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ALVES DA SILVA, E. F. Transportadores intestinais em codornas japonesas
(Coturnix japonica) em diferentes fases. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia).
Programa de P06s-Graduacdo em Zootecnia. UFPB. Areia-PB. Orientadora: Prof. Dr?
Patricia Emilia Naves Givisiez.

Resumo: O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a expressdo génica do
co-transportador de sodio e glicose do tipo 1 (SGLT1) e dos transportadores de glicose do
tipo 2 e 5 (GLUT2 e 5) em codornas japonesas em diferentes fases. Foram utilizadas 80
codornas japonesas de um dia de vida, fémeas, criadas em condi¢des semelhantes a de
criacdo para a producdo, com alimentacdo e agua ad libitum. O delineamento foi o
interiamente casualisado, e os tratamentos foram as diferentes idades (1, 14, 21, 42 e 49
dias de vida), compostos por 3 repeticdes cada. Nos respectivos dias de vidas, foram
escolhidos aleatoriamente trés aves e eutanasiadas, em seguida realizou-se a colheita de
amostras de duodeno e jejuno para avaliacdo da expressao de génica dos transportadores
intestinais, usando a técnica de RT- PCR. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as medias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Entre 1 e 21
dias de idade, a expressao relativa de SGLT1 reduziu aos 14 dias em ambos 0s segmentos
intestinais e voltou a aumentar apenas no jejuno aos 21 dias, a expressdao de GLUT2
aumentou em relacdo a idade em ambos 0s segmentos intestinais e a expressao do GLUT5
também aumentou em relacdo a idade, entretanto apenas no jejuno. O aumento na
expressdo desses transportadores em relacdo a idade pode ser um mecanismo
compensatdrio com a finalidade de aumentar a absorcdo dos seus substratos. Os maiores
valores de expressdo relativa do SGLT1 foram observados aos 49 dias no duodeno, ja o
GLUTS5 os maiores valores de expressdo foram observados aos 42 dias do duodeno e aos
49 dias no jejuno, esses maiores valores podem ser atribuidos ao inicio da fase de postura,
como forma de garantir a méxima absorcdo dos nutrientes. Diante disso, conclui-se a
expressao génica relativa dos transportadores intestinais de hexoses SGLT1, GLUT2, e
GLUTS5 foram alteradas em funcéo das diferentes fases de criacdo em codornas japonesas.

Palavras chave: coturnicultura, gPCR e transportadores de hexoses.
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ALVES DA SILVA, E. F. Intestinal transporters and Japanese quail (Coturnix
japonica) in different phases. Dissertation (Master in Animal Science). Graduate
Program in Animal Science. UFPB. Paraiba-PB. Advisor: Prof. Dra. Patricia Emilia
Naves Givisiez.

Abstract: The experiment was carried out with the objective of evaluating the gene
expression of the sodium and glucose co-transporter type 1 (SGLT1) and glucose
transporters type 2 and 5 (GLUT2 and 5) in Japanese quails in different phases. Eighty-
eight Japanese one-day-old female categories, reared in conditions similar to the creation
of a production, with feed and water ad libitum, were used. The design was the casual
encounter, were used as different ages (1, 14, 21, 42 and 49 days of life), composed of 3
replicates each. The baseline data of the experimental harvest were as follows: the
samples collected and euthanized, then duodenum and jejunum samples were collected
for the evaluation of the gene expression of intestinal transporters using a RT-PCR
technique. Data were submitted to analysis of variance and as a means of comparison by
the Tukey test at 5% probability. Between 1 and 21 days of age, an expression related to
SGLT1 reduced at 14 days in both intestines and increased again only at 21 days, with
GLUT2 expression in relation to age in both intestinal segments and expression of GLUT5
also increased in relation to an age, just not being jejunum. The increase in transport
capacity over one can be a compensatory mechanism with the purpose of increasing the
load of its substrates. The highest values of relative expression of SGLT1 were observed
at 42 days of duodenum, whereas GLUTS5 the highest expression values were observed at
42 days of duodenum and at 49 days in jejunum, these higher values can be recognized
at the beginning of the posture phase As a way to ensure maximum absorption of
nutrients. Therefore, we conclude that the relative gene expression of the intestinal
transporters of SGLT1, GLUT2 and GLUTS5 hexoses has been altered in several breeding
phases in Japanese quails.

key words: coturniculture, gPCR and hexoses transporter.
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1. Introducdo

O intestino delgado ¢ a por¢do mais longa do trato gastrointestinal, responsavel
principalmente pelos processos de digestdo e absorgdo. Nas aves, a digestdo de
carboidrato tem inicio no intestino delgado, mais precisamente no duodeno, pela agdo das
enzimas advindas do pancreas, e em seguida pela acdo das enzimas presentes nas
membranas dos enterdcitos. Os produtos da digestdo sdo em sua maioria glicose,

entretanto, também hé a formacéo de frutose.

Apesar de estarem bem esclarecidos em muitas espécies animais, 0S processos
absortivos inerentes ao intestino delgado ainda ndo estdo completamente elucidados em
todas as espécies de aves domésticas. A absorcao dos produtos da digestdo no intestino
delgado pode ser realizada através de dois processos: absorcdo paracelular ou absor¢édo
transcelular (KARASOV, 2017). Devido as caracteristicas moleculares que muitos
produtos da digestdo possuem e pelas préprias particularidades das membranas do
enterdcito (CHEN et al., 2015), faz-se necessario o auxilio de proteinas transportadoras

especificas para mediar o transporte desses produtos durante a absorcao transcelular.

No caso dos produtos da digestdo de carboidratos da dieta sdo absorvidos pelo
co- transportador de sodio e glicose do tipo 1 (SGLT1), presente na membrana apical dos
enterdcitos (RASHID et al., 2016), sendo esse transportador capaz de transportar tanto a
glicose como a galactose e pelos transportadores de glicose (GLUTS), sendo o GLUT3
especifico para frutose, também presente na membrana apical; e 0 GLUT2 presente na
membrana basolateral, capaz de transportar tanto frutose como glicose e galactose
(BYERS et al., 2017).

Estudos em muitas espécies de aves, mostram que os padrdes de expressao dos
transportadores de nutrientes se alteram durante o desenvolvimento do animal. Estudos
conduzidos por Gilbert et al. (2007) e Li et al. (2008) em frangos de corte; Dong et al.
(2012) em pombos domésticos e Weintraut et al. (2015), em perus mostram que essas
aves apresentam baixos niveis de expressao dos transportadores de nutrientes a eclosao.
A menor expressdo génica é explicada pelo menor nimero de enterocitos e baixa
funcionalidade e maturagdo dos mesmos (CHEN et al., 2018), menor altura de vilosidade
(menor area de absorcao) e falta do estimulo quimico proporcionado pelo contato com

alimento (LI et al., 2008). Entretanto, com o aumento da idade, os niveis de expressao de
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muitos transportadores aumentam linearmente, isSo seria necessario para assegurar a

maxima absorcéo dos nutrientes e assegurar a vida das aves.

Em codornas japonesas isso ndo € diferente, nos estudos de Andrade et al. (2018)
avaliando a expressdo génica de transportadores intestinais (SGLT1 E GLUT2) em
codornas japonesas em relacdo a idade, foi possivel observar um aumento na expressao
de ambos os transportadores no jejuno até os 14 dias de vida e em seguida se reduziu,
sugerindo assim que a capacidade de absorver nutrientes por esses transportadores
aumenta até os 14 dias de vida.

A absorcdo eficiente dos nutrientes é importante para otimizar o crescimento e
desenvolvimento do pintinho durante o periodo embrionario e p6s-nascimento (ZHANG
e WONG, 2017). A compreensao sobre as mudancgas na expressao de transportadores
intestinais de nutrientes durante a desenvolvimento da ave pode melhorar a compreensao
sobre a melhor forma de utilizar os nutrientes da dieta (WEINTRAUT et al., 2015), como
também sobre as formulagdes das dietas, estando esses fatores diretamente relacionados

com o desempenho produtivo da ave.

Entretanto, ainda ndo se tem o total conhecimento sobre a ontogenia dos
transportadores intestinais em codornas japonesas, ou seja, como sdo seus padrbes de
expressao em relacdo a fases desses animais. Diante disso, objetivou avaliar a expressao
génica dos transportadores de hexoses (SGLT1, GLUT2 e GLUT5) em codornas japonesas

em diferentes fases.

13



2. Revisao de literatura:
2.1 Desenvolvimento da mucosa intestinal:

O intestino delgado € a por¢do mais longa do trato gastrointestinal, sendo
responsavel pela digestdo e absorcéo dos nutrientes (BOLELI et al., 2002), sendo divido
anatomicamente em trés regides distintas: duodeno, jejuno e ileo (MACARI, 2003;
SCANESA e PIERZCHALA-KOZIECB, 2014; DENBOW, 2015). O sistema digestorio
das aves, ao nascer, encontra-se anatomicamente completo, porém suas capacidades
funcionais se encontram imaturas (MAIORKA et al., 2002). No entanto, com o avancar
da idade, o trato gastrintestinal sofre um processo de maturacao, envolvendo adaptacoes
morfofisioldgicas que o tornam aptos para desempenhar com maior capacidade 0s

processos de digestdo e absorcao dos nutrientes da dieta.

Durante as duas primeiras semanas de vida, apds a eclosdo, o intestino das aves
sobre alteraces, incluindo o crescimento das vilosidades intestinais, aumento da taxa de
proliferacdo dos enterdcitos e da atividade das enzimas digestiveis e do nimero de
transportadores intestinais (GILBERT et al., 2010). Essas alteragdes ocorrem
principalmente em resposta a presenca do alimento no intestino, sendo importantes para
assegurar a digestdo e absorcdo adequadas dos nutrientes na dieta (UNI et al., 1995 e
BOLELI et al., 2002). Esse processo € comum as aves objetivando aumentar o
aproveitamento dos nutrientes da dieta, rica em carboidratos, lipideos e proteinas
(MAIORKA et al., 2002; LI et al., 2008).

O processo de desenvolvimento da mucosa intestinal decorre primariamente
através de dois processos citologicos associados: renovacdo celular (proliferacdo e
diferenciacéo celular) e perda de células (extrusdo celular), sendo o equilibrio entre esses

dois processos chamados de turnover intestinal (MAIORKA et al., 2002).

Entre as células presentes no intestino delgado, os enterdcitos sdo o0s
responsaveis pela digestdo final dos nutrientes, bem como pela absorc¢do (transporte
transcelular) destes produtos (ANDRADE et al., 2018). Entretanto para que estas fungdes
sejam efetivas, essas células precisam se tornarem maduras funcionalmente para que
possam exercer sua funcionalidade adequadamente (FERNANDEZ-ALARCON et al.,
2016). Essa maturacao ocorre durante a migracdo dessas células da cripta até apice das

vilosidades e € dependente da sintese de proteinas estruturais. (MACARI, 2003).
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Contudo, na primeira semana de vida pos-ecloséo o intestino delgado das aves
se desenvolve mais intensamente, sendo observadas alteracfes morfoldgicas das
vilosidades intestinais nos trés segmentos intestinais visando expandir a area de superficie
absortiva pelo aumento do nimero de células presente nas vilosidades (MAIORKA et al.,
2002; UNI et al., 2003). Estas alteragdes morfologicas foram observadas por Uni et al.
(1995), os quais contabilizaram aumentos de 25 a 100% entre 4 e 10 dias p6s-eclosdo na
altura e perimetros das vilosidades intestinais de aves pesadas e leves em todos 0s
segmentos intestinais. Crescimento similar a este também foram observados em frangos
de corte por UNI et al. (1998), com aumento progressivo do nimero de enterdcitos em
relagdo a idade das aves. O aumento do tamanho das vilosidades pode ser atribuido ao
aumento no nimero e do tamanho das células que a comp&em, quando maior 0 numero
de células, maior o tamanho das vilosidades (MACARI, 2003).

As criptas comegam a se formar no primeiro dia pos-eclosdo, tornando-se mais
visiveis no segundo e terceiro dia, apresentando funcao direta no aumento do nimero de
células nas vilosidades (UNI et al., 2003). Isso porque é nessa regido onde ocorrem 0s
processos de proliferacéo, diferenciacdo e maturacdo celular, (BOLELI et al., 2002) a
medida que as células presentes nessa regido sofrem mitoses, as células resultantes
migram até o &pice das vilosidades, sendo posteriormente expulsos para o lumen
intestinal (UNI et al., 2001). Estudos demonstram aumento na profundidade das criptas
no duodeno e no jejuno em relagéo a idade, em galinha leves e pesada e em frangos de
corte (UNI et al., 1995; 1998).

Essas alteracBes sdo atribuidas ao acesso a alimentacdo, fator marcante para
esses aumentos, o aumento do contato com o alimento, causa um efeito sobre as criptas,
levando ao aumento na geracdo de células, que irdo atingem a maturidade enquanto
sobem para o apice das vilosidades. Segundo UNI et al. (1995), MAIORKA et al. (2002)
e GILBERT et al. (2010) o acesso ao alimento pode ser considerado como fator primario
para o desenvolvimento da mucosa intestinal, principalmente 0 aumentar da altura das
vilosidades, entretanto a privacdo alimento impediu o crescimento das vilosidades e reduz

o0 tempo de renovacao das células epiteliais.

Essas alteracdes na morfologia intestinal também sdo observadas em codornas
japonesas; nos achados de Andrade et al. (2018), avaliando a ontogenia sobre morfologia

intestinal de codornas japonesas, foi constatado um aumento na altura da vilosidade
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intestinais em relacdo a idade, sendo observado as maiores alturas aos 42 dias de vida no
duodeno e aos 49 dias de vida no jejuno e ileo, sequindo de uma reducdo dos valores. Ja
as criptas se encontram pequenos e rudimentares, aumentando rapidamente o nimero
apos a eclosdo. Os maiores valores foram observados aos 35 dias no duodeno e jejuno,
entretanto no ileo os maiores valores foram observados aos 49 dias. Essas alteracdes
ocorreram possivelmente em resposta a entrada na postura, como um mecanismo para

aumentar a area absortiva e maxima a absor¢do de nutrientes da dieta.

Além dessas modificacdes, as enzimas digestivas também tém sua atividade
alteradas em relacdo a idade e podem alterar a morfologia intestinal. Durante todos os
estagios de desenvolvimentos das aves é possivel observar alteraces nas atividades de
enzimas digestivas intestinais (GILBERT et al., 2007). Estudos de UNI et al. (1995)
foram possiveis observar aumento de algumas secrecBes das enzimas pancreéticas
(dissacarideos) em relacdo a idade (4 e 21 dias), possivelmente esse aconteca em resposta
ao aumento dos nutrientes no intestino delgado, se fazendo necessario maior atividade
das enzimas digestiveis para digerir esses nutrientes. Esse aumento da digestdo,
proporciona mais substrato passivel de ser absorvido, e isso também causa um estimulo
para o desenvolvimento da mucosa intestinal, como tentativa de aumentar a area

absortiva.

Essas alteracGes na mucosa intestinal podem ser um mecanismo adaptativo a
dieta fornecida aos animais ap0s a eclosdo, rica em carboidrato e proteina. As alteracdes
morfolodgicas estdo diretamente relacionadas com o melhor aproveitamento da dieta, tento
efeito direto sobre o desempenho do animal.

2.2 Digestdo e absorgdo de carboidratos

Os produtos da digestdo dos carboidratos da dieta sdo os principais produtos
absorvido pelo intestino delgado das aves, sendo usados para a producdo de energia,
sintese de glicogénio no figado e musculo, sintese de &cidos graxos e de aminoacidos nao
essenciais (VIERA et al., 2002). Porém, para serem usados na sintese desses compostos,
0s carboidratos presentes na dieta necessitam passar pelo processo de digestdo e os
produtos resultantes devem ser captados e transportados pelas membranas do intestino

delgado através de processos de absorcao.
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Digestdo € o processo de hidrolise ou quebra fisica e quimica das particulas da
dieta, até a liberacdo de monémeros capazes de serem absorvidos no intestino delgado
por meio dos enterdcitos. O processo digestivo se inicia na cavidade oral e finaliza-se no
intestino delgado. Neste processo ocorre através da acdo de enzimas especificas presentes
no trato gastrointestinal e nas suas glandulas acessoérias (glandulas salivares, pancreas e
figado), assim como a partir de processos mecanicos, tais como preensao, degluticéo,
trituragdo e maceragao dos alimentos (ARGENSIO, 2006).

Esse processo pode ser divido em dois estagios, chamados de digestao luminal e
digestdo membranosa (ARGENSIO, 2006 e HERDT, 2008). A digestdo luminal acontece
no lumen intestinal, pela acdo das enzimas intestinais presentes nas glandulas acessorias
e as produzidas pelo proprio trato gastrointestinal, que atuam no limen intestinal. Ja
digestdo membranosa acontece na parede do intestino delgado, mais precisamente nas
membranas dos enterdcitos (GILBERT et al., 2007), pela acdo de enzimas especificas

guimicamente ligados a membrana (HERDT, 2008).

Em praticamente todas as espécies animais, o processo digestivo se inicia na
cavidade bucal por meio da enzima alfa-amilase salivar, (VILAR DA SILVA et al.,
2014); entretanto, em aves, ndo ocorre producdo da alfa-amilase salivar. A completa
auséncia de dentes e da alfa- amilase salivar faz com que o bico das aves tenha como
funcdo exclusiva a preensao e degluticdo do alimento (VIEIRA et al., 2002). Apesar disso,
alguns autores acreditam que as aves apresentem a alfa-amilase, entretanto em
quantidades ndo substanciais, supondo até a possibilidade da atuacdo dessa enzima no
esofago das aves, causando uma pequena digestao.

A digestdo mais efetiva do amido nesses animais se inicia no intestino delgado,
mais precisamente no duodeno pela a¢do das enzimas exdcrinas advindas do pancreas (LI
et al., 2008). O pancreas secreta alfa-amilase pancreatica que atuam sobre o amido no
limen intestinal, hidrolisando as ligacdes alfa-1,4, da amilose gerando como produto a
maltose e maltotriose, essa enzima também atua sobre a amilopectina levando a formacao
da dextrina-limite. (ARGENSIO, 2006 e VILAR DA SILVA et al., 2014).

Entretanto esses compostos ainda ndo sdo capazes de serem absorvidos, devido
ao grande tamanho dessas moléculas, sendo necessario a a¢do das enzimas secretadas
pelo epitélio intestinal para producdo de produtos passiveis de serem absorvidos, sendo

essa fase chamada de digestdo membranosa (ARGENSIO, 2006). As enzimas secretadas
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nessa fase sdo: a maltase (que hidrolisa a maltose e a maltotriose a glicose) e a isomaltase
(que hidrolisa a dextrina-limite em glicose e maltose) (VIEIRA et al., 2002). Apos a agdo
conjunta das enzimas advindas do pancreas e da parede intestinal, o amido é digerido até

seu mondmero, a glicose, que € o produto final passivel de ser absorvido.

Além da glicose, o processo digestivo dos carboidratos da dieta também pode
leva a formacdo de sacarose durante a fase luminal (VIEIRA et al., 2002), sendo essa
hidrolisada pela enzima sacarase, secretada pela parede intestinal, que rompem ligacao
do tipo beta-1,2 da sacarose, liberando, assim, frutose e glicose.

O processo de absorcdo € o movimento dos produtos da digestdo pelas
membranas intestinais, e em seguida para dentro do sistema vacular, no caso das aves, 0
jejuno ¢ a porcéo intestinal onde ocorrer a maior parte dos processos absortivos (VIEIRA
et al.,, 2002). Esse processo pode acontecer por dois tipos de mecanismos: difusdo
paracelular e transporte transcelular (KORASOV, 2017). Na difusdo paracelular os
substratos sdo passivamente absorvidos através de espacos intercelulares (GARCIA-
AMADO et al.,, 2005) ou juncdes de oclusdo, sendo um processo onde nao ha
requerimento energético (GOFF et al., 2006). Essas juncdes proporcionam resisténcia a
passagem de alguns ions, resisténcia essa pode ser superada se as forcas eletroquimicas
que impulsionam os ions forem suficientemente grandes. Esse processo é conhecido
como arrastamento de solutos e é dependente principalmente de gradientes de

concentracdo e do tamanho das moléculas (FERRARIS, 2001).

Ja no transporte transcelular, moléculas ou macromoléculas produzidas no final
do processo digestivo e presentes no limen adentram os enterdcitos através da membrana
apical e depois atravessam a membrana basolateral em dire¢céo ao sangue (BOLELI et al.,
2002; RASHID et al., 2016). Esse tipo de transporte depende da presenca de
transportadores intestinais. Essas proteinas sdo necessarias para que ocorra o transporte
transmembrana dos produtos da digestdo que ndo sdo capazes de se difundir pela
membrana do enterécitos (bicamada lipidica), tais como glicose, frutose, galactose,

peptideos, aminoacidos e ions.
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2.3 Transportadores de hexoses:

Como consequéncia da degradacdo dos polissacarideos da dieta sdo produzidos
glicose, frutose e galactose (GILBERT et al., 2007; BEIYR et al., 2017 e KAMINSKI
AND WONG, 2018). O transporte destes produtos pela membrana apical e basolateral
dos enterocitos &€ mediado por proteinas transportadoras de monossacarideos
(FERRARIS, 2001 e SUN et al., 2015), devido ao maior peso molecular e por serem
hidrofilicos, o que os impede de se difundir-se através dos poros da membrana (JESSE et
al., 2006). Esse transporte € mediado por duas familias de proteinas: a familia de
transportadores de glicose (GLUT), codificados pelo gene SLC2, onde o transporte é
realizado por difusdo facilitada, e a familia de co-transportador de glicose dependente de
sodio (SGLT), codificado pelo gene SLC5, quando o transporte é dependente do gradiente
de concentragdo do sédio (BRAUN e SWEAZEA, 2008).

Em humanos ja& foram identificados 14 tipos diferentes das proteinas
transportadoras de glicose (GLUT), podendo as mesmas serem categorizadas em 3
classes, (classe | -GLUTs 1 a4 e 14; classe Il - GLUTs 5,7,9 e 11; e classe 11l - GLUTSs
6, 8, 10, 12, 13 ou HMIT). A maioria desses genes foram identificadas como resultado
do sequenciamento do genoma humano (HUSSAR et al., 2014; MUECKLER e
THORENS, 2013). No entanto, ndo ha indicios sobre a presenca de todas estes
transportadores em aves. Estudos comprovaram apenas a presenca de GLUTs 1, 2, 3, 5,
8,9, 12 e 13 em aves, atualmente ndo ha comprovacao da existéncia em aves dos GLUTS
4 e 7, sugerindo-se assim a perda de genes codificadores destes transportadores durante
0 processo evolutivo das aves (BYERS et al., 2017).

Acredita-se que todos os membros da familia GLUT tenham se originado de um
ancestral comum. Durante a evolugdo, os membros duplicados teriam adquirido
especialidade de modo que eles desenvolvessem especificidade de substrato, ou
pudessem ser regulados de alguma forma que fosse vantajosa para a espécie (BYERS et
al., 2017). Nesse tipo de transporte, a glicose € movimentada através das membranas
celulares com o auxilio de uma proteina carreadora (GOLF et al., 2007), de uma area de
maior concentracdo para uma de menor, sem haver a necessidade de gasto energético.

A familia SGLT é formada também por cerca de 14 proteinas diferentes (CHEN
et al., 2018), sendo capazes de transportam a molécula de glicose ou galactose contra seu
gradiente de concentracdo. Essas proteinas possuem dois locais de fixagdo, um para o

sodio e outro para a glicose. Junto a isso, a concentragcdo dos ions de sodio no meio
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intracelular € menor do que a do meio extracelular, 0 que proporciona energia para 0
transporte (concentracdo mantida pela bomba de sdédio e potassio Na/K ATPase, com
gasto de energia) (WOOD e TRAYHURN, 2003). Sdo consideradas como proteinas
simporte, pois efetuam o transporte de duas ou mais moléculas no mesmo sentido e ao
mesmo tempo atraves das membranas (GOLF et al., 2007).

Em especial no intestino dos animais ja foram identificados os GLUT1, GLUT2,
GLUTS5, GLUT7, GLUT8, GLUTY9, GLUT12 (CHEN et al., 2018, BYERS et al., 2017) e
SGLT1, SGLT 3 (GILBERT et al., 2007), SGLT5 (EBRAHIMI et al., 2015) e SGLT6 (LI
et al., 2008). Entretanto, ainda ndo se compreende muito bem o0s mecanismos de
transporte realizados por todas essas proteinas transportadoras. No caso das aves
domeésticas, atualmente os estudos se concentram em avaliar a expressdo relativa de
GLUT1, GLUT2, GLUT5 e SGLT1 no intestino, pois sdo mais bem caracterizados, em
relacdo aos seus substratos e mecanismos regulatorios.

De modo geral, a absor¢édo ou transporte de glicose, galactose e frutose pode ser
dividida em duas etapas: a primeira é mediada pelas proteinas SGLT1 e GLUT5 na
membrana apical dos enterdcitos, que captam os monossacarideos e 0s transportam para
o citoplasma (HUSSAR et al., 2014). Com o aumento da concentracdo extracelular dessas
moléculas, o GLUTZ2, localizado na superficie basolateral dos enterdcitos, facilita a
liberacdo dessas moléculas no sistema circulatério (RODER et al., 2014).

A proteina SGLT1 esta localizada na membrana apical do enterdcito, e transporta
glicose e galactose, juntamente com Na+, do limen intestinal para o citosol (CHEN et al.,
2018). Esse transportador tem alta afinidade, mas baixa capacidade (ROTMISTROVA,
2015). O transporte ocorre quando se acoplam, ao mesmo tempo, uma molécula de
glicose e duas de sddio nos sitios do transportador, levando a uma mudanca de
conformacdo desse transportador, resultado na abertura do poro de membrana para o
interior da célula e liberacdo das moléculas de sédio, a favor do seu gradiente de
concentracdo. Em seguida, esse transportador perde sua afinidade pela glicose, que é
liberada dentro da célula contra seu gradiente de concentracdo. A liberacdo da molécula
de glicose estimula o transportador a retornar a sua conformacao inicial, possibilitando a
ligagdo de novas moléculas de sodio e glicose para que o processo seja repetido (BOLELI
et al., 2002). O gradiente de concentracdo do sddio, necessario para esse transporte, €
mantido pela bomba de sodio e potassio, com gasto de energia (BRAUN & SWEAZEA,
2008); por isso, esse transporte é ativo secundario (DENBOW, 2015).
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Segundo Gilbert et al. (2007), 0 SGLT1 € o principal transportador de glicose no
intestino delgado, com expresséo relativa de RNAm de 6 a 29 vezes mais do que 0s outros
transportadores de hexoses. Animais sem a proteina SGLT1 ndo sobrevivem se receberem
dietas contendo glicose, indicando seu papel fundamental na absorcdo de glicose
(RODER et al., 2014). A expressdo relativa do RNAm desse transportador ja pode ser
identificada durante o desenvolvimento embrionario em frangos e em perus (de

OLIVEIRA et al., 2009), como também em muitos outros animais.

A atividade dessa proteina é claramente modulada pela glicose, dependendo das
concentracdes intestinais de glicose luminal e das concentracdes dietéticas do Na+,
(FERRARI, 2001). Animais alimentados com dietas contendo baixos niveis de sédio

podem ter absorcao de glicose reduzida.

O GLUTS5 esta presente na membrana apical dos enterdcitos e é responsavel pelo
transporte exclusivo da frutose (SCANESA e PIERZCHALA-KOZIECB, 2014) do
lGmen intestinal para o meio extracelular dos enterdcitos (HUSSAR et al., 2016). E um
transportador de alta afinidade (SWEAZEA et al., 2006), principalmente expresso na
porcdo do jejuno e na parte terminal do ileo. A expressdo relativa de seu RNAm ¢é
constantemente afetada pelo nivel de frutose na dieta (FERRARIS, 2001). A presenca de
um transportador especifico para a frutose se deve ao fato de apesar de ser uma hexose,

ser uma cetona e ter propriedades ligeiramente diferentes (BOLELI et al., 2002).

Em muitas espécies de animais, a expressdao do GLUTS5 foi descrita nos rins,
gordura, musculo esquelético, cérebro e esperma, entretanto, € ainda questionavel devido
ao baixo nivel de frutose nesses tecidos. Uma hipOtese para a existéncia desse
transportador nos tecidos citados seria sua possivel capacidade em transportador outros
substratos, ndo apenas a frutose (MUECKLER e THORENS, 2013).

A maioria dos estudos avaliando padrOes de expressdo de transportadores
intestinais de monossacarideos em aves de producdo ndo avaliaram esse transportador,
devido a baixa quantidade de frutose na dieta de aves. Entretanto, Gilbert et al. (2007)
relataram aumento da quantidade de RNAm para GLUT5 com a decorrer da idade em
frangos de corte. O proprio desenvolvimento intestinal durante as primeiras semanas de
vida justifica esse aumento devido as alteracdes morfoldgicas e ao aumento no nimero

de células (referenciar).
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SHIMIZU et al. (2018) avaliaram a expressdo dos transportadores de hexoses
(SGLT1, GLUT2 e GLUT5) em frangos de corte submetidos a alimentacdo ad libitum e
jejum, observando reducdo na expresséo de todos transportadores quando submetidos a
jejum, entretanto, foi observado uma reducdo maior na expressao relativa do RNAm para
0 GLUT5 em relacdo aos outros transportadores. Os autores sugerem que esse
transportador possua mecanismos de regulacdo diferente do outros transportadores em
situacéo de jejum.

O GLUT2 ¢ o transportador de glicose presente na membrana basolateral do
intestino e rins. Essa proteina também é altamente expressa em hepatocitos no figado e
nas células beta pancredticas (ROTMISTROVA, 2015). A absorcdo por esse
transportador ocorre por difusdo facilitada, independente de sodio e sem gasto de energia
(ARAUJO et al., 2008). Além da glicose, essa proteina também tem a capacidade de
transportar outras moléculas, como a frutose e a galactose (HUSSAR et al., 2015; CHEN
et al., 2018), sendo um transportador de baixa afinidade (KONO et al., 2005; MUECKLE
e THORENS, 2013).

Essa proteina medeia o fluxo de glicose dos enterdcitos para o sangue (RODER
et al., 2014). Apesar de estar presente principalmente na membrana basolateral dos
enterdcitos, estudos recentes mostram que essa proteina também pode estar presente na
membrana apical dos enterdcitos. Estudos em humanos e em camundongos sugerem a
presenca dessa proteina na membrana apical de forma permanente, em individuos onde a
proteina SGLT1 est4 ausente (MUECKLE e THORENS, 2013). Junto a isso, a presenga
dessa proteina na membrana apical pode ser importante para maximizar a absorcéo de

glicose, quando ha elevado nivel de glicose no limen intestinal.

O mecanismo de absorcdo das hexoses na borda em escova dos enterdcitos
ocorrem pela acdo coordenada dessas duas proteinas, o transporte realizado pelo SGLT 1
causa aumento na concentracdo de glicose no interior das células, sendo entdo possivel
atravessar a membrana basolateral dos enterocitos para a circulagdo sanguinea por meio
da difusao facilitada (GLUT?2).

Em fetos de mamiferos, o transporte das hexoses para fora do enterécito €
realizado pelo GLUT1, entretanto sua expressdo é reduzida gradualmente durante o
desenvolvimento intestinal (BOLELI et al., 2002). Segundo ROTMISTROVA (2015), o
GLUTL1 é expresso no estdmago glandular e no intestino delgado das aves, porém em

22



concentracdo insignificante. Esse transportador tem grande importancia durante o periodo
embrionario com influéncia direta sobre a sobrevivéncia durante esse periodo
(MUECKLE e THORENS, 2013).

Embora os padrdes de expressdo relativa de RNAm para os transportadores
GLUTs e SGLTs tenham sido bem caracterizados em mamiferos, relativamente ainda séo
poucos 0s conhecimentos sobre os padrbes de expressdo de ambos no trato
gastrointestinal das aves (HUSSAR et al., 2015). Seus mecanismos de transporte no
intestino ainda ndo estdo completamente compreendidos. Em aves comerciais ou
domésticas, ha estudos avaliando a expressdo dos transportadores de glicose intestinal,

em varias dinamicas experimentais e varias espécies como modelos experimentais.

Apesar disso, ja € entendido que alguns fatores exercem influéncia sobre a
expressao dos transportadores intestinais, entre elas a propria idade da ave. Estudos
demostram que a maioria dos transportadores intestinais tém sua expressdo aumentada
em decorréncia da idade (KAMINSKI e WONG, 2018). Nos estudos de Gilbert et al.
(2007) em frangos de corte, foi possivel observar aumento linear na expresséo relativa do
RNAmM dos transportadores SGLT1, GLUT2 e GLUTS5, durante o 20° dia de incubacao até
0 14° dia pos-eclosdo. Li et al. (2008) também avaliando frangos de corte relataram
aumento de 28,8 vezes no nivel de expressdo do SGLT1, 104% vezes no nivel de
expressao do GLUT2 e 45,4 vezes no nivel de expressdo para 0 GLUT5, desde o 18° dia
de incubacéo até o dia 14° pds eclosdo. Resultado semelhante foram relatados em pombos
domésticos por Dong et al. (2012), onde também foi observado aumento linear na
expressao relativa do RNAm dos SGLT1 e GLUT2 do 9° dia de incubacéo até o 14° dia

pos-eclosao.

Os resultados de todos esses trabalhos mostram que os perfis de expressdo dos
transportadores de nutrientes mudam conforme a idade. O aumento da disponibilidade de
nutrientes especificos (aumento do estimulo quimico), causado pela mudanca da dieta, as
mudancas na morfologia intestinal (aumento das vilosidades) e 0 aumento no nimero de
enterdcitos maduros funcionais sdo fatores considerados como indutores do aumento de

expresséo.

A compreensdo sobre o desenvolvimento funcional intestinal junto com a
conhecimento sobre os padrdes de expressao de transportadores de nutrientes intestinais

e como esses podem ser afetados podem auxiliar para os melhores indices produtivos das
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aves; isso seria possivel pois os transportadores de nutrientes estdo diretamente
relacionados com o processo absortivo dos nutrientes da dieta. Esse melhor
aproveitamento da deita pode causar varios impactos positivos, como uma reducgdo dos
custos da dieta, menor impacto ao ambiente (de Oliveira et al., 2009) e melhor resultado
produtivo para a ave. Atrelado a isto, o desenvolvimento do intestino, das enzimas
digestivas e das proteinas de transportadores sdo importantes fatores que podem afetar a
absorcéo de nutrientes e, portanto, o crescimento do animal (CHEN et al., 2005).

Uma maior compreensdo sobre a capacidade do intestino delgado em assimilar
seus produtos da digestdo pode auxiliar nos conhecimentos de formulacéo de racdo. Os
conhecimentos sobre os transportadores de nutrientes podem ser fundamentais para
formular dietas que melhor acomodem o perfil de enzimas digestivas e transportador de
nutrientes (GILBERT et al., 2007). Se fazendo necessarios novos estudos, em outras

dindmicas experimentais a fim de elucidar as lacunas de conhecimento.
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3. Metodologia:

Todos os procedimentos envolvendo manipulacdo animal foram previamente
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPB (CEUA), sob
0 protocolo de n° 3705/14.

3.1 Local:
O experimento foi conduzido no Modulo de Avicultura e as analises laboratoriais

no Laboratério de Avaliacdo de Produtos de Origem Animal (LAPOA), ambos
pertencentes ao Departamento de Zootecnia, Centro de Ciéncias Agrarias- Campus Il, da

Universidade Federal da Paraiba.

3.2 Delineamento experimental:

Foram utilizadas 80 codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), fémeas de
um dia de vida, com peso médio inicial de 6,9 gramas. As aves foram pesadas e
distribuidas aleatoriamente em oito baterias com dimens@es de 70 x 50 x 30 cm, equipadas
de bebedouros e comedouros. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, composto de 5 tratamentos, compostos pelas diferentes idades (1, 14, 21, 42

e 49 dias), com 3 repeticdes cada.

Utilizou-se de condi¢bes semelhantes a de criacdo comercial, com fornecimento
de alimento e agua ad libitum. Os manejos foram realizados duas vezes ao dia, as 8:00 e
as 15:00 horas durante todo o periodo experimental. Aos nove dias de vida as aves foram
vacinadas contra Newcastle via oral, seguido as recomendagdes do manual da linhagem.
A temperatura e ventilacdo foram controladas por meio do manejo de cortinas presentes

nas laterais do galpéo.

As racdes foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais de codornas
japonesas nos diferentes periodos de criagdo conforme informagdes contidas em Silva &
Costa (2009) (Tabela 1).

Aos 1, 14, 21, 42 e 49 dias de vida, foram selecionadas 3 aves aleatoriamente,
as quais foram pesadas e em seguida sacrificadas por deslocamento cervical para colheita

de amostras dos segmentos do intestino delgado (duodeno e jejuno).
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Tabela 1. Composicéo percentual e calculada das dietas

Fases de criagdo
Cria Pré-postura

Ingredientes (%) (1-21 ZZRjgr('j"i‘ (43 dias - 5%
dias) (22-42 dias) de postura)
Milho 7,88% PB 47,369 54,585 52,023
Farelo de Soja, 45% PB 46,852 38,837 39,972
Oleo de soja 2,682 3,641 1,870
Calcério 1,372 1,177 4,345
Fosfato Bicélcico 0,840 0,801 0,821
Sal comum 0,557 0,557 0,560
DL-Metionina, 99% 0,135 0,145 0,152
Colina 0,070 0,070 0,070
L-Treonina, 98% -- 0,063 0,063
Suplemento vitaminico? 0,025 0,025 0,025
Suplemento mineral? 0,050 0,050 0,050
Antioxidante® 0,010 0,010 0,010
Antimicrobiano® 0,015 0,015 0,015
Coccidiostatico® 0,020 0,020 --
Total 100,00 100,00 100,00
Composicgao calculada
Energia metabolizavel, kcal/kg 2900 3050 2800
Proteina Bruta, % 25,00 22,00 22,00
Metionina digestivel, % 0,461 0,438 0,440
Metionina+Cistina digestivel, 0,800 0,740 0,800
%
Lisina digestivel, % 1,294 1,101 1,118
Treonina digestivel, % 0,8635 0,820 0,820
Valina digestivel, % 1,079 0,945 0,945
Triptofano digestivel, % 0,2954 0,252 0,225
Arginina digestivel, % 1,646 1,416 1,430
Isoleucina digestivel, % 1,013 0,876 0,882
Leucina digestivel, % 1,920 1,730 1,707
Célcio, % 0,850 0,750 1,950
Fosforo disponivel % 0,320 0,300 0,300
Potassio, % 0,994 0,869 0,870
Saédio, % 0,240 0,240 0,240

1Suplemento vitaminico por kg de ragdo: vit. A - 15.000.000 UI; vit. D3 - 1.500.000 UlI; vit. E - 15.000 UlI;
vit. B1 - 2,0 g; vit. B2 - 4,0 g; vit. B6 - 3,0 g; vit. B12 - 0,015 g; &cido nicotinico - 25 g; acido pantoténico
- 10 g; vit. K3 - 3,0 g; acido félico - 1,0 g;

2Supemento mineral por kg de ragdo: Mn - 60 g; Fe - 80 g; Zn-50g; Cu-10g; Co-2g; | -1g; veiculo
g.s.p. - 500 g; 3Etoxiquim - 10 g; veiculo g.s.p. - 1.000 g;

“Bacitracina de Zinco;*Poulcox
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3.3 Colheita de tecido e extracdo de RNA total:

Para a quantificacdo dos transportadores SGLT1, GLUT2 e GLUT5, em cada
abate foram colhidas amostras de aproximadamente 3 cm do duodeno e jejuno, de 3
animais escolhidos aleatoriamente. Os tecidos foram abertos longitudinalmente e lavados
com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). Foi realizado raspado da mucosa em cada amostra
com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril. Os raspados foram colocados em
microtubos, identificados e congelados imediatamente em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente armazenado em freezer —80°C até a realizacéo das analises.

A extracdo de RNA foi realizada utilizando-se o kit Qiagen RNeasy Mini (Cat.
n.74104, Qiagen, EUA) de acordo com as recomendac@es do fabricante, também foram
avaliadas concentracdo e qualidade do RNA em espectrofotdmetro de microvolume
(Colibri, Titertek Berthold, Alemanha), utilizando as relagdes de absorbancia de 260/280
e 260/230 para atestar a qualidade do RNA extraido. Em seguida o RNA foi armazenado

em freezer -80°C.

3.4 Sintese de cDNA e RT- PCR:

O RNA extraido foi utilizado para a sintese do cDNA por meio da reagdo de
transcricdo reversa (RT), utilizando-se o kit Affinity Script PCR cDNA Synthesis
(Agilent Technologies), de acordo com as recomendac¢des do fabricante. O método de
PCR em tempo real foi realizado utilizando o kit de PCR Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR®
QPCR Master Mix (Agilent Technologies) e os ciclos da RT- PCR foram realizados
usando o termociclador Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies). A reacdo em cadeia
da polimerase foi realizada sob as seguintes condic¢des: 95°C por 3 min (1 ciclo), 95°C
durante 15s, e 60°C durante 20 segundos (40 ciclos), 95°C por 1 min, 55°C durante 30
segundos, e 95°C durante30 segundos (1 ciclo).

Foram utilizados os iniciadores para os genes SGLT1, GLUT2 e GLUT5
apresentados na Tabela 2. A abundancia relativado mRNA de SGLT1, GLUT2 e GLUT5
foi determinada usando o método 2-22Ct (Livak, 2001), os valores de Ct de cada amostra
foram padronizados para 0 mRNA de B-actina.
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Tabela 2. Genes em estudo, identificacdo da sequéncia de referéncia no GenBank e
sequéncia dos primers a serem utilizados na gPCR.

Gene (Nome) GenBank ID | Primer Direto/ Primer Reverso
SGLT1 XM_415247 | F GCCATGGCCAGGGCTTA
R CAATAACCTGATCTGTGCACCAGTA
GLUT2 722932 F CACACTATGGGCGCATGCT
RATTGTCCCTGGAGGTGTTGGTG
GLUTS XM_417596 | F TTGCTGGCTTTGGGTTGTG
R GGAGGTTGAGGGCCAAAGTC
B-actina x00182.1 | F ACCACTGGCATTGTCATGGACTCT

R TCCTTGATGTCACGGACGATTTCC

3.5 Analise estatistica:

A expressdo relativado RNAm para os transportadores intestinais SGLT1, GLU2

e.GLUTS5 foram avaliadas em funcéo dos tratamentos (1 vs. 14 vs. 21 dias e aos 42 vs. 49

dias de vida das codornas). Os tratamentos foram submetidos a analise de variancia e,

quando significativos, as médias comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. Todas as andlises estatisticas foram utilizando o software estatistico R

(2008).
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4. Resultados e discussao:

Os dados presentes na Figura 1 séo referentes a expressao relativa do RNAm para
os transportadores de hexoses (SGLT1, GLUT2 e GLUT5) no duodeno e no jejuno de
codornas japonesas aos 1, 14 e 21 dias de vida.
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Figura 1- Expresséo relativa do RNAm para os transportadores SGLT1, GLUT2 e GLUT5 em
codornas japonesas em diferentes idades (1, 14 e 21 dias de vida). Letras minUsculas iguais

indicam médias semelhantes entre idades dentro de cada segmento intestinal.

Os dados representados na Figura 1 mostram que a expressao relativado RNAm
dos transportadores intestinais de hexoses em codornas japonesas tem sua regulacéo
afetada em relacdo a idade (1, 14 e 21 dias de vida). O SGLT1 apresentou maiores valores
de expressdo no primeiro dia de vida (p<0.05) em ambos 0s segmentos intestinais, com
uma diminuigdo significativa aos 14 dias de idade. Ao vigésimo primeiro dia de vida, ha
aumento na expresséo relativa desse transportador (p<0.05) apenas no jejuno.

O SGLT1 é um dos principais transportadores intestinais presente na membrana
apical dos enterocitos, sendo capaz de transportador tanto glicose como galactose.
Estudos em outras espécies de aves, como frangos de corte e pombos domésticos,
relataram aumento linear na expressao relativa desse transportador em relagdo a idade,
sendo possivel observar esse comportamento ainda no periodo embrionario (GILBERT
et al., 2007; DONG et al., 2012).
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Os autores afirmam que o aumento na expressao relativa do transportador pode
estar relacionado ao seu papel chave no processo de absorc¢do de glicose, indicando que
0 SGLTL1 é o principal caminho de transporte para a absorcdo da glicose pelo intestino
delgado nessas aves. Junto a isso, sugerem que capacidade de captacdo de glicose
aumenta com a idade em frangos e em pombos domésticos, até uma determinada idade.
Esse aumento seria uma forma que o organismo animal encontrou para tentar maximizar
a absorcdo de glicose, visto que o mesmo desempenha papel essencial dentro do

metabolismo animal.

Entretanto, nossos resultados diferem desses trabalhos, o que pode indicar que,
apesar das codornas japonesas expressarem esse transportador, 0 mesmo ndo tenha a
mesma importancia no processo de absorcéo de glicose durante as primeiras semanas de
vida, tendo 0 mecanismo passivo de absor¢do uma importancia maior. Estudos com aves
silvestres mostram a completa auséncia desse transportador, sugerindo a predominancia
do transporte passivo na absorcéo glicose (FERRARI, 2001). E importante que se entenda
gue 0s mecanismos que regulam o transporte de moléculas transmembrana néo sao iguais

em todas as especies de animais (BYERS et al., 2017).

Nos achados de Andrade et al. (2018) avaliando a expressdo génica desse
transportador em codornas em diferentes idades (1, 14, 21, 28 e 35 dias) foi observado
aumento na expressao desse transportador até os 14 dias de vida, sugerindo assim que a
capacidade de captacdo de glicose aumenta nessas aves, até essa idade; entretanto, nesse
trabalho as amostras foram analisadas em formas de pool, o que explicar essa diferenca
entre os resultados.

A presenca de GLUT2 na membrana apical, demonstrada em algumas situacoes
por estudos recentes (RODER et al., 2014; FERRARIS et al., 2018; SHIMIZU et al.,
2018) poderia possivelmente explicar a reducdo na expressdo desse transportador nas
primeiras semanas de vida das codornas. Apesar dessa possibilidade, ndo ha comprovagéo
da real localizacdo desse transportador em codornas japonesas, Estudos de imuno-
histoquimica seriam necessarios para identificar sua posicao e a presenca ou ndo nas duas

membranas dos enterécitos.

O GLUT2 € um transportador presente na membrana basolateral dos enterécitos
(GILBERT et al., 2007), todavia, em determinadas situacbes também pode estar presente

na membrana apical. Em nossos achados, é observado um aumento em sua expressao
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relativa em ambos os segmentos em relacdo a idade, sendo observado valor maior
(p<0,05) na expressao relativa desse transportador ao vigésimo primeiro dia de vida do
duodeno. Porém, no jejuno os maiores valores de expressao (p<0,05) foram encontrados

ao décimo quarto dia de vida.

O aumento na expressdo de GLUT2 observado ao longo da idade no presente
estudo também foi observado em outras espécies de aves, como frangos de corte e pombos
(GILBERT et al., 2007; MOTT et al., 2008; DONG et al., 2012). Entretanto, o aumento
de forma linear relatado anteriormente foi mais lento do que o aumento relatado para
outros transportadores intestinais. Por outro lado, em perus foi observado uma reducéo

na expressdo desse transportador em relacdo a idade (WEINTRAUT et al., 2015).

Os nossos resultados estdo de acordo com os observados por Andrade et al.
(2018), onde a expressdo relativa desse transportador no jejuno aumentou até os 14 dias
de vida em codornas japonesas e em seguida diminuiu. Foi sugerido que a capacidade de
absorver glicose por esse transportador aumenta ao longo da idade, se estabilizando em

determinando momento.

O GLUTS5 é um transportador exclusivo de frutose presente na membrana apical
dos enterdcitos, cuja expressao é regulada principalmente pelo nivel de frutose da dieta.
Entretanto, ao que parece, a ontogenia também é um fator que causa regulacdo na
expressao desse transportador. Em nosso estudo, a dieta apresenta baixos valores de
frutose e ainda assim ha aumento na expressao relativa do transportador em relacdo a
idade. No duodeno o maior valor de expressao (p<0,05) foi observado no primeiro dia de
vida, sendo reduzido no décimo quarto dia de vida e voltando a aumentar (p<0,05) no
vigésimo primeiro dia de vida. Entretanto, no jejuno hd um aumento (p<0,05) na
expressao desse transportador desde o primeiro dia de vida até o vigésimo primeiro dia

de vida.

Na literatura ja sdo relatados outros trabalhos em aves onde a expressao génica
desse transportador também aumentou em relagdo a idade. Nos estudos conduzidos por
Gilbertetal. (2007), em frangos de corte, Mott et al. (2008) em frangos (machos e fémeas)
e por Weintraut et al. (2015) em perus (machos e fémeas), foi possivel observar o aumento

linear da expressao génica desse transportador durante as primeiras semanas de vida.
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O aumento na expressao desse transportador em relacdo a idade pode ser um
indicativo do evento genético “hard-wired”, em que as influéncias de resquicios genéticos
deixados pelos antepassados selvagens ainda estdo presentes na genética da ave atual,
determinando um padrdo especifico de expresséo (MOTT et al.,, 2008). Segundo
Weintraut et al. (2015) essa regulacdo positiva € uma resposta inata que prepara a ave
para consumir uma dieta a base de frutas, rica em frutose, entretanto, isso nio seria
necessario para aves comerciais onde a dieta € a base de milho e soja, mas a inducéo
génica ainda é mantida. Assim, no caso das codornas, 0 aumento na expressdo do GLUT5
seria um resquicio deixado pelos seus ancestrais selvagens, como um efeito genético

inato.

O aumento na expressao relativa desse transportador também pode ser uma
forma do organismo tentar maximizar a absor¢do de frutose, visto que a mesma esta
presente em pequenas quantidades na dieta. Em aves de vida selvagem, a frutose é a
principal fonte energética. Apesar das codornas serem aves domesticadas (ou em processo
de domesticacéo), elas podem ainda terem a frutose como principal fonte de energia e o
aumento relativo da expressdo desse transportador ser uma forma de tentar maximizar a
absorcdo dessa hexose, sendo necessarios novos estudos a fim de comprovar essa
suposicao. Nesse caso, existe a possibilidade dos baixos niveis de frutose presentes na
soja e no milho causarem inducéo positiva na expressdao do GLUTS5, semelhante ao que €
observado em ratos e camundongos (FERRARIS, 2001), na tentativa de aumentar a
absorcéo da frutose.

Existe também a possibilidade que o nivel de expressdo relativa de RNAm de
GLUT5 nédo ser totalmente paralelo ao nivel da proteina no intestino (SHIMIZU et al.,
2018). Nos estudos de Garcia-Barros, (2010) foi possivel observar aumento significativo
na expressdo relativa do RNAm para o GLUTS5, porém sem efeitos sobre o nimero de
transportadores GLUT5. Esse resultado sugere a existéncia de outros mecanismos
regulatdrios pds-transcricionais que podem regular a sintese proteica desse transportador,

além da sua propria expressdo génica.

Finalmente, ha ainda a possibilidade que esse transportador ndo seja exclusivo
para o transporte de frutose no intestino de codornas. Realmente, a expressao desse
transportador em outros tecidos além dos intestinos, incluindo rins, gordura, musculo

esquelético, cérebro e espermatozoides, sdo indicativos de que ndo haja exclusividade
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para substrato em muitas espéecies de animais, devido aos baixos niveis de frutose nesses
tecidos (MUECKLER e THORENS, 2013).

Os dados apresentes na Figura 2 séo referentes a expressao relativa do RNAm
para os transportadores de hexoses (SGLT1, GLUT2 e GLUTS5) no duodeno e no jejuno

de codornas japonesas aos 42 e 49 dias de vida.

2,5
a
£ a
z 1
_8 a
c 15 a a a b
e I N 2 L !
E
1
2 b a b
a a
2 I
20,5
w
0
Duodeno Jejuno duodeno jejuno duodeno jejuno
SGLT1 GLUT2 GLUTS
W42 m49

Figura 2- Expressdo relativa do RNAm para os transportadores SGLT1, GLUT2 e GLUT5 em
codornas japonesas aos 42 e 49 dias de idade. Letras mindsculas iguais indicam médias

semelhantes entre idades dentro de cada segmento intestinal.

Os dados representados na Figura 2 mostram que a expressao relativado RNAm
dos transportadores intestinais de hexoses em codornas japonesas que estavam em fase
de postura, portanto, aos 42 e 49 dias de vida. A expressao relativa do RNAm para o
transportador SGLT1 aumentou (p<0,05) aos 49 dias de vida em relacdo aos 42 dias no

duodeno e, no jejuno, ndo foi observado diferencas entre as duas idades avaliadas.

O aumento na expressao relativa desse transportador pode ser atribuida a entrada
da ave na fase de postura, o que ocorre aos 40 dias de vida, aproximadamente, e resulta
em alteracfes no seu metabolismo a fim de assegurar a producdo de ovos. Na literatura,
poucos estudos relatam os efeitos do inicio da postura sobre o intestino delgado, tanto
morfologicamente como e sobre a expressdo génica dos transportadores intestinais de

nutrientes. Sabe-se que ha aumento na densidade das vilosidades aos 42 dias de idade em
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codornas japonesas (Andrade et al., 2018), sugerindo que o processo de absorcéo de
nutrientes pode ser favorecido pelo aumento da area absortiva e provavelmente para dar
suporte ao inicio da postura. Diante disso, pode-se supor que 0 aumento na expressao
relativa do SGLT1 nessas idades, visto no presente estudo, possa ser um efeito regulardrio
positivo sobre a expressao relacionado com a entrada da ave na fase de postura, de tal
forma a proporcionar maior absor¢do de glicose e aporte energético para suprir as
demandas. Segundo Ferraris (2001), a expressao génica do transportador SGLT1 pode ser
influenciada por mudancas nas exigéncias fisioldgicas, tendo efeito direto sobre a
expressao relativa desse transportador. Em mamiferos, estudos demonstram que animais
em lactacdo ou em gestacdo tém a expressao relativa desse transportador aumentada,
como forma de atender aumento da demanda fisioldgica de absorgao de glicose.

Essa teoria ganha mais forca quando se observa os valores de expressdo do
GLUTS5, sendo que maior (p<0,05) expressdo foi encontrada no duodeno aos 42 dias e no
jejuno aos 49 dias de idade. Semelhante ao que foi observado para SGLT1, a entrada na
fase de postura possivelmente teve efeito positivo sobre a expressdo relativa desse
transportador como forma de aumentar a absorgéo de nutrientes, mais especificamente a

frutose.

Além das mudancas desencadeadas pela entrada na postura, existe a
possibilidade do efeito da dieta. Com a entrada na fase de postura, as aves recebem nova
dieta, que apresenta menor teor de energia metabolizavel. Portanto, a maior expressao de
transportadores de hexoses aos 42 e 49 dias (SGLT1 e GLUTS5), pode ser uma tentativa
de compensar a menor quantidade de energia disponivel. Varios estudos comprovam que
a reducdo de um nutriente da dieta pode causar regulacdo positiva sobre a expressdo
génica de seus transportadores intestinais especificos (FERRARIS, 2001; CHEN et al.,
2005). Desta forma, haveria um mecanismo compensatério que promoveria maior

absorcéo do nutriente que estd em menor quantidade (DENBOW, 2015).

Ressalta-se, ainda, que a entrada na fase de postura representa gasto energético
extra para ave, e esse aumento na expressao desses transportadores seria essencial para
suprimento das maiores demandas energéticas, através de maior absorcdo de glicose e
frutose da dieta. A capacidade de absorcdo de glicose é compativel com as exigéncias

fisioldgicas, podendo ser ultrapassadas por um fator de seguranca (FERRARIS, 2001).
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Em relacdo ao GLUT2 a expressdo relativa desse transportador ndo diferiu
(p>0,05) entre as duas idades avaliadas (42 e 49 dias), tanto no duodeno como no jejuno,
entretanto, diferente da expressdo do SGLT1 e GLUTS5, os valores diminuiram em relagéo
as demais idades (14 e 21 dias). A expressao relativa de alguns transportadores intestinais
tende a aumentar até uma determinada idade, e em seguida, diminuir e estabilizar (DONG
et al., 2012), provavelmente a expressao relativa do GLUT2 possa ter estabilizado e ndo
houve diferencas visiveis entre as idades. Andrade et al. (2018) observaram que GLUT2
tem um pico de expressdo aos 14 dias, e em seguida a expressdo reduz e se estabiliza nas
demais idade estudadas (21, 28 e 35 dias).
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5. Conclusdo

A expressdo génica relativa dos transportadores intestinais de hexoses SGLT1,
GLUT2, e GLUTS5 foram alteradas em funcéo das diferentes fases de criacdo em codornas
japonesas. Além disso, apesar dos baixos niveis de frutose da dieta, as codornas
apresentam valores altos de expressdo para seu transportador (GLUT5), o que pode
indicar que essas aves tém maior capacidade de absorver e utilizar a frutose como fonte

de energia, sendo necessario estudos futuros a fim de comprovar essa possibilidade.

Estudos futuros devem também abordar, além de padrdes de expressdo genica
dos transportadores, avaliacbes referentes a propria proteina, como quantidade,
localizagéo e atividade.
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