas necessarias a sintese dos aminoacido organicamente
Dieteticamente essencial ~ N°enzimas  Dieteticamente ndo essenciais ~ N° enzimas

Lisina 8 Alanina 1
Metionina 5 Asparagina 1
Triptofano 5 Glutamina 1

Valina 1 Acido Glutamico 1

Histidina 6 Acido Aspértico 1
Fenilalanina 1 Prolina 3
Leucina 3 Serina 3
Isoleucina 8 Glicina 1
Treonina 6 Cistina 2
Arginina 7
Total 50 14

Fonte: Bertechini (2004) adaptado de Martin et al. (1982).

Alguns aminoacidos sdo classificados como condicionalmente essenciais porque as
exigéncias nutricionais de aminoacidos podem mudar tornando-se essenciais em determinadas
situacbes em consequéncia da especie, estagio de desenvolvimento, status fisiologico,
microbiota no Iimen do intestino delgado, estresse devido a fatores ambientais e estados
patologicos (SILVA et al., 2014; WU et al., 2014). Devido a isso a taxa de sintese do
aminoacido torna-se menor do que o exigido por causa do aumento da exigéncia do aminoacido

pelo organismo fazendo necessario a presenca desse aminoacido na dieta.
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Um novo conceito para definir os aminoacidos foi proposto por Wu (2013) ,
introduzindo o conceito aminoacido funcional, além de ter a funcdo de formar proteinas,
ganham este nome por participarem e regularem vias metabdlicas chaves para melhorar a salde,
a sobrevivéncia, o crescimento, o desenvolvimento dos animais, sendo, também, muito
promissores na prevencao e tratamento de doengas metabolicas, da restricdo do crescimento
intrauterino, da infertilidade, de disfuncdo intestinal e neuroldgica e doencas infecciosas. O
conceito de aminoéacido funcional leva em consideracao as necessidades metabdlicas do animal
para aminoacidos na dieta, aléem das respostas de producdo (WU, 2013).

Os aminoé&cidos funcionais podem ser aminoacidos ndo essenciais ou essenciais.
Segundo Wu (2013), os aminoacidos funcionais sdo: metionina, triptofano, arginina, leucina,
glutamina, glicina, cisteina, prolina e &cido aspartico.

Estudo realizado por Oxford e Selvaraj (2019) mostrou que a suplementacdo com
glutamina reduziu a expressdo de mRNA da citocina prd e anti-inflamatoria, melhorou a saude
intestinal através do aumento da expressao do mRNA da proteina de juncdo estreita e da
reducdo da profundidade da cripta do aumento da altura da vilosidade. Concluiram
suplementacéo dietética de glutamina pode melhorar a satde intestinal em aves desafiadas com
uma infecgéo experimental por coccidiose.

Wau et al. (2020) ao suplementarem a dieta de frangos de corte de 21 dias com 0,5 e
1,0% de glutamina por um periodo de 21 dias e desafiarem 0s animais com estresse térmico
concluiram que glutamina foi eficaz para melhorar parcialmente os efeitos adversos do estresse
pelo calor na funcdo da barreira intestinal em frangos de corte, promovendo a proliferacéo e
renovacdo de células epiteliais, modificando a funcdo da barreira da mucosa intestinal e
regulando a secrecdo de citocinas.

Zhang et al. (2020) ao suplementarem a dieta de frangos de corte com 0,3% de arginina
e desafia-los através do estresse imunoldgico com Salmonella typhimurium concluiram que a
suplementacdo com Arg pode aliviar o comprometimento da mucosa intestinal, melhorando a
resposta inflamatoria e modulando a microbiota intestinal em frangos de corte desafiados

com S. typhimurium.

2.4.Arginina
A arginina (CeH14N4O2) é composta por uma cadeia linear de 4 carbonos ligada ao
grupamento a-carboxilo e a-amino na parte proximal, e ao grupamento guanidina na parte distal
da cadeia (Figura 1) (KHAJALI; WIDEMAN, 2010). Sua forma biologicamente ativa é a L-

arginina, isdbmero levogiro, e com base em suas propriedades fisico quimicas € classificada
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como aminoacido polar, catibnico, basico e possui um catabolismo glicogénio nos animais
(WU, 2013; NELSON; COX, 2014).

CO0O
a-carboxilo
H;N+—-C—H
a-amino

CH,

CH,

CH,

NH

C=NH,

NH,
Guanidina

Fonte: adaptado de Nelson; Cox (2014).
Figura 2. Estrutura molecular da L-arginina

A arginina é um aminoacido essencial para aves sendo o quinto aminoacido limitante
ap0Os metionina + cistina, lisina, treonina e triptofano (ATENCIO et al., 2004) e tem sido tema
de grande interesse por ser um dos aminoacidos mais importantes envolvidos nas funcdes
imunes (REN et al., 2014), demonstrando ser necessaria para respostas imunes 6timas (KIDD
et al., 2001) e podendo auxiliar em situagcdes onde ocorre reducéo da resposta imune associada
as condigdes de estresse, como no caso do estresse pelo calor.

Por ser considerado um aminoacido funcional e agir em diversas vias metabélicas
importantes no organismo das aves, a suplementacdo da L-arginina é discutida, pois, apesar dos
alimentos utilizados serem capazes de atender as exigéncias nutricionais de arginina, quando
estas forma avaliadas ndo foram levadas em consideracdo fatores estressores sendo ou nédo
infecciosos como condicdes sanitarias, densidade de criagdo e condi¢fes climéticas que podem
alterar a sua exigéncia.

As aves, diferentemente dos mamiferos que possuem a capacidade de converter o
nitrogénio excedente no organismo em ureia para posterior eliminacdo, sintetizam como
metabolito final o acido urico (RIBEIRO JUNIOR et al., 2015). Sendo assim, as aves nao
sintetizam arginina em funcdo de serem uricotélicas e necessitam receber grande parte da
arginina da dieta, a qual tem importante papel na nutricdo, no metabolismo e saude.

A ineficiéncia de sintese da arginina nas aves ocorre pela auséncia enzima carbamoil
fosfatase sintase 1 (CFS-1) ndo sendo possivel formar o produto carbamoil fosfato, que

posteriormente seria 0 reagente junto com a L-ornitina para agdo da enzima ornitina
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transcarboxilase (OTC) obtendo a L-citrulina como produto (Figura 2) (KHAJALLI;
WIDEMAN, 2010).

L-Arg.Succ

ARG.SUCC
ARG.SUCC SINTASE
LIASE

Fumarato

L- Aspartato
L-Arginina CICLO DA UREIA L- Citrulina

H.0

Pi
ARGINASE
Cabamoil Fosfato

2 Mg ADP+ Pi
L- Ornitina
CARBAMOIL FOSFATO N-Ac. Glut
SINTASE-1
2 Mg ATP

CO, + NH,

Fonte: Sobrane Filho (2018), adaptado de Fernandes e Murakami (2010); Murray et al. (2014)
Figura 3. Mecanismo ilustrativo da auséncia da biossintese de L-arginina nas aves.

2.4.1. Absorcdo, metabolismo e funcdes da arginina

A arginina da dieta presente no limen intestinal é absorvida através da camada epitelial
por 2 tipos de transporte: o transporte dependente de Na*, que acarreta em gasto energético pela
utilizacdo da bomba sddio-potassio, atuando contra um gradiente de concentracdo, ao contrario
do transporte independente de sédio (H* dependente), que atua a favor do gradiente de
concentragdo, sendo este o mais eficaz no transporte da arginina (KHAJALI; WIDEMAN,
2010).

As interagfes biogquimicas da L-arginina no organismo animal sdo complexas e
envolvem muitas vias metabolicas, sendo este aminoacido precursor de varios outros
compostos como: ornitina, poliaminas (putrecina, espermidina e espermina), prolina (precursor
do colageno), creatina, citrulina e 6xido nitrico. Além disso, apresenta fung¢des na secrecao de
insulina pelas células B do pancreas e do hormdnio de crescimento, além de atuar como
modulador imunoldgico devido ao seu papel como substrato para o sistema imune (WU, 2013).

A L-arginina sofre hidrolise pela acdo da enzima arginase formando uma molécula de
ureia e uma de L-ornitina (Figura 2). A L-ornitina transfere o grupamento amino, pela acéo da

enzima ornitina aminotransferase, para o 2-oxoglutarato produzindo o glutamato e o L-delta-
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pirrolina-5-fosfato que sofre reducdo formando a L-prolina (FERNANDES; MURAKAMI,
2010; KHAJALI; WIDEMAN, 2010; WU, 2013).

A L-prolina é importante na composicao de proteinas estruturais, como o colageno, tem
importante papel na regulacdo da expressao génica e da diferenciagéo celular, cicatrizacdo de
feridas, reacdes antioxidantes e resposta imune, sintese de poliaminas e de glutamato (WU et
al., 2011).

A creatina quando fosforilada forma a fosfocreatina, que € uma reserva de energia para
esses tecidos e que, assim, desempenha um papel importante no metabolismo energético das
aves, principalmente, nos tecidos nervosos e musculares. A molécula de fosfocreatina, em
situacdes de gasto energético intenso, pode suprir a necessidade energética das aves através da
regeneracdo rapida da adenosina difosfato (ADP) em adenosina trifosfato (ATP), sendo que
esse fornecimento é mantido por um curto periodo de tempo (WU, 2013).

Chamruspollert et al. (2004) observaram que frangos sob estresse térmico (criados a
35°C) apresentaram menor atividade da arginase renal e menor quantidade de creatina e
creatinina em suas excretas do que os frangos criados a 25°C.

A arginina é convertida em Oxido nitrico através da enzima Oxido nitrico sintetase
(NOS) que constitui na principal molécula reguladora do sistema imune e é o principal
mediador citotoxico e citostatico de células imunes promovendo destrui¢do de microrganismos,
parasitas e células tumorais. Em processos infecciosos, células ativadas como macro6fagos,
neutrdfilos e células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermediarios reativos do
oxigénio, e a acdo citotdxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua reacdo com esses
intermediarios do oxigénio (DUSSE et al., 2003).

Ren et al. (2014) ao suplementarem ratos com arginina relataram que esta favoreceu
populacbes jejunais e ativou a imunidade inata intestinal através de diferentes vias de
sinalizacdo. Yao et al. (2011) ao suplementarem leitdes desmamados com arginina relataram
aumentos do peso relativo do intestino delgado, do ganho diario de peso e altura das vilosidades
do intestino. Nas concentracdes plasmaticas, houve aumento da arginina e insulina e diminuicéo
das concentracdes plasmaticas de cortisol, NHz e ureia. Murakami et al. (2012) ao
suplementarem arginina na dieta de frangos de corte também observaram melhora no
desempenho e na morfometria do intestino delgado, especialmente na primeira semana.

Estudo com a suplementacédo de arginina em aves apontou reducédo dos efeitos negativos
das Eimerias sobre o desempenho e melhorias nos indices morfoldgicos intestinais de frango
de corte, com efeitos na altura das vilosidades e profundidade de cripta, e diminuigdo da

espessura da camada muscular e reducao da contagem de oocistos fecais (LAIKA; JAHANIAN,
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2017). Também verificou-se aumento nas concentracdes séricas de horménio de crescimento,
no peso do timo, na proliferacéo de linfocitos, titulos de anticorpos para doenca de Newcastle,
IgA e IFN-y e na concentragdo sérica de IgM (XU et al., 2018).

Esser et al. (2017) suplementaram dietas vegetais com 0,8% de arginina que resultou
em maior peso de carcaca e rendimento de peito, aléem de menor deposicdo de gordura

abdominal em frangos de corte submetidos ao estresse térmico por dois dias antes do abate.

2.5.  Vitaminas utilizadas na avicultura de corte

Entre os nutrientes necessarios para as muitas funcdes fisioldgicas essenciais a vida
estdo as vitaminas, que sdo essenciais para Otima saude e desempenho do animal. S&o
micronutrientes que participam de inimeros processos metabélicos do organismo, mas que a
maioria ndo podem ser sintetizados pelo organismo do animal (FELIX et al.,2009). De forma
ampla, pode-se afirmar que as vitaminas sdo em sua maioria coenzimas (vitaminas A, K, C, Be,
B12, niacina, tiamina, biotina, entre outras), alguns casos sdo hormonios (vitaminas A e D), ou
apresentam acdo antioxidante (vitaminas E e C) (COMBS JR, 2008).

Ao contrério de outros nutrientes, as vitaminas ndo desempenham funcgdes estruturais,
nem seu catabolismo fornece energia significativa. Por seu uso ser altamente especifico, as
vitaminas sdo necessarias em pequenas quantidades na dieta (COMBS JR, 2008). O papel
metabdlico desses nutrientes € mais complexo que o de outros. A deficiéncia de uma ou mais
vitaminas pode levar a distirbios metabdlicos resultando em queda na produtividade, no
crescimento e no desenvolvimento de doencas. Ja 0 aumento na suplementacdo de certas
vitaminas tem efeitos positivos, principalmente quanto a imunidade (FELIX et al.,2009).

As vitaminas podem ser classificadas de duas formas: em lipossoltveis (A, D, Ee K) e
hidrossoltveis (tiamina, riboflavina, niacina, acido pantoténico, acido folico, biotina, colina,
acido ascorbico, vitamina Bi> e piridoxina) (McDOWELL, 2000).

Por serem moléculas pequenas, as vitaminas nao sdo digeridas pelo animal para serem
absorvidas, no entanto, as vitaminas lipossoltveis que séo soltveis em lipideos, sdo absorvidas
no intestino delgado juntamente com lipideos da dieta e sdo armazenadas no corpo. Ja as
vitaminas hidrossoliveis, as quais sdo sollveis em meio aquoso no lumen intestinal, podem ser
absorvidas diretamente pela parede intestinal, sendo que, algumas vitaminas como a vitamina

C, sdo absorvidas por difusdo passiva e ndo sdo armazenadas no corpo (RUTZ et al., 2014).
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2.6. VitaminaC

O 4cido ascorbico (AA) é um soélido cristalino branco, que escurece facilmente em
contato com a luz. Faz parte do grupo das vitaminas hidrossolUveis apresentando uma elevada
solubilidade em agua.

A vitamina C ocorre em duas formas naturais (figura 3), o acido ascorbico (forma
reduzida) e acido dehidroascérbico (forma oxidada). Ambas as formas sdo biologicamente
ativas embora, a maior parte da vitamina exista como acido ascorbico (McDOWELL, 2000). A
vitamina C é muito susceptivel a oxidacdo, uma mudanca que é acelerada pelo calor e pela luz,
sendo o carbono dois do anel de lactona o mais reativo e, consequentemente, 0 mais facilmente
oxidado (TOLBERT et al., 1975) o que o torna um excelente agente antioxidante protegendo

outras espécies quimicas.

OH
HO OH
0O — \ o — 0 O +2H* +2e
HO OH O O
Ascorbic acid Semidehydroascorbic acid ~ Dehydroascorbic acid

Fonte: adaptado de COMBS JR, 2008

Figura 4. Estrutura molecular do acido ascorbico (forma natural), acido semidehidroascorbico
(forma intermediaria) e acido dehidroascorbico (forma natural).

As exigéncias nutricionais referentes a vitamina C ou &cido ascérbico ndo sdo
conhecidas para as aves pois os frangos de corte possuem a enzima gulonolactona redutase
necessaria para sua sintese em quantidades suficientes para atender as exigéncias do organismo
(RUTZ et al., 2017). Sendo assim, a vitamina C é classificada como ndo essencial. Sua sintese
em frangos ocorre predominantemente nos rins utilizando como substratos glucose, manose e
frutose (KHAN et al., 2012). A D-glicose ¢é convertida a D-glucuronolactona, logo em seguida
em 2-ceto-gulonolactona, que espontaneamente se converte em acido ascorbico (LOHAKARE
et al., 2005).

Sua absorc¢éo ocorre de forma semelhante a de carboidratos monossacarideos, absorcao
por meio de transporte ativo secundario ou seja, dependente de Na*. O acido ascérbico é
prontamente absorvido quando as quantidades ingeridas sdo baixas; entretanto, quando as
quantidades ingeridas s@o excessivas ocorre absorcdo intestinal limitada, mas, aparentemente
80 a 90% sdo absorvidos (McDOWELL, 2000).
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Entretanto, quando expostos ao estresse excessivo, a vitamina C sintetizada pode nédo
ser suficiente para atender as exigéncias metabolicas (RUTZ et al., 2017), por causa do aumento
na taxa de seu uso para eliminacéo de radicais livres (ALBA et al., 2015), além de sua sintese
e absorcdo serem prejudicadas necessitando de maior aporte de vitaminas (MILTENBURG,
1999) portanto, podendo causar prejuizos no desempenho e aumento na taxa de mortalidade em
situacdes de estresse.

A vitamina C € um importante antioxidante devido a sua capacidade redutora,
regenerando a forma ativa da vitamina E (SKRIVAN et al., 2012) que atua na neutralizacéo de
radicais livres (RUTZ et al., 2017) auxiliando a manter a integridade estrutural e funcional das
celulas.

A inclusdo de vitamina C aumentou a degradacdo dos corticosteroides, podendo-se
entdo, concluir que a incluséo de vitamina C nas racdes de aves em estresse pelo calor é uma
alternativa nutricional para melhorar o desempenho das aves (SAHIN et al., 2002; MAHMOUD
et al., 2004). Além disso, pode promover aumento das concentracbes dos horménios
tireoidianos circulantes (T3 e T4), aumentando assim 0 metabolismo com consequente aumento
no consumo de racdo das aves em situacdes de estresse pelo calor, melhorando os resultados de
desempenho (SAHIN et al., 2003).

A vitamina C também melhora a condicdo 0ssea em aves expostas ao estresse atraves
da hidroxilacdo da prolina e da lisina, atuando na formagcéo de colageno e mucopolissacarideos.
Além disso, facilita a conversdo de acido félico em tetrahidrofolico e permitindo a absorcédo de
ferro através da parede intestinal (RUTZ et al., 2017).

Os principais efeitos positivos do uso de vitamina C estdo diretamente associados a sua
participacdo no sistema antioxidante de defesa, diminuindo a concentracdo de corticosteroides
circulantes e a concentracdo serica metabdlitos nocivos ao organismo, principalmente quando
as aves sao criadas sob altas temperaturas saindo de sua zona de termoneutralidade (GHAZI et
al., 2015), assim o uso da vitamina C visa amenizar ou compensar os efeitos deletérios nos

indices zootécnicos e na imunidade das aves causados pelo estresse.

3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da suplementacédo da arginina e da vitamina C sobre o desempenho e
resposta imune de frangos de corte em ambiente de termoneutralidade e estresse ciclico pelo
calor através das respostas no desempenho, parametros hematoldgicos e imunolégicos de
frangos de corte submetidos a suplementacdo com diferentes niveis de arginina e vitamina C

sob estresse térmico.
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Este estudo resultou no Capitulo Il, artigo intitulado “Efeito do estresse térmico e
suplementacédo da dieta com arginina e vitamina C no desempenho e imunidade de frangos de
corte” a ser submetido para publicacao na revista “Brazilian Journal of Poultry Science”,

apresenta-se conforme as normas para a publicacdo, exceto pelo idioma.
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Suplementacéo da dieta com arginina e vitamina C impacta diretamente no desempenho
e imunidade de frangos de corte

Resumo

Altas temperaturas influenciam negativamente a producgdo avicola pelo estresse por calor,
afetando o sistema imunoldgico e expressdo do potencial genético das aves. O objetivo desse
estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de arginina e vitamina C sobre o desempenho e
resposta imune de frangos de corte em ambiente de termoneutralidade e estresse ciclico pelo
calor. Foram utilizados 384 frangos de corte machos no periodo de 1 a 35 dias de idade. As
aves foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em um esquema
fatorial 3x2x2: 3 niveis de inclusdo de arginina digestivel (100, 130 e 160% da exigéncia da
arginina), dois niveis de inclusdo de vitamina C (0 e 200 ppm) e 2 temperaturas
(termoneutralidade e estresse ciclico por calor) totalizando 12 tratamentos com 8 repeticGes de
4 aves cada. Foram avaliados: indices zootécnicos, hemograma completo, perfil bioquimico
soroldgico, peso relativo dos érgdos imunes, histomorfometria Bursa de Fabricius e expressao
relativa dos genes HSP70 e GPx. O estresse ciclico por calor teve impactos negativos nos
frangos de corte, reduzindo o consumo de racao e, por consequéncia, 0 ganho de peso aos 21 e
35 dias. Aos 21 e 35 dias de idade a suplementacdo de 200 ppm de vitamina C na dieta dos
frangos de corte melhorou o consumo de racdo e o ganho de peso dos frangos, entretanto, ndo
influenciou o peso dos 6rgdos imunes e as concentracdes séricas de glicose, colesterol e creatina
quinase. Aos 35 dias de idade, a suplementacdo da arginina ndo influenciou o desempenhos dos
frangos, o peso dos 6rgéos, a concentracdo de glicose e de creatina quinase, mas influenciou a
concentracdo sérica de colesterol. A vitamina C e a Arginina aumentaram a percentagem da
area do cértex da Bursa. E a inclusdo de arginina e vitamina C aumentou a expressao genica
HSP 70 e do GPx. Conclui-se os frangos de corte quando recebem vitamina C sofrem uma
resposta ao estresse menos severa apOs exposicao a altas temperaturas e a suplementacdo de
Arginina e vitamina C aumentou a expressdo genica do HSP 70 dando maior resisténcia as aves
durante periodos de calor e a expressdo de GPx que indicando um aumento na atividade

antioxidante de frangos de corte.

Palavras-chave: acido ascérbico, aminoacido funcional, antioxidante, expressao génica
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Abstract

High temperatures negatively influence poultry production due to heat stress, affecting the
immune system and expression of the birds' genetic potential. The objective of this study was
to evaluate arginine and vitamin C supplementation effects on performance and immune
response of broilers in a thermoneutral and cyclic heat stress environment. A total of 384 male
broilers from 1 to 35 days of age were distributed in a 3x2x2 completely randomized factorial
scheme: 3 digestible arginine levels (100, 130 and 160% of the requirement), two vitamin C
levels (0 and 200 ppm) and 2 temperatures (thermoneutrality and cyclic heat stress), totaling 12
treatments with 8 repetitions of 4 birds each. Zootechnical indexes, complete blood count,
serological biochemical profile, relative weight of immune organs, Bursa of Fabricius
histomorphometry and relative expression of HSP 70 and GPx genes, using the actin gene as
an internal control, were evaluated. Cyclic heat stress had negative impacts, reducing feed
intake and, consequently, weight gain at 21 and 35 days. At 21 and 35 days of age, vitamin C
supplementation at 200 ppm improved feed intake and weight gain, however, did not influence
immune organs weight and serum glucose concentrations, cholesterol and creatine kinase. At
35 days of age, arginine supplementation did not influence the chicken’s performance, the
organs weight, concentration of glucose and creatine kinase, but it did influence serum
concentration of cholesterol. Vitamin C and Arginine increased the Bursa cortex percentage.
The inclusion of arginine and vitamin C increased HSP 70 and GPx gene expression. In
conclusion, broilers when receiving vitamin C undergo a less severe stress response after high
temperatures exposure and supplementation of arginine and vitamin C increased the genetic
expression of HSP 70 promoting greater resistance during periods of heat. The expression of

GPx indicates an increase in antioxidant activity of broilers.

Keywords: ascorbic acid, functional amino acid, antioxidant, gene expression
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1. INTRODUCAO

O estresse é uma manifestacdo fisiologica da defesa do organismo contra os efeitos
adversos do ambiente externo. O calor é considerado um dos estressores mais importantes nas
regides subtropicais e tropicais que podem causar enormes perdas econdmicas na industria
avicola (Hosseini-Vashan et al., 2020).

Em condigdes de estresse, complexos mecanismos séo desencadeados e podem atuar no
sistema imunoldgico das aves comprometendo suas defesas. Durante periodos de estresse
térmico, o eixo hipotdlamo-hipo6fise-adrenal é ativado para manter a homeostase em resposta a
estimulos estressantes o qual estimula a producao e liberacdo de glicocorticoides pelo cértex da
glandula adrenal (Pagliarone & Sforcin, 2009). Os glicocorticoides estdo associados ao
aumento de suscetibilidade a doencas, involucédo do tecido linfoide, modificacdes na dindmica
de células imunoldgicas circulantes, supressdo de citocinas, entre outros efeitos indesejaveis
(Santin et al., 2017) ou seja, estdo associados a imunossupressdo afetando diretamente a
obtencdo de altos niveis zootécnicos de producéo.

No entanto, 0 aumento da ingestdo de alguns nutrientes acima dos niveis atualmente
recomendados pode ajudar a amenizar os efeitos causados pelo estresse e a otimizar as fungcoes
imunolégicas, incluindo a melhoria da funcdo de defesa do animal. As exigéncias nutricionais
de animais em estresse modifica-se pois, nutrientes que estéo relacionados a produgdo passam
a ter menor importancia do que os nutrientes que participam mais expressivamente do sistema
imune (Oliveira Neto & Oliveira, 2009).

A arginina € o 5° aminoéacido limitante para aves e tem sido tema de grande interesse
por ser um dos amino&cidos mais importantes envolvidos nas fungdes imunes (Ren et al., 2014),
demonstrando ser necessaria para respostas imunoldgicas 6timas (Kidd et al., 2001) e podendo
auxiliar em situacdes onde ocorre reducdo da resposta imune associada as condi¢des de estresse,
como no caso do calor.

As interacbes bioquimicas da L-arginina no organismo animal sdo complexas e
envolvem muitas vias metabolicas, sendo este aminoacido, precursor de VAarios outros
compostos como: ornitina, poliaminas (putrecina, espermidina e espermina), prolina (precursor
do colageno), creatina, citrulina e 6xido nitrico. Além disso, apresenta funcdes na secrecao de
insulina pelas celulas B do pancreas e do horménio de crescimento, além de atuar como
modulador imunoldgico devido ao seu papel como substrato para o sistema imune (Wu, 2013).

Outro nutriente muito importante é a vitamina C cujos principais efeitos positivos estao
diretamente associados a sua participacdo no sistema antioxidante de defesa, sendo um

importante antioxidante, além de regenerar a forma ativa da vitamina E devido a sua capacidade
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redutora (Skrivan et al., 2012), diminui a concentragcdo de corticosteroides circulantes e a
concentracdo sérica de metabolitos nocivos ao organismo, principalmente quando as aves sao
criadas em altas temperaturas saindo de sua zona de termoneutralidade (Ghazi et al., 2015)
visando amenizar ou compensar os efeitos deletérios nos indices zootécnicos e na imunidade
das aves causados pelo estresse.

Dessa forma, o uso de imunoestimulantes como a arginina e o de antioxidantes como a
vitamina C podem ser estratégias promissoras para minimizar os impactos negativos das
condicdes de estresse e melhorar a imunidade dos frangos de corte. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito de niveis de arginina digestivel e vitamina C em dietas de frangos
de corte, sobre 0 seu desempenho e resposta imune em ambiente de termoneutralidade e estresse

ciclico pelo calor.

2. MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista -Unesp, Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, Botucatu, no Laboratério de Nutricio de Aves. Os
procedimentos experimentais foram submetidos & aprovacéo pela Comissao de Etica no Uso de
Animais (Protocolo N° 0006/2019) da mesma Instituicdo, estando de acordo com os principios
éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

2.1.Animais, instalagdes e delineamento experimental

Foram utilizados 384 pintainhos de corte macho com um dia de idade, machos da
linhagem comercial Cobb® 500, vacinados no incubatorio contra doencas de Marek, Gumboro
e Bouba Aviaria. Aos 10 dias de idade os pintainhos foram vacinados individualmente, via
ocular, contra o virus da doenga de Newcastle (B1) e bronquite infecciosa (B1) (CEVAC®).
Todas as aves foram criadas seguindo as normas preconizadas para 0 manejo sanitario e de
criagdo do manual da linhagem.

Diariamente foram registrados os parametros de controle da qualidade do ambiente e a
mortalidade. Durante todo o periodo experimental as aves receberam agua e ragéo ad libitum.

As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em um
esquema fatorial (3x2x2): 3 niveis de inclusdo de arginina digestivel (100, 130 e 160% da
exigéncia da arginina de Rostagno et al. (2017)), esses niveis foram escolhidos baseados em

experimentos anteriores realizados no laboratdrio; dois niveis de incluséo de vitamina C (0 e
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200 ppm) e 2 temperaturas (termoneutralidade e estresse ciclico por calor) totalizando 12
tratamentos com 8 repeticdes de 4 aves cada (Tabela 1) num periodo de 1 a 35 dias de idade.

Tabela 1. Tratamentos experimentais.

Tratamentos Temperatura Arginina Adicéo de
(% exigéncia da arg) Vitamina C (ppm)
T1 Termoneutra 100 200
T2 Termoneutra 130 200
T3 Termoneutra 160 200
T4 Termoneutra 100 0
TS5 Termoneutra 130 0
T6 Termoneutra 160 0
T7 Estresse pelo calor 100 200
T8 Estresse pelo calor 130 200
T9 Estresse pelo calor 160 200
T10 Estresse pelo calor 100 0
T11 Estresse pelo calor 130 0
T12 Estresse pelo calor 160 0

As aves foram alojadas em 2 camaras climatizadas em gaiolas de arame galvanizada,
com dimensdes de 0,60 x 0,50 x 0,45 m, equipadas com um comedouro frontal tipo calha e dois
bebedouros tipo nipple.

A temperatura da cdmara 1 foi regulada para promover condicGes de termoneutralidade
conforme manual da linhagem Cobb® preconizadas para cada fase de vida e na sala 2 a
temperatura foi regulada para condicGes de estresse ciclico pelo calor com 8 horas de calor por

dia conforme demonstrado na tabela abaixo (Tabela 2).

Tabela 2. Temperaturas (°C) preconizadas para as camaras termoneutra e de estresse ciclico.

Idade em dias Termoneutra Estresse ciclico
1-3 32-33 35
4-7 30-32 34
8-14 29-30 33
15-21 28-29 32
22-28 24-26 31
29-35 21-23 30

2.2. Rac0es experimentais
As racdes experimentais isoenergéticas e isoprotéicas (Tabela 3) foram preparadas na
fabrica de racbes da FMVZ, e foram formuladas a base de milho e farelo de soja, seguindo a
composicao dos ingredientes e as recomendacdes de exigéncias nutricionais preconizadas por
Rostagno et al. (2017). Foram formuladas ra¢des para as fases pré-inical (0 a 7 dias), inicial (8

a 21 dias) e crescimento (22 dias a 35 dias de idade). Os niveis de arginina na dieta pré-inicial
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foram de 1,430, 1,859, 2,288%; na inicial de 1,397, 1,816, 2,235%; na crescimento de 1,321,
1,717, 2,113%; para os tratamentos com 100, 130 e 160% de inclusdo de arginina,
respectivamente. Para atender os niveis de arginina de cada tratamento foram ajustados os
valores de milho, farelo de soja, gluten, inerte e com a inclusdo de L-arginina (96%) sintética.

A inclusdo da vitamina C foi totalmente ajustado pelo inerte.

2.3.Parametros avaliados
2.3.1. Desempenho zootécnico

Os dados do desempenho foram obtidos nos periodos de 1 a 7 dias, 1 a 21 dias, 1 a 35
dias de idade, sendo que os parametros analisados foram: consumo de racdo, CR (g/ave/dia),
ganho de peso, GP (g) e converséo alimentar, CA (kg de racdo/kg peso do frango).

O consumo de racdo (g/ave/dia) foi obtido pela diferenca entre a quantidade de racéo
fornecida para cada periodo de criacéo e a sobra no final, ajustado pelo nimero medio de aves
em funcdo da mortalidade. Para calculo do ganho de peso (g/ave), as aves foram pesadas no
inicio e no final de cada periodo e conversdo alimentar (CA) foi obtida pela relacdo entre o
consumo total de ragé@o pelo ganho de peso em cada parcela experimental, corrigido pelo peso
das aves mortas no periodo.

Aos 35 dias foi calculado o indice de eficiéncia produtiva (IEP) através da multiplicacédo
do ganho de peso médio diario (kg) e a viabilidade (%), dividido pela conversao alimentar,
multiplicando posteriormente por 100.
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Tabela 3. Composicdo percentual e nutricionais das rac6es basais.

Ingredientes Pré inicial Inicial Crescimento
Milho, gréo 49,046 50,033 52,620
Soja-46, farelo 35,500 34,521 32,731
Milho, gluten-60 7,680 6,549 4732
Oleo soja 2,103 3,600 5,000
Calcario calcitico 0,990 0,893 0,842
Fosfato bicalcico 2,061 1,801 1,556
Sal comum 0,250 0,250 0,250
Bicarbonato de sddio 0,423 0,402 0,367
DL-Metionina (99%) 0,277 0,288 0,289
L- Lisina (99,8%) 0,301 0,276 0,262
L-Treonina (98,1%) 0,054 0,068 0,075
L-Arginina (96,5%) 0,018 0,033 0,038
Cloreto de Colina (60%) 0,105 0,095 0,075
Vitamina C (35%) 0,000 0,000 0,000
Premix vitaminico* 0,130 0,130 0,100
Premix mineral** 0,050 0,050 0,050
Anticoccidiano 0,055 0,055 0,055
Antibidtico 0,001 0,001 0,001
Inerte 1,074 1,074 1,074
Total 100,000 100,000 100,000
Composicao nutricional calculada

Energia Metabolizavel Aparente (kcal/kg) 3000 3100 3200
Proteina Bruta (%) 25,310 24,300 22,620
Célcio (%) 1,011 0,907 0,822
Fadsforo disponivel (%) 0,482 0,432 0,384
Sadio (%) 0,227 0,221 0,211
Cloro (%) 0,215 0,215 0,215
Metionina dig. (%) 0,646 0,637 0,609
Metionina + Cistina dig. (%) 0,989 0,966 0,914
Lisina dig. (%) 1,364 1,306 1,235
Treonina dig. (%) 0,882 0,862 0,815
Triptofano dig. (%) 0,256 0,246 0,233
Valina dig. (%) 1,05 1,004 0,928
Isoleucina dig. (%) 0,967 0,923 0,855
Arginina dig. (%) 1,43 1,397 1,321

*Premix vitaminico (niveis de garantia/kg de ragdo pré inicial e inicial): vitamina A, 14300 UI; vitamina D3, 5200 Ul; vitamina
E, 71,50 Ul; vitamina k3, 3,90 mg; vitamina B1, 2,99 mg; vitamina B2, 9,10 mg; acido pantoténico, 1,56 mg; vitamina B6, 5,2
mg; vitamina B12, 32,50 mcg; acido nicotininco, 7,8 mg; acido félico, 2,60 mg; biotina, 0,325 mg; selénio 0,39 mg. Premix
vitaminico (niveis de garantia/kg de racdo crescimento): vitamina A, 11000 Ul; vitamina D3, 4000 Ul; vitamina E, 55,00 Ul;
vitamina k3, 3,00 mg; vitamina B1, 2,30 mg; vitamina B2, 7 mg; &cido pantoténico, 1,2 mg; vitamina B6, 4,0 mg; vitamina
B12, 25 mcg; acido nicotinico, 6,0 mg; acido folico, 2 mg; biotina, 0,25 mg; selénio 0,30 mg. **Premix mineral (niveis de
garantia/kg de racgdo): ferro, 50 mg; cobre 10 mg; manganés, 65 mg; zingo, 65mg; iodo 1 mg.
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2.3.2. Perfil bioquimico sorolégico

Aos 35 dias de idade, 6 aves por tratamento foram selecionadas e foi colhido 5,0 ml de
sangue, por meio da veia jugular, para obtencédo de soro. O soro obtido foi transferido para tubos
identificados e armazenados em freezer (-20°C) para posteriores analises. O soro foi enviado
para o Laboratorio Clinico Veterinario do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Unesp, Botucatu. Foram utilizados os reagentes da marca Bioclin e 0
equipamento Cobas Mira Plus para determinacdo dos niveis séricos de glicose (mg/dL),
colesterol total (mg/dL) e creatina quinase (mg/dL).

2.3.3. Peso relativo de 6rgédos do sistema imune
Aos 35 dias de idade foram pesadas e abatidas 8 aves por tratamento por meio de
deslocamento da cervical ap6s jejum de duas horas. Posteriormente, foram coletados e pesados
0 baco, timo, Bursa de Fabricius e figado para o calculo dos pesos relativos em relacdo ao peso

corporal das aves.

2.3.4. Hemograma completo

Aos 10 dias de idade antes da vacinacdo de Newcastle e aos 35 dias foram coletados 2,0
mL de sangue por meio da puncao da veia da jugular direita, com seringas estéreis, de 6 aves
por tratamento, totalizando 72 aves. O sangue foi acondicionado em tubos devidamente
identificados por tratamento, contendo EDTA a 5%, para analise do hemograma completo.

O hematrocrito foi obtido por meio da técnica de microhematdcrito, com uso de tubos
capilares e centrifugacdo por cinco minutos a 12.000 G (Campbell, 2010).

A proteina plasmatica total foi mensurada pela técnica de refratometria. A concentracéo
de hemoglobina foi determinada pelo método de cianometahemoglobina. A concentracéo de
hemoglobina foi usada, conjuntamente com a contagem global de hemacias, para os calculos
de volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) (Campbell, 2010).

Para contagem global de células (hemacias e leucocitos) foi realizada a contagem
manual em hemocitometro. O fator de multiplicacdo utilizado para hemacias foi 5.050 e de
leucdcitos 252,5, diferindo apenas a area de contagem (Horobin, 2011).

Logo apo6s a coleta, uma amostra de sangue foi utilizada para confeccdo de esfregaco
sanguineo para posterior contagem diferencial de leucocitos e determinacdo da relagédo

heterofilo/linfocito (H/L) de acordo com metodologia proposta por Charles Noriega (2000). A
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contagem diferencial foi realizada em microscopio utilizando-se aumento de 100x (lente sobre
6leo de imerséo). Foram contadas 100 células leucocitarias para determinar a relagdo H/L.

2.3.5. Histomorfometria da Bursa de Fabricius
As bursas que foram coletadas e pesadas para peso relativo posteriormente, foram
fixadas em formol a 10% neutro tamponado, para confec¢do de 1dminas histoldgicas nas quais
foram analisados 20 foliculos completos por lamina, correspondente a uma ave por parcela
experimental, para a determinacédo da area cortical por meio das medidas da area do foliculo e

area medular com auxilio do programa Leica Application Suite vers&o 3.0.

2.3.6. Expressdo génica da HSP70 e GPx

Para a realizacdo da expressdo génica da actina, HSP70 e GPx aos 35 dias de idade 4
aves por tratamento foram abatidas para coleta do figado e foram imediatamente armazenados
em freezer -80°C para extracdo do RNA. O RNA foi extraido de uma amostra de 50 mg do
figado, utilizando 500 ul de TRIzol® Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA) para cada
amostra, de acordo com instru¢des do fabricante. O produto de extracdo foi visualizado em gel
de agarose 1% e quantificado em aparelho NanoDrop (Spectrophotometer ND-1000). Em
seguida, as amostras foram armazenadas a -80°C. Ap6s, uma solucdo de oligo dT 0,75 mM,;
oligos aleatérios 0,15 mM; dNTPs 0,75 mM e 11 ul RNA tratado com DNAse, foi preparada e
incubada a 65°C por cinco minutos e colocada no gelo por um minuto. A esta preparacdo, foi
adicionado tampdo 1x DTT 0,005; RNAse out 40 U e 100 U da enzima High Capaity cDNA
Reverse Transcription Kit da empresa Appliedbiosystems. Esta preparacao foi incubada a 50°C
por uma hora e depois a 70°C por 15 minutos.

As reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas no aparelho ABI 7300 (Applied
Byosystems) utilizando o kit Brilliant 111 Ultra- Fast QPCR Master Mix da empresa Agilent
Technologies nas seguintes condi¢fes: um ciclo a 95°C por 3 minutos; seguidos de 40 ciclos de
95°C por 5 segundos e 60°C por 10 segundos. A curva de dissociacao foi obtida da seguinte
maneira: 95°C por 1 segundos, 60°C por 30 segundos e 95°C por 15 segundos. A determinagéo
da expressao dos genes HSP 70 e GPx foi realizada pomeio de Real Time PCR, em triplicatas,
utilizando o gene f-actina como controle. Para cada reacédo foi utilizado um controle negativo,
constituido da mistura de reagentes e agua. As sequéncias e informacdes dos oligonucleotideos
utilizados sdo descritas na Tabela 4. As analises para expressdo génica foram conduzidas no
Instituto de Biotecnologia (IBTEC), UNESP, Campus de Botucatu.
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Tabela 4. Oligonucleotideos iniciadores de genes da actina, do HSP70 e do GPx.

Gene Sequéncia dos Primers 5' - 3' Amplificado Referéncias
(pb)
F: 5 -TGCTGTGTTCCCATCTATCG-3" Zhang et al., 2019
B-actina 150
R: 5 -TTGGTGACAATACCGTGTTCA-3’
F: 5'-GGGAGGACTTTGACAACCGA-3’ Han et al, 2019
HSP70 219
R: 5'-CAAAGCGTGCACGAGTGATG-3
P F: 5-GACCAACCCGCAGTACATCA-3 205 Zhang et al., 2018
X
R: 5-GAGGTGCGGGCTTTCCTTTA-3’

3. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados do experimento foram submetidos & analise de varidncia e quando
apresentarem diferencas significativas as médias foram comparadas pelo teste de Tukey 5% de
probabilidade, utilizando o programa SISVAR 5.1 (Ferreira, 2011).
Os resultados da andlise da expressdo de genes foram comparados pelo teste de Kruskal-
Wallis, com teste post hoc de Dunn, sem ajuste do valor P<0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Desempenho zootécnico
Os resultados dos parametros de desempeno dos frangos de corte, ganho de peso (GP),

ganho de peso diario (GPD), consumo de racdo (CR) e conversdo alimentar (CA) de 7, 21 e 35
dias de idade e o indice de eficiéncia produtiva (IEP) aos 35 dias de idade s&o apresentados na
tabela 5 e os desdobramentos das interacdes (arginina x vitamina C) estdo apresentados na
tabela 6.

A temperatura influenciou (P<0,05) no ganho de peso e ganho de peso médio diario aos
7,21 e 35 dias de idade, 0 consumo de racdo aos 21 e 35 dias de idade e a conversdo alimentar
aos 7 dias de idade. Os pintainhos de 7 dias de idade que estavam que estavam sob estresse
ciclico tiveram maior ganho de peso e maior ganho de peso diario e melhor converséo alimentar
em relagdo aos que estavam em termoneutralidade e ndo influenciou (P = 0,25) no consumo de
racdo. No entanto, aos 21 e 35 dias de idade o estresse ciclico determinou (P<0,05) menor ganho
de peso, menor ganho de peso diario e menor consumo de racdo em relacdo aos frangos que

estava em termoneutralidade, mas também ndo influenciou a conversao alimentar.
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GP (g) GPD (9g) CR (9) CA IEP
7 dias 21 dias 35 dias 7 dias 21 dias 35 dias 7 dias 21 dias 35 dias 7 dias 21dias 35dias  35dias
NIVEIS DE ARGININA (ARG)
100% 123,76 953,31 a 2345,40 17,68 45,39 a 67,01 145,64 1170,39 3195,78 1,251 b 1,228 a 1,369 479,19
130% 109,12 908,47 b 2279,71 15,58 43,27 b 65,13 153,50 1137,30 3135,09 1,357 a 1,250 a 1,389 459,87
160% 124,68 931,47 ab 2279,71 17,81 44,35 ab 65,13 160,26 1163,47 3140,78 1,290ab 1,253a 1,388 454,99
NIVEIS DE VITAMINA C (VIT C)
0 ppm 114,14 912,14 b 2264,34b 16,30 43,43 b 64,69 b 151,95 1138,81 311297b 1,347 a 1,250 1,390 454,69
200 ppm 124,23 950,21 a 2338,87a 17,75 45,25 a 66,82 a 154,32 1175,29  3201,27 a 1,254 b 1,238 1,374 474,68
TEMPERATURA (T°C)
Termoneutralidade 115,83 b 946,20 a 2345,18a 16,54 b 45,05a 67,00a 154,76 117594a 324147 a 1,355a 1,242 1,389 476,59 a
Estresse ciclico 12255a 916,14 b 2258,03b 1751a 43,62 b 6451b 151,51 1138,16b 3072,77b 1,246 b 1,246 1,375 452,77 b
NIVEIS DE SIGNIFICANCIA (Pr>Fc)
ARG 0,0000 0,0013 0,0556 0,0000 0,0013 0,0558 0,0003 0,0765 0,3533 0,0303 0,0421 0,2966 0,1858
VITC 0,0000 0,0001 0,0042 0,0000 0,0001 0,0042 0,4035 0,0041 0,0218 0,0045 0,1607 0,1995 0,0800
T°C 0,0045 0,0023 0,0009 0,0045 0,0023 0,0009 0,2538 0,0030 0,0000 0,0011 0,7069 0,2521 0,0376
ARG*VITC 0,0000 0,0900 0,3554 0,0000 0,0898 0,3549 0,0002 0,0083 0,8197 0,2020 0,2113 0,2322 0,3213
ARG*T°C 0,6072 0,4293 0,9288 0,6053 0,4284 0,9285 0,4830 0,2878 0,4386 0,4248 0,7533 0,1962 0,3380
VITC* T°C 0,8109 0,5375 0,4282 0,8117 0,5378 0,4288 0,1105 0,6254 0,5410 0,3398 0,1750 0,8073 0,7868
ARG*VITC* T°C 0,7852 0,8617 0,6819 0,7846 0,8615 0,6824 0,2927 0,5761 0,4821 0,5770 0,6157 0,1389 0,6325
CV (%) 9,46 5,04 5,39 9,46 5,04 5,39 9,05 5,24 5,86 12,09 3,48 4,23 11,89

CV (%) = Coeficiente variagdo.

a, b Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na coluna, diferem entre si.
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A inclusdo de arginina aos 21 dias de idade proporcionou diferencas significativas
(P<0,05) para converséo alimentar aos 7 dias de idade, para 0 ganho de peso e para o ganho de
peso diario aos 21 dias e idade. Aos 7 dias de idade as variacGes de arginina de 100% e 130%
apresentaram diferencas entre si na conversao alimentar, sendo que os frangos que receberam
dieta com 100% da exigéncia de arginina tiveram melhor conversdo alimentar que os frangos
que receberam dieta com 130% de arginina. Aos 21 dias os frangos que receberam dieta de
100% de exigéncia de arginina apresentaram melhores ganho de peso e ganho de peso diario
do que os frangos que receberam dieta com 130%. Aos 35 dias diferente do que aconteceu nas
fases anteriores o ganho de peso (P= 0,05), 0 ganho de peso diério (P= 0,05), 0 consumo de
racao (P= 0,35), conversdo alimentar (P=0,29) e indice de eficiéncia produtivo (P= 0,18) ndo
foram influenciados pelos niveis de arginina.

A vitamina C determinou (P<0,05) maior ganho de peso, maior ganho de peso diario
aos 21 e 35 dias de idade e maior consumo de racdo aos 35 dias de idade e melhor converséo
alimentar aos 7 dias de idade em relacdo a dieta com auséncia de vitamina C, aumentou em
4,17% no ganho de peso e 4,19% ganho de peso diario aos 21 dias e 3,29% 0 ganho de peso e
ganho de peso diario e 2,83% o consumo de racdo aos 35 dias de idade mas, ndo teve influéncia
sobre a conversdo alimentar e o indice de eficiéncia produtivo e melhorou a conversdo alimentar

das aves em 6,9%.

Tabela 6 — Desdobramento da interacdo nivel arginina e vitamina C para ganho de peso (GP)
ganho de peso diario (GPD) e consumo de racdo (CR) aos 7 e 21 dias de idade.
Arginina (%)

Vit C (ppm) 100 130 160
GP (g) aos 7 dias
0 121,59 A 95,06 Bb 125,78 A
200 125,94 123,19 a 123,59
GPD (g) aos 7 dias
0 17,37 A 13,58 Bb 17,96 A
200 17,59 17,65a 17,99
CR (g) aos 7 dias
0 156,71 A 135,71 Bb 163,40 A
200 150,56 155,56 a 157,12
CR (g) aos 21 dias
0 1167,62 A 1091,21 Bb 1157,59 A
200 1173,15 1183,38 a 1169,34
A, B Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na linha, diferem entre si para suplementacdo com
arginina.

a, b Médias seguidas de letras minasculas diferentes na coluna, diferem entre si para suplementa¢&o com
vitamina C.

Ocorreu interacdo (P<0,05) entre os niveis de arginina e vitamina C para o ganho de

peso, ganho de peso diario e consumo de ra¢do que apresentaram comportamentos semelhantes
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aos 7 dias de idade e consumo de racao aos 21 dias de idade. Aos 7 e 21 dias de idade em todas
as variaveis os frangos que receberam dietas com 100% e 160% de arginina tiveram maiores
resultados em relacdo aos que receberam 130% de arginina. No entanto, a inclusdo de 200 ppm
de vitamina C na dieta com 130% de arginina aos 7 dias de idade melhorou aproximadamente
30% o ganho de peso e 0 ganho de peso médio, no entanto houve um aumento de 14% do

consumo de ragdo com a inclusdo da vitamina C e aos 21 dias de idade aumentou 0 consumo

em aproximadamente 8%.

4.2. Peso relativo de 6rgdos e histomorfometria de bursa de Fabricius
Os resultados dos pesos relativos dos 6rgdos do sistema imune, bursa, timo, baco e da

percentagem da area do cdrtex da bursa de Fabricius de frangos de corte suplementados com
arginina digestivel e vitamina C em termoneutralidade e em estresse por calor sdo apresentados
na tabela 7 e os desdobramentos das interacdes (arginina x vitamina C x temperatura) estao
apresentados na tabela 8.

Os resultados para o peso dos drgdos linfoides Bursa, timo e bago ndo apresentaram

diferencas significativas em funcdo dos tratamentos e nem tiveram interacdes (tabela 7).

Tabela 7. Peso relativo de 6rgdo do sistema imune e percentual do cortex da bursa de frangos
de corte alimentados com arginina digestivel e vitamina C criados em termoneutralidade e

estresse por calor.

Bursa Timo Bago Cortex da bursa
(%) (%) (%) (%)
NIVEIS DE ARGININA (ARG)

100 0,067 0,435 0,093 37,55

130 0,065 0,448 0,096 37,13

160 0,066 0,491 0,102 39,33

NIVEIS DE VITAMINA C (VIT C)
0 0,064 0,455 0,096 37,12
200 0,068 0,462 0,098 38,93
TEMPERATURA (T°C)
Termoneutralidade 0,065 0,451 0,094 38,74
Estresse ciclico 0,066 0,465 0,100 37.36
NIVEIS DE SIGNIFICANCIA (Pr>Fc)

ARG 0,8680 0,1714 0,4671 0.0000
VITC 0,3739 0,7790 0,8018 0.0000
T°C 0,8377 0,5919 0,3364 0.0001
ARG*VITC 0,8717 0,6210 0,8745 0.0101
ARG*T°C 0,9371 0,6028 0,1180 0.0012
VITC* T°C 0,7440 0,0174 0,9739 0.9975
ARG*VITC* T°C 0,2185 0,1212 0,3386 0.0000
CV (%) 27,71 26,89 28,72 20.82

CV (%) = Coeficiente variagdo.
a, b Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na coluna, diferem entre si.
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Foi verificado interacdo entre arginina, vitamina C e temperatura para o percentual da
area cortical da bursa (tabela 8). Podemos observar que houve uma redugdo de 11% da area
cortical da Bursa de frangos corte sob estresse ciclico em relacdo aos que estavam em
termoneutralidade com Oppm de vitamina C e 100% de arginina. Entretanto, os frangos de corte,
criados em termoneutralidade que obtiveram maior area cortical receberam dietas com
suplementacdo com 0 ppm de vitamina C com 100%; 200ppm de vitamina C com 130 e 160%
de arginina. Mas, quando expostos ao estresse ciclico os frangos que obtiveram maior
percentagem da area cortical da Bursa receberam dietas com suplementacdo de 200ppm de

vitamina C ou 160% de arginina.

Tabela 8. Desdobramento da interagdo nivel arginina, vitamina C e temperatura para o
percentual do cortex da Bursa.

Arginina (%)
Vit C (ppm Temperatura 100 130 160

Cortex da Bursa (%)

0 Termoneutralidade 38,67 Aax 36,35 Bbx 37,91 ABby

200 36,53 Bhy 41,53 Aax 41,89 Aax

0 Estresse Ciclico 34,22 Bhy 35,64 Bax 40,52 Aax

200 41,17 Aax 35,94 Bay 37,25 Bby
A, B Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na linha, diferem entre si para suplementacédo com
arginina.

a, b Médias seguidas de letras minasculas diferentes na coluna, diferem entre si para suplementagéo com
vitamina C
X,Y Médias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna, diferem entre si para temperatura.

4.3. Perfil bioquimico
Os resultados dos parametros bioquimicos séricos estdo apresentados na tabela 9.

Os niveis de arginina, vitamina C e a temperatura nao influenciaram (P>0,05) os niveis
séricos de glicose e creatina quinase dos frangos de corte. No entanto, a arginina influenciou
(P<0,05) os niveis de colesterol no sangue. A suplementacédo de arginina na dieta em 160% da
exigéncia diminuiu o nivel de colesterol sérico dos frangos em relagdo aos que receberam 130%
da exigéncia.

Os niveis de arginina, vitamina C e a temperatura nao influenciaram (P>0,05) os niveis
séricos de glicose e creatina quinase dos frangos de corte. No entanto, a arginina influenciou
(P<0,05) os niveis de colesterol no sangue. A suplementacéo de arginina na dieta em 160% da
exigéncia diminuiu o nivel de colesterol sérico dos frangos em relagdo aos que receberam 130%

da exigéncia.
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Tabela 9. Dados sericos bioguimicos suplementados com arginina e vitamina C criados em
termoneutralidade e estresse por calor.

Glicose Colesterol CK
(mg/dL) (mg/dL) (UI/L)
NIVEIS DE ARGININA (ARG)

100 256,92 a 154,71 ab 17386,25

130 268,45 a 163,79 a 25547,91

160 257,61 a 148,82 b 30172,66

NIVEIS DE VITAMINA C (VIT C)
0 259,91 156,74 25613,44
200 262,08 154,80 23124,44
TEMPERATURA (T°C)
Termoneutralidade 260,66 158,58 27088,33
Estresse ciclico 261,13 152,96 21649,55
NIVEIS DE SIGNIFICANCIA (Pr>Fc)

ARG 0,0418 0,0148 0,0838
VITC 0,5967 0,6374 0,5945
Te°C 0,9471 0,1751 0,2468
ARG*VITC 0,6407 0,9763 0,9859
ARG*T°C 0,0923 0,5243 0,5836
VITC* T°C 0,4339 0,5517 0,6775
ARG*VITC* T°C 0,1291 0,2302 0,7296
CV (%) 6,64 11,15 80,97

CV (%) = Coeficiente variagdo.
a, b Médias seguidas de letras minasculas diferentes na coluna, diferem entre si. CK = creatina quinase

4.4 Hemograma completo, contagem diferencial de leucdécitos.
Os resultados do hemograma completo aos 10 dias de idade sdo apresentados na tabela

10 e os desdobramentos das interacdes duplas estdo apresentados na tabela 11 e da interacéo
nivel arginina, vitamina C e temperatura na tabela 12.

Como pode ser observado a vitamina C ndo influenciou significativamente (P>0,05) o
hemograma completo e as analises de VCM, HCM, monacitos e eosinofilos ndo apresentaram
diferenca significativa (P>0,05) para nenhuma das variaveis.

Os basofilos e a proteina total (PT) foram influenciadas pela arginina em que os frangos
que receberam dieta de 160% de exigéncia de arginina apresentaram menores valores de
proteina total em relacdo ao nivel de 100% de arginina e os valores de basofilos apresentaram
menores em relagédo a 130% de arginina.

A temperatura mostrou-se significativa (P<0,05) para as hemacias, linfdcitos e relacéo
H/L o qual o estresse ciclico influenciou no aumento do nimero das hemécias e da relacdo H/L

e diminuicdo namero dos linfécitos em relacdo a termoneutralidade.
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Tabela 10.Valores hematologicos de frangos de corte alimentados com arginina digestivel e vitamina C aos 10 dias de idade.

Hematdcrito Hemoglobina  Hemécias  VCM HCM PT Leucdcitos  Heterofilos Linfocitos H/L  Monocitos Eosinofilos Basofilos
(%0) (g/dL) (x10%mm?) (f1) (pg) (g/dL) (ub) (%) (%) (%) (%0) (%)
NIVEIS DE ARGININA (ARG)
100% 28,25 9,41 1,55 189,84 63,28 2,60 a 9708,33 32,45 50,66 0,70 7,83 3,41 5,54 ab
130% 28,45 9,48 1,49 21146 70,48 2,58 ab 9375,00 29,33 54,00 0,60 7,58 1,87 7,20 a
160% 27,25 9,08 1,45 203,96 67,98 2,33b 9565,21 30,16 50,58 0,62 8,41 2,41 4,25b
NIVEIS DE VITAMINA C (VIT C)
0 ppm 28,25 9,41 1,51 206,64 68,88 2,55 9916,66 29,08 53,19 0,71 7,19 2,27 5,41
200 ppm 27,72 9,24 1,48 196,87 65,62 2,46 9171,42 32,22 50,30 0,58 8,69 2,86 5,91
TEMPERATURA (T°C)
Termoneutralidade 27,50 9,16 1,40 b 216,99 72,33 2,56 9055,55 28,22 55444a 054D 8,05 2,61 5,61
Estresse ciclico 28,47 9,49 1,59 a 186,52 62,17 2,45 10057,14 33,08 48,05b 075a 783 2,52 5,72
NIVEIS DE SIGNIFICANCIA (Pr>Fc)

ARG 0,0907 0,0905 0,6540 05743 05744 0,0336 0,2311 0,5396 0,5017 05231 08371 0,1134 0,0281
VITC 0,2678 0,266W0 0,7987 0,5660  0,5661 0,3221 0,7202 0,1898 0,2879 0,0839 02044 0,3357 0,5718
ToC 0,0437 0,0436 0,0393 0,0773  0,0772 0,2197 0,9682 0,0443 0,0080 0,0069  0,8499 0,8902 0,8999
ARG*VITC 0,6871 0,6873 0,3286 0,3837  0,3837 0,6413 0,2700 0,4406 05226 05972 05361 0,1827 0,8954
ARG*T°C 0,0222 0,0219 0,2869 0,8161  0,8160 0,2477 0,0167 0,8684 0,8580 08614 01231 0,1827 0,6590
VITC* T°C 0,3210 0,3217 0,7655 0,7362  0,7363 0,928 0,1668 0,7702 0,7118 03632  0,2395 0,0629 0,5718
ARG*VITC* T°C 0,8983 0,8996 0,5663 0,3491  0,3491 0,8888 0,0576 0,0195 0,4403 0,0333  0,2454 0,0659 0,6734
CV (%) 7,1538 7,1562 253138 35,6302 35,6300 15538877 32,5960 32,7560 22,0879 48,80 624386 99,2454 65,8456

CV (%) = Coeficiente variagdo.VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média, média, PT= Proteina total, H/L = relacéo heterofilo/linfécito.
a, b Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na coluna, diferem entre si.
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Foi verificado correlagéo entre arginina e temperatura para hematocitos, hemoglobinas
e leucocitos. Quando expostos a termoneutralidade os niveis de arginina ndo foram
significativos para o hematocrito, leucocitos e para hemoglobina, no entanto, os frangos de
corte que estavam sob o extresse ciclico foram influenciados pelos os niveis de arginina, frangos
que receberam dieta com 160% de arginina diminuiu os valores do hematocrito em relacdo a
100% de arginina.

A % do hematocrito dos frangos que receberam a dieta com 130% de arginina em
termoneutralidade aumentou em relacdo aos frangos com 130% de arginina e estresse.

Os frangos de corte que estavam recebendo a mesma dieta de 100% de arginina
obtiveram maior valor de leucécitos sob estresse ciclico do que sob termoneutralidade. No
entanto, observa-se que quando adicionou 130% e 160% de arginina nos frangos que estava sob

estresse ciclico reduziu os valores de leucécitos em relacdo aos de 100%.

Tabela 11. Desdobramento da interacdo nivel arginina e temperatura para hematdcrito,
leucdcitos e hemoglobina aos 10 dias.

Arginina (%)

Temperatura 100 130 160
Hematdcrito
Termoneutralidade 28,50 27,08 b 26,91
Estresse Ciclico 29,83 A 28,00 Aa 27,58 B
Leucdcitos
Termoneutralidade 8333,33b 9333,33 9500,00
Estresse Ciclico 11083,33 Aa 7166,66 B 8833,33 AB
Hemoglobina
Termoneutralidade 9,50 9,02 b 8,97
Estresse Ciclico 9,33 AB 9,94 Aa 9,19B

A, B Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na linha, diferem entre si para suplementacdo com
arginina.

a, b Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna, diferem entre si para suplementagdo com
vitamina C

Tabela 12. Desdobramento da interagdo nivel arginina, vitamina C e temperatura para
heterofilos aos 10 dias de idade.

Arginina (%)
Vit C (ppm Temperatura 100 130 160

Heterofilos
0
Termoneutralidade 33,83 27,83 26,66y
200 24,66y 27,50 28,83
0 o 33,00 35,66 41,00 ax
Estresse Ciclico
200 38,33 x 31,00 24,16 b

a, b Médias seguidas de letras minasculas diferentes na coluna, diferem entre si para suplementacédo com
vitamina C

X,Y Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna, diferem entre si para temperatura.
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Houve interacdo entre arginina, vitamina C e temperatura para heterofilos aos 10 dias
de idade. Frangos de corte criados com a mesma dieta com 100% de arginina e 200 ppm de
vitamina C observou-se um aumento de 35% no nimero de heterofilos nos animais que estavam
sob estresse do que nos animais que estavam em termoneutralidade.

Frangos de corte que recebiam 160% de arginina e 200 ppm de vitamina C diminuiu o
namero de heterofilos em frangos que recebiam dieta de 0 ppm de vitamina C e 160% arginina
sob estresse térmico.

E ao comparar frangos que recebiam a dieta com 160% de arginina com Oppm de
vitamina C observa-se maior numero de heterofilos com estresse ciclico do que os frangos que

se encontram em termoneutralidade.
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Tabela 13. Valores hematoldgicos de frangos de corte alimentados com arginina digestivel e vitamina C aos 35 dias de idade.

Hematocrito Hemoglobina Hemacias VCM HCM PT Leucdcitos Heterofilos Linfocitos H/L Monocitos Eosinofilos Basofilos
(%) (9/dL) (x10%mm?) (f1) (pg) (g/dL) (ub) (%) (%) (%0) (%) (%0)
NIVEIS DE ARGININA (ARG)

100% 30,92 10,31 1,89 171,71 57,24 6,28 15208,33 37,42 46,63 0,88 3,79 3,08 4,92

130% 30,92 10,31 1,86 177,80 59,27 5,99 16500,00 38,96 46,08 0,98 5,67 4,17 5,13

160% 31,33 10,44 1,74 186,49 62,17 6,17 16791,67 40,67 45,83 0,99 5,38 3,00 6,29

NIVEIS DE VITAMINA C (VIT C)
0 30,50 10,17 1,88 172,41 57,47 6,17 16694,44 39,36 44,08 0,89 5,11 3,53 5,14
200 ppm 31,61 10,54 1,78 184,92 6164 6,12 15638,89 38,67 48,28 1,00 4,78 3,31 5,75
TEMPERATURA (T°C)
Termoneutralidade 31,17 10,39 1,92 168,09 56,03 6,322 16888,89 41,64 43,14 112a 591a 3,58 5,94
Estresse ciclico 30,94 10,31 1,74 18925 63,08 596b 1544444 36,39 4922  0,78b 397D 3,25 4,94
NIVEIS DE SIGNIFICANCIA (Pr>Fc)

ARG 0,909 0,9097 0,3965 0,5397 0,5395 0,0576 0,5515 0,6265 09769 0,7263 0,235 0,3592 0,4399
VITC 0,2211 0,2211 0,2523 0,2545  0,2545 0,5625 0,4036 0,8004 0,1746 03817  0,7287 0,7639 0,5172
T°C 0,8055 0,8053 0,0604 0,0563  0,0563 0,0004 0,2543 0,0596 0,0509 0,0096  0,0465 0,6524 0,2906
ARG*VITC 0,1573 0,1566 0,6702 0,8052  0,8052 0,5555 0,1801 0,9557 0,5783 07574  0,1292 0,34 0,2277
ARG*T°C 0,4315 0,4308 0,2001 0,1958  0,1957 0,3664 0,9621 0,9011 0,4222 06754 08762 0,4841 0,2047
VITC* T°C 0,0525 0,0527 0,5865 0,1824  0,1824 0,9077 0,8256 0,6785 0,3433 08520 0,7725 0,4998 0,4443
ARG*VITC* T°C 0,6918 0,6916 0,0379 0,0834  0,0834 0,5667 0,595 0,3167 0,9462 06457  0,8501 0,9831 0,3515
CV (%) 12,27 12,27 20,73 25,81 25,81 6,59 32,93 29,74 28,05 0,55 82,07 91,44 73,09

CV (%) = Coeficiente variacdo.VCM = volume corpuscular médio, HCM = hemoglobina corpuscular média, média, PT= Proteina total, H/L = relacéo heterofilo/linfécito
a, b Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na coluna, diferem entre si.
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Tabela 14. Desdobramento da interagdo nivel arginina, vitamina C e temperatura para
hemacias de frangos de corte aos 35 dias.

Arginina (%)
Vit C (ppm Temperatura 100 130 160

Hemécias
0 _ 2,02 x 19 1,73
200 Termoneutralidade 207 1,75 1,99 x
5 T 1,56y 1,67 1,76
200 Estresse Ciclico 1,87 AB 2,09 A 1,46 By

A, B Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na linha, diferem entre si para suplementacdo com
arginina.
X,Y Médias seguidas de letras minudsculas diferentes na coluna, diferem entre si para temperatura.

Os resultados do hemograma completo aos 35 dias de idade sdo apresentados na tabela
13 e os desdobramentos das interacGes estdo apresentados na tabela 14.

Como pode ser observado aos 35 dias a arginina e a vitamina C ndo influenciaram
significativamente (P>0,05) no hemograma completo, no entanto, a temperatura influenciou
significativamente (P>0,05) a proteina total, relacdo H/L e os mondcitos no qual, os frangos de
corte que estavam sob estresse térmico apresentaram uma diminuicdo dos valores em relagédo
aos frangos que estavam sob termoneutralidade.

Foi verificado correlacdo entre arginina, vitamina C e temperatura para hemécias. O
estresse térmico diminuiu a porcentagem de hemacias em frangos de corte que recebiam dieta
100% arginina e Oppm de vitamina C e dieta com 160%arginina e 200ppm de vitamina C em

relacdo aos animais que estavam em termoneutralidade.

4.5. Expressao genica da HSP 70 e GPx

Os resultados da andlise da expressao relativa dos genes HSP 70 e GPx se encontram
no gréfico 1A, 1B, 1C e 1D respectivamente.

Para o gene HSP 70 observou-se (Grafico 1A) para o tratamento com 100% arginina e
200ppm de vitamina C tanto para frangos em estresse ciclico ou em termoneutralidade
apresentaram regulacdo positiva no tratamento ndo apresentando diferenca significativa entre
eles. No entanto, o tratamento com 130% e 160% de arginina frangos que estavam em ambiente
de termoneutralidade observou-se regulacdo negativa, mas, para 0s que estavam sob estresse
ciclico apresentou regulacdo positiva, apresentando diferenca significativa em relacdo a
temperatura. Todos o0s tratamentos dentro do ambiente termoneutro diferiram
significativamente entre si, 0 que mesmo expressou 0 gene HSP 70 foi o tratamento 130% de

arginina e 200ppm, entretanto, quando observamos todos os tratamentos do ambiente com
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estresse ciclico os frangos que mais expressaram esse gene estava recebendo a dieta com 130%
de arginina e 200ppm.

No grafico 1 B observou-se para o tratamento com 130% de arginina e 0 ppm de
vitamina C em termoneutralidade apresentou uma regulacdo negativa, no entanto, em estresse
ciclico apresentou regulacdo positiva e apresentaram diferenca significativa entre eles. Ja o
tratamento com 160% de arginina e Oppm de vitamina C em ambas as temperaturas
apresentaram regulacdo positiva também apresentaram diferenca significativa entre eles. Ao
comparar todos os tratamentos dentro do ambiente termoneutro apresentaram diferenga
significativa e os tratamentos com estresse ciclico também apresentaram diferenca significativa
entre eles.

Para 0 gene GPx observou-se (Grafico 2A) que todos os tratamentos que estavam sob
termoneutralidade apresentaram regulacdo negativa, ja o tratamentos que estavam sob estresse
ciclico apresentaram regulacdo positiva. Dentro das dietas 100% e 200ppm de vitamina C e
160% e 200ppm de vitamina C apresentaram diferenca significativamente ao comparar a
mesma dieta com diferentes temperaturas. O tratamento 130% de arginina e 200 ppm nao
apresentou diferenca significativa entre as diferentes temperaturas. O tratamento 160% de
arginina e 200ppm de vitamina C dentro do ambiente termoneutro apresentou maior expressao
desse gene diferindo significativamente dos outro 2 tratamentos. J& no ambiente de estresse
entre si, 0 que mesmo expressou o gene HSP 70 foi o tratamento 100% de arginina e 200ppm,
entretanto, quando observamos todos os tratamentos do ambiente com estresse ciclico os
frangos que menos expressaram esse gene estava recebendo a dieta com 130% de arginina e
200ppm.

No grafico 2B observou-se para o tratamento com 130% de arginina e 0 ppm de vitamina
C em termoneutralidade apresentou uma regulacdo negativa, no entanto, em estresse ciclico
apresentou regulacdo positiva e apresentaram diferenca significativa entre eles. J& o tratamento
com 160% de arginina e Oppm de vitamina C em ambas as temperaturas apresentaram regulacao
positiva também apresentaram diferenca significativa entre eles. Ao comparar todos 0s
tratamentos dentro do ambiente termoneutro apresentaram diferenca significativa, no entanto,

os tratamentos com estresse ciclico ndo apresentaram diferenca significativa entre eles.



Gréfico 1- Expressao relativa dos genes (A) (B) HSP 70 em frangos de corte suplementados
com arginina e vitamina C
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Gréfico 2- Expressdo relativa dos genes (C) (D) GPx em frangos de corte suplementados com

arginina e vitamina C.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo vimos que aos 7 dias de idade os pintainhos apresentaram melhor

adaptacéo a alta temperatura, visto que esses animais nos primeiros dias ndo estavam ofegantes

e apresentaram melhores indices zootécnicos do que nos frangos que estavam em menor

temperatura, ja aos 21 e 35 dias idade o estresse ciclico diminuiu os indices zootécnicos. Na

fase inicial os pintainhos sdo mais suscetiveis ao frio do que ao calor essa situacdo muda
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conforme esses pintainhos vao crescendo isso ocorre porque inicialmente ha a formagdo do
tecido d6sseo e depois o desenvolvimento do tecido muscular (VIEIRA et al. 2017) que aumenta
a producao de calor metabolico pelo animal tornando-os mais suscetiveis ao calor.

O efeito negativo do estresse por calor nos parametros zootécnicos ocorre porque sob
condicBes de estresse as aves buscam manter a termorregulagcdo através de mecanismos
fisiol6gicos e comportamentais diminuindo o consumo de ragdo para diminuir a producdo de
calor metabolico e alocam seus nutrientes e energia que seriam destinados a producdo de
proteina para manter a homeostase (Bicego et al., 2017) diminuindo a disponibilidade de
nutrientes para o metabolismo e prejudicando, assim, o desempenho desses animais.

O impacto negativo do estresse ciclico por calor foi amenizado pela inclusdo da vitamina
C que pode ser observado através do aumento do ganho de peso, aumento do ganho de peso
diario e aumento do consumo de racdo. A vitamina C promove aumento dos niveis de Tz e Ta
circulantes resultando no aumento do metabolismo consequentemente melhorando o consumo
de racdo, melhorando o desempenho dos frangos mantidos sob estresse (Souza et al., 2011).

A vitamina C também esta envolvida no sistema antioxidante que € responsavel por
reparar danos oxidativos nas células causados pelo excesso de calor mantendo sua integridade
(Combs Jr., 2008). Além disso, a suplementacgdo pode ter reduzido os niveis de corticosteroides
durante o estresse, resultando em diminuicdo da degradacdo tissular, permitindo aos pintos
ganharem mais peso (Silva et al., 1993) Mahmoud et al. (2004) encontraram reducao dos niveis
de corticosterdides e de HSP70 em frangos de corte expostos a estresse ciclico por calor (21-30
°C) quando suplementados com Vitamina C (500 mg/kg) na racao.

Aos 35 dias de idade a arginina ndo afetou o desempenho pode ser explicado que em
altas temperaturas apresentam menor atividade arginase renal, desaceleraram o metabolismo de
arginina afetando negativamente as vias de sintese de creatina (Chamruspollert et al. 2004)
sendo que, a creatina desempenha um importante papel no metabolismo energético das aves,
principalmente nos tecidos nervosos e musculares (Wu, 2013).

No presente trabalho, a inclusdo da arginina, da vitamina C e do estresse por calor ndo
alteraram o peso relativo dos érgdos do sistema imune. No entanto, o estresse por calor causou
reducdo de 11% no percentual da &rea do cdrtex da bursa, regido em que ocorre a diferenciagcdo
e maturacdo dos linfécitos B, as principais células de defesa do sistema humoral. Entretanto,
adicdo de 160% de arginina ou de 200ppm de vitamina C aumentou em 18,41% e 20,30% a
area percentual do cortex da bursa de Fabricius em frangos de corte sob estresse ciclico pelo
calor. A corticosterona pode ocasionar involucéo do tecido linfoide e a supressao da imunidade

humoral e celular (Rosales et al., 1989) a ndo alteracdo do peso dos 6rgdos pode indicar que a
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corticosterona que € liberada pelo desafio de estresse pode néo ter sido suficiente para provocar
uma involucdo dos tecidos linfoides mas, diminuiu a percentagem da area do cortex da bursa
que pode estar relacionado com a responsividade do sistema imune das aves sendo que menor
porcentagem de area pode ter relacdo com reducdo na producdo e/ou amadurecimentos das
células do sistema imunoldgico. Entretanto, a maior area percentual do cortex da Bursa com a
suplementacdo da vitamina C pode estar relacionada a suas propriedades antioxidantes e por
reduzir as concentracdes plasmaticas de cortiscosterona pode melhorar a resposta imune das
aves (Souza et al., 2011). A arginina é precursora do glutamato que por sua vez € precursor da
glutamina que é o principal combustivel metabolico para enterdcitos, linfdcitos, macrofagos e
fibroblastos (Andrews & Griffiths, 2002).

O sistema sanguineo € particularmente sensivel as mudancas de temperatura e se
constitui em um importante indicador das respostas fisioldgicas da ave a agentes estressores
(Borges et al., 2003) podem-se observar alteragdes nos niveis bioquimicos e ou até mesmo no
simples hemograma. A inclusédo vitamina C e do estresse por calor ndo alteraram as
concentragdes sanguineas de glicose, colesterol e creatina. A arginina alterou somente a
concentracdo de colesterol, o que pode ter o ocorrido devido a reducdo da expressdo da enzima
3-hidroxil-3-metilglutaril-CoA (HMGR), que € a enzima responsavel pela sintese do colesterol
(Fouad et al., 2013).

Aos 10 dias de idade teve um aumento da relacdo heterofilo/linfocito e diminuicdo da
concentracdo de mondcitos nos frangos com 35 dias sendo, indicativos de estresse. Essas
alteracdes podem ser causadas pelos horménios glicocorticoides que regulam varios processos
bioldgicos e podem inibir o trafego de células T, B, NK, eosindfilos, basofilos, macrofagos e
mondcitos (Sapolsky et al., 2000) diminuindo a concentragdo dessas células no sangue.
Entretanto, um dos principais indicadores de estresse pelo hemograma € o aumento razao
heterdfilos: linfocitos, devido ao nimero reduzido de linfdcitos circulantes e maior nimero de
heterofilos, é indicativo mais seguro de estresse ambiental (Mcfarlane et al., 1989) nesse
método é o pardmetro mais confiavel para a medicao do estresse em aves domesticas porque é
menos variavel do que o numero total de células (Gross & Siegel, 1983).

A expressdo de HSP 70 foi consistentemente maior nos frangos que estava sob estresse
ciclico por calor. 1sso ocorre porque a HSP 70 é uma proteina de choque térmico que tem como
objetivo proteger o organismo contra lesdes celulares desempenhando um papel profundo na
modificacdo da resposta fisiologica ao estresse e na aquisicdo da toleréncia ao estresse. Os
tratamentos que continham 130% ou 160% sob estresse tiveram uma expressao maior desse

gene do que os tratamentos com 100% de arginina, uma explicacdo para isso é que a arginina é
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precursora de compostos entre eles a glutamina pela via da prolina (Wu, 2013) e de acordo com
Zulkifli et al. (2016) o fornecimento de glutamina + &cido glutamico aumentou, em frangos de
corte, tolerancia ao calor conforme medido pela expressdo da proteina de choque térmico
(HSP). Sugere-se que o mecanismo pelo qual a suplementacéo de glutamina + acido glutamico
aumentou a expressdo de HSP 70 se deva ao metabolismo da glutamina na via biossintética da
hexosamina. Esse efeito parece ser mediado via O-glicosilacéo, translocacgdo nuclear e ativacéo
transcricional de Sp1l e HSF-1 (Hamiel et al., 2009).

Entretanto, verificamos que tratamentos em termoneutralidade obtiveram reducdo da
expressdo do HSP 70 quando suplementados com vitamina C que tem efeito contrario ao da
arginina. Mahmoud et al., (2004) sugerem que os radicais livres de oxigénio contribuem para a
inducdo de HSP, portanto, a vitamina C conhecida por sua atividade antioxidade diminuindo
producdo de radicais livres, cujo acumulo tem sido sugerida como inicio para a indugdo da
ativacdo do gene HSP levando a concluséo que o status antioxidante melhorado pode atenuar
bastante a expressdo do gene HSP 70 em frangos alimentadas com vitamina C.

A expressdo da glutationa peroxidade (GPx) foi maior nos frangos que estavam sob
estresse ciclico e o tratamento que mais expressou foi o dos frangos que receberam dieta com
160% de arginina e 200ppm. Neste estudo, a suplementac&o com arginina e vitamina C na dieta
aumentou significativamente a atividade de GPx no figado, o que é importante para frango corte
pois, 0 GPx catalisa a reducdo do perdxido de hidrogénio diminuindo os danos causados pelo

peroxido de hidrogénio causado pelo estresse oxidativo (Mahmoud et al., 2004).

6. CONCLUSAO

Frangos de corte quando recebem vitamina C sofrem uma resposta ao estresse menos
severa ap0Os exposicdo a altas temperaturas, com menor perda dos indices zootécnicos. A
suplementacdo de arginina e vitamina C aumenta a expressao génica do HSP70 dando maior
resisténcia as aves durante periodos de calor e aumenta a expressdo de GPx, indicando aumento

na atividade antioxidante dos frangos de corte.
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1. Implicagdes
O intuito desse estudo foi, melhorar o sistema imunoldgico das aves e a sua resisténcia

ao calor através da suplementacdo dos frangos de corte com arginina, que isoladamente
apresenta efeito sobre a resposta imune celular e através da suplementacdo da vitamina C que
¢ Otimo antioxidante. Existem muitos estudos sobre eles separadamente, no entanto, séo raros
0s estudos com ambos e por isso pouco se sabe sobre o0 sinergismo entre eles. Este trabalho é
um dos poucos estudos sobre o sinergismo desses dois nutrientes importantes pra sadde animal
e pode ser o primeiro a avaliar seus efeitos com duas temperaturas diferentes: termoneutralidade
e estresse ciclico por calor. Portanto, os resultados desse estudo ajuda no melhor entendimento
da associacdo da arginina e vitamina C na melhoria da satde de frangos de corte sob um dos
principais fatores que influenciam negativamente a producdo de frangos de corte que o estresse
por calor causando grandes perdas econdmicas.

Nesse estudo podemos observar que quando os frangos de corte recebem vitamina C
sofrem uma resposta ao estresse menos severa apds exposicao a altas temperaturas, com menor
perda dos indices zootécnicos. A suplementacdo de arginina e vitamina C aumenta a expressao
génica do HSP70 protegendo mais o organismo contra lesdes celulares, assim, dando maior
resisténcia as aves durante periodos de calor, e aumenta a expressdo de GPx, indicando aumento
na atividade antioxidante dos frangos de corte.

Esse estudo se torna importante para ajudar a amenizar os efeitos negativos do estresse
pelo calor nos frangos de corte e consequentemente, diminuir perdas econdmicas no campo.

Visto que, a arginina e a vitamina C sdo precursores do colageno futuros estudos
poderiam avaliar o efeito da suplementacdo da arginina e da vitamina C sob diferentes
temperaturas na qualidade final da carne de frango.



