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RESUMO

A utilizacdo de antibidticos promotores de crescimento (APC) nas dietas de
matrizes e frangos de corte € uma estratégia que permite atingir elevados indices
produtivos e sanitarios. Porém, limitacées no uso dos APC tém for¢cado a industria e
centros de pesquisas a buscarem produtos alternativos que possam substituir os
APC. Os oleos funcionais (OF) ja sédo utilizados como aditivos e podem exercer tal
funcdo. O objetivo foi avaliar a substituicdo dos antibiéticos promotores de
crescimento por 6leos funcionais nas dietas de matrizes e da progénie, sobre o
desempenho produtivo e reprodutivo da matriz e os efeitos na progénie e em aves
desafiadas. Foram realizados trés experimentos. No experimento 1, foram alojadas
16400 fémeas e 1722 machos da linhagem Ross AP 95 divididos em dois aviarios,
sendo o aviario 1 — Tratamento controle com a adicdo de APC e o aviario 2 —
Tratamento com OF. Para o experimento, foi contabilizado os ovos totais
produzidos, 0s ovos incubaveis, os percentuais de fertilidade, eclosdo e
eclodibilidade. O peso do pintinho, peso do ovo, percentual de gema, percentual de
albumen, espessura da casca, embriodiagnostico e a peroxidagao lipidica da gema
também foram avaliados. A analise estatistica foi realizada através de regressao
logistica, utilizando o procedimento GENMOD do programa SAS. Houve efeito
negativo do uso dos OF (p<0,05) para a produgdo de ovos totais em algumas
semanas e has primeiras semanas para ovos incubaveis; nas semanas
intermediarias e finais houve efeito positivo da utilizagdo dos OF na producgao de
ovos incubaveis. Houve efeito positivo do uso dos OF (p<0,05) para fertilidade,
eclosao, eclodibilidade, embriodiagndstico e espessura da casca. Para peso do ovo
e peso do pintinho houve efeito negativo (p<0,05) do uso dos OF em algumas
semanas. Houve efeito linear decrescente para os valores de malonaldeido das
gemas de ovos que receberam OF. No experimento 2, foram alojados 1440 pintos
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x
2 (dieta materna suplementada ou ndo com o6leos funcionais vs dieta da progénie
suplementada ou ndo com o6leos funcionais) totalizando 4 tratamentos, 9 repeti¢coes
e 36 unidades experimentais com 40 aves cada. Os tratamentos consistiram de:
Tratamento A: Dieta materna controle com bacitracina metileno dissalicilato + dieta
da progénie controle com enramicina, Tratamento B: Dieta materna controle com
bacitracina metileno dissalicilato + dieta da progénie com O&leos funcionais,
Tratamento C: Dieta materna com 6leos funcionais + dieta da progénie controle com
enramicina e Tratamento D: Dieta materna com 6leos funcionais + dieta da progénie
com Oleos funcionais. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo
procedimento GLM do software SAS. A suplementagcdo com oleos funcionais
resultou em desempenho produtivo semelhante aos 42 dias de idades. Houve
interagéo entre os tratamentos para os valores de DPPH (p<0,05). A suplementagao
de dleos funcionais na dieta materna ou na dieta da progénie melhorou a atividade
antioxidante. Aves provenientes de matrizes suplementadas com o6leos funcionais
apresentaram maior (p<0,05) peso de carcaga e peso de coxa aos 42 dias de idade.
A suplementacdo da dieta da progénie com odleos funcionais reduziu (p<0,05) o
rendimento da carcaca dos frangos ao abate, independente da suplementagao
materna. Nao houve efeito significativo (p>0,05) dos tratamentos para o rendimento
de cortes nobres e deposicdo de gordura. A qualidade e a estabilidade oxidativa da
carne in natura e armazenada nao foi alterada pela suplementacdo de dleos
funcionais (p>0,05) na dieta materna ou da progénie. No experimento 3, foram



distribuidas 640 aves em um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x4 (com e sem desafio vs 4 dietas) totalizando 8 tratamentos e 8 repeticoes
de 10 aves cada. As dietas consistiram de: Dieta basal isenta de APC e
anticoccidiano, dieta basal com APC | (Salinomicina) + o6leos funcionais, dieta basal
com APC Il (Enramicina) + 6leos funcionais e dieta basal + Oleos Funcionais. Aos
21 dias de idade, foi avaliado o desempenho produtivo e sacrificadas 16
aves/tratamento para avaliagdo da saude intestinal e expressdao de citocinas
inflamatdrias. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo procedimento GLM
do software SAS. Aves desafiadas apresentaram menor (p<0,05) peso vivo e ganho
de peso, menor (p<0,05) profundidade de cripta do duodeno e menor (p<0,05)
largura de cripta no jejuno quando comparadas com o tratamento controle. Houve
uma interacdo (p<0,05) entre desafio e dieta para a relagdo numero de
criptas:numero de vilos, onde aves criadas sobre a cama nova e suplementadas
com dietas isentas de aditivos apresentaram maior numero de criptas em relacéo ao
numero de vilos. Aves desafiadas apresentaram menor (p<0,05) quantidade de
células PCNA positivas e aves suplementadas com APC |+OF apresentaram maior
contagem de células PCNA positivas quando comparadas com as demais dietas.
Aves que receberam a dieta controle e a dieta com dleos funcionais apresentaram
maior (p<0,05) concentracbes de TNF- a quando comparadas com as aves que
receberam dieta com APC I+OF e dieta APC I+ OF. A substituicdo dos promotores
de crescimento por 6leos funcionais nas dietas das matrizes pesadas e na dieta da
progénie é uma alternativa viavel, porém mais estudos precisam ser realizados para
entender o funcionamento dos aditivos promotores e dos 6leos funcionais na dieta
de aves criadas em condi¢des de desafio sanitario.

Palavras chaves: Antibiético promotor de crescimento, estresse oxidativo, frangos de
corte, matrizes pesadas, 6leos funcionais.



ABSTRACT

The use of antibiotic growth promoters (AGP) in broiler diets and broiler
breeders’ diets is a strategy that allows high production and sanitary indices to be
achieved. However, limitations in the use of AGP have forced industry and research
centers to seek alternative products that can replace AGP. Functional oils (FO) are
already used as additives and can exert such a function. The objective was to
evaluate the replacement of growth promoting antibiotics by functional oils in the
broiler breeders and offspring diets on the productive and reproductive performance
of the broiler breeders and the effects on offspring and challenged birds. Three
experiments were carried out. In experiment 1, a total of 16400 females and 1722
males, Ross AP 95 broiler breeders were divided into two houses according to the
treatment, as it follows: 1) control with AGP and 2) treatment with FO. For the
experiment, it was recorded the total produced eggs, hatching eggs, fertility
percentage, hatching and hatchability. The weight of the chick, egg weight, yolk
percentage, albumen percentage, shell thickness, embryo diagnosis and lipid
peroxidation of the yolk were also assessed. Statistical analysis was performed using
logistic regression using the GENMOD procedure of SAS program. There was
negative effect of FO (p <0.05) for the total egg production in some weeks throughout
production and in the early weeks for hatching eggs; in the intermediate and last
weeks there was a positive effect on the production of hatching eggs for the birds fed
FO. There was a positive effect of the FO use (p <0.05) for fertility, hatching,
hatchability, embriodiagnosis and shell thickness. For chick and egg weight, there
was a negative effect (p<0.05) of the FO use in specific weeks. There was a
decreasing linear effect on malondialdehyde values of egg yolks receiving FO. In
experiment 2, 1440 chicks were distributed in a completely randomized design in a 2
x 2 factorial scheme (diet supplemented or not with functional oils versus offspring
diet supplemented or not with functional oils) totaling 4 treatments, 9 replicates and
36 experimental units with 40 birds each. The treatments consisted of: Treatment A:
Maternal diet control with bacitracin methylene disalicylate + offspring control diet
with enramycin, Treatment B: Maternal diet control with bacitracin methylene
disalicylate + offspring diet with functional oils, Treatment C: Maternal diet with
functional oils + offspring diet control with enramycin and treatment D: Maternal diet
with functional oils + offspring diet with functional oils. Statistical analysis was
performed by SAS software GLM procedure. Supplementation with functional oils
resulted in similar performance at 42 days of age. There was an interaction between
treatments for DPPH values (p <0.05). Supplementation of functional oils in the
maternal diet or the offspring diet improved antioxidant activity. Birds from
supplemented female breeders with functional oils had higher (p <0.05) carcass
weight and thigh weight at 42 days of age. Supplementation of the offspring diet with
functional oils reduced (p <0.05) the carcass weight at slaughter, regardless of
breeder supplementation. There was no significant effect (p> 0.05) of treatments for
yield of prime-cuts and fat deposition. The quality and oxidative stability of fresh meat
and stored meat were not altered by supplementation with functional oils (p> 0.05) in
the maternal diet or offspring diet. In experiment 3, 640 birds were distributed in a
completely randomized design in a 2x4 factorial scheme (with and without challenge
versus 4 diets), totaling 8 treatments and 8 replicates with 10 birds each. Diets
consisted of: AGP and anticoccidial free basal diet, basal diet with AGP |
(Salinomycin) + functional oils, basal diet with AGP Il (Enramycin) + functional oils



and basal diet + functional oils. At 21 days of age, the productive performance was
evaluated and 16 birds / treatment were sacrificed for evaluation of intestinal health
and expression of inflammatory cytokines. Statistical analysis of the data was
performed using the GLM procedure of the SAS software. Challenged birds
presented lower (p <0.05) live weight and lower weight gain, lower (p <0.05) crypt
depth of the duodenum and lower (p <0.05) crypt width in the jejunum when
compared to the control treatment. There was an interaction (p <0.05) between
challenge and diet for the number of crypts: number of villi where birds raised on the
new bedding and supplemented with diets free of additives presented higher number
of crypts in relation to the number of villi. Challenged birds presented lower (p <0.05)
amount of PCNA positive cells and birds supplemented with AGP | + FO had higher
counts of PCNA positive cells when compared to the other diets. Birds that received
the control diet and the diet with functional oils showed higher (p <0.05) TNF-a
concentrations when compared to the birds that received AGP | + FO diet and AGP I
+ FO diet. The replacement of growth promoters by functional oils in the diets of the
broilers breeders and the offspring diet is a viable alternative; however, more studies
must be carried out to understand the function of the promoter additives and the
functional oils in the diet of birds raised under challenging sanitary conditions.

Key-words: antibiotic growth promoting, oxidative stress, broilers, broiler breeders,
functional oils
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1 INTRODUGAO GERAL

A avicultura é um dos grandes pilares que sustentam o agronegdcio
brasileiro. Responsavel por aproximadamente 1,5% do PIB, ganha destaque no
agronegocio e coloca o Brasil como segundo maior produtor e maior exportador da
carne de frango do mundo. Em 2013 o Brasil produziu mais de 6 bilhdes de pintos
de corte e para isso foi necessario alojar mais de 46 milhdes de matrizes pesadas
(AVISITE, 2016).

Tamanha produtividade exige tecnologia de ponta e para isso, avangos na
nutricdo vém ocorrendo deste a década de 1950, sendo a utilizagdo de antibidticos
na forma terapéutica e na forma de promotor de crescimento (APC) exemplos
praticos destes avancgos.

Os antibidticos foram utilizados primeiramente na forma terapéutica com o
intuito de prevenir enfermidades e com o passar dos anos passaram a ser utilizados
na forma de promotor de crescimento (DIBNER e RICHARDS, 2005).

Segundo Chander et al. (2007) existem evidéncias de que o uso continuo de
antibiodticos na forma de APC pode resultar em resisténcia bacteriana. Porém,
segundo Who (1997) uma parcela significativa da resisténcia pode ser atribuida ao
uso inadequado dos antibidticos pela medicina humana e s&o poucos os dados que
relacionam o impacto negativo na saude humana ao uso de antibiéticos na produgao
avicola, tornando o assunto ainda mais polémico.

Outra linha de defesa ao n&do uso de APC sugere que animais que
receberam o produto durante a fase de crescimento podem apresentar residuos
quimicos na carne (BUTAYE et al., 2003; SALEHA et al., 2009).

Portanto, devido a pressao da opinido publica, de pesquisadores e de
centros ndo governamentais que defendem o banimento do uso de antibidticos na
producdo animal, alguns paises como os da Unido Europeia em 2006 proibiram o
uso de antibiéticos como aditivos melhoradores de desempenho (CASTANON,
2007).

Nos EUA, foi langcado o plano nacional para combater bactérias resistentes a
antibidticos, e uma das resolugdes exige receita de médicos veterinarios para o uso
de antibidticos importantes para a medicina humana no tratamento de animais de

consumo humano (WATTAGNET, 2015). Além disso, algumas empresas
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americanas produtoras de carne de frango planejam eliminar a utilizagdo de
antibidticos em até 25% dos frangos processados em suas plantas até 2019. Outras
anunciaram que ja reduziram o uso de antibidticos em 84% desde 2011 e
eliminaram o seu uso em incubatoérios (BUNGE, 2015).

Isso refletiu diretamente no mercado produtor e com isso as empresas que
suprem a demanda destes mercados obrigatoriamente estdo se adaptando as
legislagdes livres de antibioticos promotores de crescimento.

Entretanto, o banimento do uso dos promotores pode trazer consequéncias
que devem ser consideradas. Segundo o Consejo Nacional de Investigacion (1999)
tal acao levaria a um aumento no preco do produto final, devido ao pior desempenho
produtivo, bem como aumento na demanda de antibi6ticos para uso terapéutico,
devido a um aumento do aparecimento de doengas entéricas.

Assim, compostos alternativos que substituem os antibiéticos promotores de
crescimento sem risco a saude humana, devem ser considerados. Entre eles estdo
os extratos de plantas (APPLEGATE et al., 2010) e os 6leos essenciais, também
citados como 6leos funcionais (MURAKAMI et al., 2014).

Os oleos funcionais segundo Krishnan et al. (2014), s&do compostos
aromaticos volateis extraidos de plantas, nomeados de acordo com suas
caracteristicas. Sdo denominados funcionais pois possuem atividades além do seu
valor nutricional (MURAKAMI et al., 2014), como por exemplo atividade antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatoria.

No entanto, existe uma enorme variedade de espécies vegetais que podem
oferecer principios com possibilidade de uso na nutricdo animal e tais principios
remetem a uma variagao de respostas.

Além disso, a composicdo do 6leo essencial frequentemente muda entre
diferentes partes da planta (SCHMIDT, 2010) e a produgéo de 6leos essenciais ndo
esta restrita apenas a um grupo de plantas e sim a uma variedade de familias
(FRANZ e NOVAK, 2010).

O extrato da castanha do caju, também conhecido como liquido da casca da
castanha do caju (LCC) que ¢é extraido do fruto da cajueira (Anacardium occidentale)
e contém um 6leo rico em acido anacardico, cardanol, cardol e metilcardol que pode
ser utilizado como aditivo alternativo. Juntos, esses compostos possuem fungao

antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante (MURAKAMI et al., 2014).
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O dleo de ricino, extraido da semente da planta Ricinus communis é rico em
acido ricinoleico e também pode oferecer atividades antimicrobiana e anti-
inflamatdria. (MURAKAMI et al., 2014). Portanto, ambos possuem propriedades que
podem ser utilizadas em substituicdo aos antibioticos promotores de crescimento,

podendo oferecer outras agdes, além das oferecidas pelos promotores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROMOTORES DE CRESCIMENTO NA AVICULTURA

No ano de 1949, Stokstad e Jukes forneceram um caldo de fermentacao de
Streptomyces aureofaciens, como fonte de vitamina B12 para frangos e observaram
claramente um aumento no ganho de peso das aves. O efeito nao foi ao acaso, mas
em decorréncia de residuos de clortetraciclina presente no caldo. Apos o teste, estes
mesmos autores observaram efeito semelhante em perus e suinos, o que deu inicio
ao uso intensivo de promotores de crescimento até os dias atuais (MISHRA, 2014).

Hoje, com a intensificacdo da produgdo e a demanda de proteina animal
pelo crescimento exponencial da populagdo, € consenso que o uso de promotores
traz beneficios. Os beneficios vao além do ganho zootécnico e possibilitam
diminuicdo da presséo de infecgcdo por patdogenos através da profilaxia de doengas
(DIBNER e RICHARDS, 2005) e pode resultar em diminuicdo da mortalidade dos
animais a campo.

Porém, o assunto é polémico e alguns trabalhos mostram os possiveis
impactos negativos do uso de antibioticos nas dietas animais.

Mishra (2014), relatou que ha um grande problema de resisténcia aos
antibioticos na medicina, que resulta em graves problemas de saude humana e isso
pode ser parcialmente explicado por Nijten et al. (1993) que observaram que a
resisténcia pode ser transferida entre microrganismos de populagdes diferentes. Da
mesma forma, Mota et al. (2005) afirmaram que o uso indiscriminado de antibioticos
em animais pode tornar seus produtos e derivados, fonte para resisténcia aos
antibioticos na espécie humana.

Tais evidéncias foram demonstradas por Korb et al. (2015) que avaliaram a
tipagem molecular e a resisténcia aos antimicrobianos em isolados de Escherichia
coli de frangos de corte e de tratadores. Os autores concluiram que a similaridade
genotipica € acima de 80% entre os isolados de E. coli de frangos de corte de
criagdo intensiva e dos isolados de E. coli dos tratadores e que em ambos os
isolados é alta a resisténcia aos antimicrobianos B-lactdmicos, sugerindo a
existéncia de pressao seletiva na microbiota nas aves e nos tratadores em

decorréncia do uso de antimicrobianos.
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Pessanha e Gontijo Filho (2001) avaliaram isolados de Escherichia coli
oriundos de frangos de corte em diferentes fases de criagdo e também observaram
altas taxas de resisténcia a antibioticos.

Pandini et al. (2014 ) avaliaram 39 isolados de Salmonella sp. em aviarios de
frangos de corte e destas, 51,3% eram resistentes a um ou mais agente
antimicrobiano, justificando a citacdo de Silva e Duarte (2002) que observaram que o
uso de antimicrobianos em animais destinados a alimentagcdo humana € uma das
provaveis causas da emergéncia de cepas de Salmonella spp. resistentes.

Outro aspecto importante que envolve a polémica do uso de APC na
avicultura é a presenca de residuos de antibiéticos na carne em niveis que possam
prejudicar o consumidor.

Portanto, devido a pressao imposta por pesquisas semelhantes as descritas
e baseados na opinidao publica, varios paises vém aderindo ao banimento do uso de
promotores na dieta dos animais. A Unido Europeia e o Canada proibiram o uso de
promotores de crescimento nas industrias de alimentos para animais. Na China
alguns antibiéticos foram banidos e outros estao sob observacao (MISHRA, 2014).

Nos Estados Unidos as discussdes estdo em curso sobre os usos de
antibidticos e espera-se grandes medidas no futuro (MISHRA, 2014). Além disso,
algumas empresas do ramo alimenticio adotaram o slogan de livre de promotores de
crescimento para incentivar as vendas.

Atualmente, no Brasil sdo autorizados diversas moléculas promotoras de
crescimento para frangos de corte e matrizes, como a: avilamicina, bacitracina
metilato disalicilato, bacitracina de zinco, clorexidina, enramicina, flavomicina,
halquinol, tilosina,e virginamicina. Todas estas moléculas podem ser utilizadas para
frangos de corte e somente algumas sao utilizadas em matrizes pesadas (MAPA,
2015).

Paises lideres em producdo e exportacdo como o Brasil tém participado
ativamente de discussdes ligadas ao uso de melhoradores de desempenho,
incorporando em suas acbes as recomendacdes consideradas pertinentes pelo
mercado consumidor. Porém, o banimento do uso por parte de alguns paises
importadores € um fato, e por ocupar a primeira posicdo no ranking dos paises
exportadores de carne de frango esse processo deve ocorrer, mas de forma
gradativa, embasado em pesquisas com aditivos que possam substituir os APC.
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Por outro lado, Rostagno (2011) alerta que em paises onde os
antimicrobianos foram banidos houve um aumento na incidéncia de doencas,
principalmente entéricas, tais como enterite necroética e coccidiose. Além disso, pode
ocorrer um aumento do risco de infecgbes de origem alimentar em humanos, pelo
menor controle de patégenos de origem alimentar como Salmonella, Campylobacter
e E. coli.

Diante deste cenario de divergéncias, € importante considerar que a retirada
destes aditivos das ragdes ndo sera a solucdo dos possiveis problemas que eles
podem estar acarretando. Neste sentido, fica claro a necessidade de estudos com
possiveis substitutos aos APC, uma vez que a simples retirada destes aditivos pode
abrir portas para problemas ainda maiores, como maior utilizagdo de antibi6ticos
terapéuticos, aumento da incidéncia de enfermidades nos animais e indiretamente
em humanos por contaminacido cruzada, menor producao e ineficiéncia produtiva,

tornando o produto final mais caro.

2.2 ADITIVOS UTILIZADOS NA NUTRIGAO DE MATRIZES DE FRANGOS DE
CORTE

As matrizes pesadas fazem parte do inicio da cadeia avicola e destacam-se
por serem responsaveis pela produgdo do frango de corte. Sua produgao exige
tecnologia, genética, ambiéncia, nutricdo e sanidade de qualidade.

Sanidade e nutricdo sdo os principais focos nas granjas e ainda oferecem
oportunidades de melhoria. Portanto, além do respeito aos programas de
biosseguridade e as boas técnicas de manejo € possivel utilizar aditivos nas ragoes,
para melhorar ainda mais os indices produtivos.

Aditivos disponiveis para a inclusdo nas dietas das matrizes incluem alguns
nutrientes, vitaminas, enzimas, antioxidantes, acidificantes, probidticos, prebidticos,
Oleos funcionais e até alguns promotores de crescimento, cuja utilizacao € discutivel.

Assim, alguns trabalhos sdo desenvolvidos na area e poucos foram
conduzidos com o grupo de aditivos extraidos de plantas, abrindo espago para o
estudo de outros produtos. Alguns trabalhos avaliaram aditivos antioxidantes.

Murakami et al. (2013) observaram melhora na fertilidade das matrizes que

receberam vitamina E acima da exigéncia da linhagem. Resultados semelhantes
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foram encontrados por Biswas et al. (2009) que observaram que a adi¢cado de niveis
moderados (150 Ul) de vitamina E nas dietas de codornas melhora a fertilidade.

Surai et al. (1999) observaram que a suplementagdo de Vitamina E nas
racoes de matrizes aumenta a concentragdo de vitamina E na gema do ovo e por
consequéncia nos tecidos do pintainho, podendo reduzir a susceptibilidade a
peroxidacgao lipidica.

Rosa et al. (2012) avaliaram a adicdo de cantaxantina na dieta de matrizes
pesadas com mais de 46 semanas de idade e observaram melhora da fertilidade,
atribuindo o resultado ao efeito antioxidante do aditivo. Segundo Surai et al. (2003) a
cantaxantina é facilmente transferida para a gema e distribuida para os tecidos do
embrido, resultando em tal efeito.

Outras pesquisas tem enfocado a suplementacdo da matriz e a influéncia
sobre a progénie. Levando em consideracdo que o embrido se desenvolve sem
vinculo materno, pois utiliza apenas os nutrientes presente no ovo (ARAUJO et al.,
2013) e que a qualidade da matriz esta diretamente ligada ao bom desempenho da
progénie, estudos dessa natureza sdo fundamentais no estabelecimento das
correlagdes e, portanto, na definicdo dos programas nutricionais.

Chilante et al. (2012) adicionaram aditivo composto por éleos essenciais de
tomilho, orégano, alecrim e extrato de pimenta na ragdo de matrizes pesadas
durante 10 semanas, iniciando na 262 semana. Os autores observaram aumento na
produgado de ovos e melhor viabilidade do lote, quando comparado ao tratamento
controle sem nenhum aditivo.

Araujo et al. (2013) adicionaram &cido guanidinoacético, precursor da
creatinina, nas dietas de matrizes pesadas e observaram melhora na fertilidade e na
eclodibilidade.

Murakami et al. (2013) suplementaram matrizes pesadas com d6leo de soja e
vitamina E e avaliaram o desempenho produtivo e a qualidade da carcaga da
progénie. Estes autores observaram que a suplementagao de vitamina E melhorou
os atributos da qualidade da carne na progénie.

Além disso, aditivos adicionados na dieta das matrizes podem ser
aproveitados pela progénie ou de alguma forma melhorar a qualidade da dieta. Essa
relacdo matriz e progénie esta cientificamente comprovada e alguns trabalhos

mostram que o peso e os niveis de nutrientes do ovo (VIEIRA e MORAN JR., 1998),
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a qualidade da casca, (BRUZUAL et al., 2000), o peso da casca e dos residuos
(TULLETT e BURTON, 1982), a idade da matriz (MURAKAMI et al., 2013) e a
condigao sanitaria da matriz influenciam na qualidade da progénie e isso pode ter
relacdo direta com o bom desempenho e com a boa qualidade de carne do frango
de corte ao abate.

Portanto, sdo poucos os trabalhos que trazem informagdes sobre o uso de
aditivos nas matrizes e correlacionam com a progénie e €& de fundamental

importancia entender essa dinamica.

2.3 EXTRATOS DE PLANTAS COMO SUBSTITUTO AOS PROMOTORES DE
CRESCIMENTO

A utilizagdo de compostos extraidos de plantas na produgao animal ganhou
mercado com as restricdes ao uso de antibidticos promotores de crescimento,
devido a necessidade da busca por aditivos alternativos, com foco na exploracéo do
potencial antimicrobiano, bem como de outras propriedades das plantas e de seus
respectivos constituintes (CATALAN et al., 2012).

Para entender a utilizagdo de derivados de plantas € necessario
compreender a fisiologia vegetal. As plantas possuem o metabolismo dividido em
primario e secundario. O metabolismo primario é considerado essencial a todas as
especies, tendo carater conservativo e participam destes processos substancias
como carboidratos, lipideos e proteinas. Ja o metabolismo secundario serve para
oferecer um diferencial para as plantas que o tem. No metabolismo secundario sdo
produzidas substancias envolvidas na defesa da planta contra patdgenos,
substancias que atraem polinizadores, que auxiliam na tolerancia a temperaturas
extremas e processos adaptativos e € nesta parte do metabolismo que séao
sintetizadas as substancias conhecidas na nutricdo animal como 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais fazem parte do metabolismo secundario das plantas e
por possuirem atividades imunomoduladoras, antimicrobiana e antioxidante
(BRENES e ROURA, 2010), sao considerados possiveis substitutos dos promotores
de crescimento (TRAESEL et al. 2011).

Apesar da literatura utilizar nomenclatura ampla para esses compostos, os
Oleos extraidos de plantas que possuem atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-

inflamatdria, além de valor nutricional sdo denominados 6leos funcionais. Isso
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porque eles desempenham no organismo animal fungdes distintas, além do valor
energético (BRENES e ROURA, 2010).

Seus efeitos estdo associados aos componentes quimicos secundarios
presentes em todas as partes das plantas ou em areas especificas (KAMEL, 2000).
Esses componentes geralmente sdo complexos e estdo em baixas concentragdes,
com baixo peso molecular, variando de acordo com os grupos de plantas (PEREIRA
e CARDOSO, 2012).

A composicao e a atividade do 6leo essencial varia de acordo com o modo
de extragao e de acordo com fatores préprios da planta e do ambiente em que ela
esta inserida (SILVA et al., 2011).

Kamel (2000) destacou algumas espécies de plantas que possuem
principios ativos e podem trazer beneficios aos animais. Exemplos delas sao o alho,
manjerona, orégano, horteld, alecrim, tomilho, pimenta vermelha e cebola. Murakami
et al. (2014) destacou o uso do extrato da castanha de caju que contém um O6leo
conhecido como liquido da casca da castanha do caju (LCC) e o 6leo de ricino,
extraido da semente da mamona. Silva et al. (2011) avaliou o extrato da aroeira-
vermelha e o classificou como possivel substituto aos antibiéticos promotores.

Portanto, sdo varias as plantas que podem oferecer principios com
propriedades terapéuticas e promotoras. Tais principios podem ser empregados
como substitutos aos promotores de crescimento e na literatura € possivel encontrar
trabalhos que demonstram isso.

Rizzo et al. (2010) verificaram que a inclusdo de extratos vegetais em racoes
para frangos de corte ndo afeta o desempenho e as caracteristicas de carcaca e
estes podem atuar como melhoradores de desempenho zootécnico, quando
comparados aos APC.

Jang et al. (2007) adicionaram déleo essencial a base de timol, extraido do
tomilho em ragbes de frangos e nao encontraram diferengca de resultados
comparando com o grupo controle com adigao do antibidtico colistina.

Murakami et al. (2014) avaliaram a inclusdo da associagao de 6leo de ricino
com o 6leo da casca da castanha do caju em aves desafiadas com coccideos e
concluiram que a associagao destes € uma alternativa viavel na prevencao de
coccidiose, aléem de melhorar o desempenho das aves. Isso indica que extratos

naturais podem ser utilizados em ambientes com alta pressao de infecgao.
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Bess et al. (2012) e Murakami et al. (2014) também demonstraram que a
utilizacado de oleo de caju e mamona melhorou o desempenho de frangos de corte.
Silva et al. (2011) testarem a adigcdo de 6leo essencial de aroeira-vermelha e
concluiram que o composto atua como aditivo alimentar, pois promoveu significativa
melhora na superficie absortiva intestinal e proporcionou diminuigdo no peso relativo
dos intestinos delgado e grosso das aves, quando comparado com as aves
alimentadas sem promotor de crescimento.

Gabriel Jr et al. (2009) utilizaram o extrato de pomelo na ragéo de frangos de
corte, substituindo o antibidtico e verificaram resultados de desempenho
semelhantes aos obtidos com o uso do antibidtico, mostrando a eficiéncia do extrato.

Da mesma forma, alguns trabalhos nao demonstram efeitos positivos com o
uso dos 6leos essenciais. Zhang et al. (2005) administraram uma mistura comercial
com extrato de orégano e ndo observaram efeitos positivos no desempenho das
aves. Jamroz et al. (2006) também ndo observaram efeito dos extratos de carvacrol,
cinamaldeido e capsaicina no desempenho dos frangos de corte.

Outros trabalhos avaliaram o potencial de modulagdo da microbiota. Lépez
et al. (2012) observaram reducdo na contagem de Escherichia coli presente no
intestino de frangos que receberam oleos funcionais de caju na dieta.

Santurio et al. (2007) observaram que os oleos de orégano e tomilho foram
capazes de inibir o crescimento dos principais sorovares de Salmonella, como
Senftenberg, Tennessee, Pullorum e Rissen. Seguindo a mesma linha Zhou et al.
(2000) observaram que a associagdo de cinamaldeido + timol, cinamaldeido +
carvacrol e timol + carvacrol, todos principios ativos extraidos de 6leos essenciais
apresentaram inibigdo contra Salmonela typhimurium.

Alguns autores também encontram resultados positivos para a diminuigao
das unidade formadoras de colbnia de Clostridium perfringens. Esse agente é
responsavel por causar infecgao secundaria, conhecida como enterite necrética, que
na maioria das vezes € letal para as aves. Segundo Mitsch et al. (2004) ao
adicionarem diferentes 6leos essenciais, composto por timol, eugenol, carvacrol,
cucurmina e piperina, em ragdes de frangos alojados em granjas comerciais,
verificaram efetiva redugcdo no numero de unidades formadoras de colbnias para

este agente nos diferentes segmentos intestinais e nas fezes coletadas na cama.
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Mountzouris et al. (2011) demonstraram que a inclusdo de Oleos essenciais
de orégano reduziu a contagem de coliformes e aumentou a contagem de
bifidobactérias e lactobacilos no ceco de frangos de corte, além de uma redugao nas
unidades formadoras de coldnia para Clostridium perfringens. Da mesma forma Silva
et al. (2009) ao utilizarem o mesmo produto (6leo essencial de orégano) na ragéao de
frangos de corte desafiados com Eimeria tenella, observaram redugao na contagem
de oocistos, semelhante ao grupo controle tratados com anticoccidiano.

Além dos efeitos no desempenho zootécnico € na modulagdo da microbiota,
alguns dleos essenciais possuem propriedades anti-inflamatoria e antioxidade.

Bobbio et al. (1992) propuseram que a agdo antioxidante dos oleos
essenciais é semelhante aos antioxidantes sintéticos, agindo na fase de iniciacdo da
reacao de oxidacao, reagindo de forma a interferir na participacdo do oxigénio ou
competindo com os radicais livres dos acidos graxos.

Lewis (1984) também ja afirmava que a atividade antioxidante dos
fitogénicos pode reduzir a deterioragdo da cor da carne e diminuir o grau de
oxidacao da gordura.

A propriedade antioxidante dos 6leos essenciais do alecrim e da salvia foi
avaliada por Bozin et al. (2007). Esses autores verificaram que estes oleos séo
fortes inibidores da lipoperoxidagao e apresentam intensa capacidade antioxidante.

Jirovetz et al. (2006) avaliaram as propriedades antioxidantes da folha do
cravo (Eugenia caryophyllus) e encontraram componentes com atividades
antioxidantes maiores que o hidroxitolueno butilado (BHT), sobre radicais hidroxilas
€ na peroxidacgao lipidica.

Desta maneira, o uso de 6leos essenciais na ragao de aves pode afetar de
forma positiva o desempenho das aves, modular a microbiota intestinal e melhorar a

atividade antioxidante.

2.4 OLEO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU E OLEO DE RIiCINO COMO
SUBSTITUTO AOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Existem diversos principios ativos em diferentes 6leos e € muito provavel
que nao exista somente um mecanismo de acao destes compostos. Desta forma, é

fundamental estudar cada composto, suas propriedades e aplicacoes.
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Um dos extratos de interesse da pesquisa cientifica € o dleo extraido da
casca da castanha do caju. Osmari et al. (2015) cita que ainda sdo escassos 0s
estudos sobre 6leos funcionais da familia Anacardiaceae, representado pelo liquido
da casca da castanha de caju e muita pesquisa ainda deve ser feita para
acompanhar seu potencial.

O caju é um fruto nativo do Brasil, mas foi levado para outros continentes e
seu cultivo se espalhou pelo mundo. Constitui-se de duas partes, o pedunculo floral
que é um pseudofruto e o fruto propriamente dito que é a castanha.

E na castanha que se encontra uma pelicula facilmente removivel e que da
origem ao liquido da casca da castanha do caju, também conhecido como LCC.
Esse liquido além de ser utilizado na nutricdo animal, é utilizados pela industria de
outros setores, como industrias que fabricam tintas, vernizes, resinas, inseticidas,
fungicidas, materiais elétricos, isolantes e adesivos (WALLACE, 2004).

Na maioria dos processos o LCC é obtido por um processo de extragao, por
solvente ou de forma mecénica e seus principais componentes sdo o acido
anacardico, o cardanol e o cardol que podem corresponder até 90% do total do
liquido (LUBI e THACHIL, 2000) e variar em proporg¢des de acordo com o método de
extragdo (MAZZETTO et al., 2009). Segundo Murakami et al. (2014) o composto
metilcardol também esta presente no LCC.

Com relagao aos seus componentes, alguns trabalhos foram desenvolvidos,
0 que resultou em inumeras aplicabilidades na nutrigdo animal. Segundo Kubo et al.
(1993) o acido anacardico tem demonstrado fungbes antitumorais e pode ser
utilizado como preventivo se consumido periodicamente. Toyomizu et al. (2000),
observaram que o acido anacardico tem propriedades semelhantes aos ionéforos na
mitocondria dos microrganismos e pode ser utilizado como um antimicrobiano.
Andrade et al. (2011) citam que este composto possui alta atividade bioldgica, ja que
desnatura as proteinas de microrganismos como as bactérias e fungos. Além dessas
propriedades, Kubo et al. (2006) relataram capacidade antioxidante do acido
anacardico.

Outros componentes do liquido sdo os cardéis, estruturas que possuem um
nucleo aromatico, com até trés saturacdes a partir do carbono 8, semelhantes ao

acido anacardico, porém, se diferenciam em uma hidroxila.
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Andrade et al. (2011) avaliaram in vivo o efeito do cardol e cardanol extraido
do LCC e concluiram que também possuem poder antioxidante. Esse efeito pode ser
explicado pelo fato do cardol ser um lipideo resorcindlico. Esses lipideos tém
mostrado efeitos inibindo tanto as ciclooxigenases (KOZUBEK E TYMAN, 1999) e as
lipoxigenases (DESZCZ e KOZUBEK, 1997) as quais estdo envolvidas na resposta
inflamatoria que € um processo pré oxidativo (BESS et al., 2012).

Nagabhushsa et al. (1995) avaliaram a capacidade do LCC em comparagao
aos ionoforos e observaram que o cardol isoladamente apresenta atividade
antibacteriana, semelhante aos ionéforos.

A atividade antimicrobiana do LCC tem sido atribuida ao numero de
terpendides e de compostos fendlicos (OSMARI et al., 2015).

Para Benchaar et al. (2008) e Osmari et al. (2015) uma importante
caracteristica destes 6leos e seus componentes € seu carater lipofilico que permite o
rompimento dos lipidios da membrana celular bacteriana, desorganizando as
estruturas e tornando-as mais permeaveis, levando a morte bacteriana.

Assim, bactérias gram-positivas podem ser mais suscetiveis aos efeitos
antibacterianos dos 6leos funcionais, pois possuem uma unica camada lipidica,
facilitando a entrada do composto (OSMARI et al. 2015). Porém, seu pequeno peso
molecular, permite ultrapassar a membrana externa de bactérias gram- negativas,
agindo contra elas também (CALSAMIGLIA et al., 2007).

Com relacdo a funcdo antioxidante, Kubo et al. (2006) observaram que o
acido anacardico tem capacidade de quelatar os metais, reduzindo o efeito de
transicao da catalizagao do metal na peroxidacao lipidica. Outro importante ponto é
que no organismo animal, espécies reativas do metabolismo do oxigénio sao
produzidas na redugao do oxigénio molecular a agua (ROSS e MOLDEUS, 1991) e
0 acido anacardico pode reforgar a barreira celular, diminuindo a incidéncia das
espécies reativas no meio intracelular, evitando lesbées pela oxidacao dos tecidos.

Além disso, Calsamiglia et al. (2007) e Osmari et al. (2015) observaram que
0s Oleos podem agir em termos de metabolismo de proteinas e 0 mecanismo de
acao pode estar relacionado com a inibicdo da desaminacido, e da quebra de
peptideos para alguns 6leos em ruminantes. Isso pode se estender para nao
ruminantes e talvez melhorar a deposicdo de proteina muscular, ao invés de

gordura, devido ao melhor aproveitamento da proteina da dieta.
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Lépez et al. (2012) avaliaram a qualidade da carcaga e a microbiota de
frangos suplementados com o LCC e observaram que o produto ndo influenciou as
variaveis produtivas, porém controlou a proliferacdo de E.coli, Clostridium perfringes
e Salmonella spp. no conteudo intestinal dos animais.

Comercialmente o LCC esta disponivel associado ao 6leo de ricino. O dleo
de ricino é extraido da semente da mamona (Ricinus communis) que é uma
oleaginosa originaria da Asia. Ha evidéncias que foi trazida para o Brasil na época
da colonizacdo e desde entdo é cultivada a nivel comercial. E da familia Euforbiacea
e produz sementes ricas em Oleo glicidico, soluvel em alcool, conhecido como éleo
de ricino. No Brasil a mamona pode ser conhecida como mamoneira, ricino,
carrapateira, bafureira, baga e palmacriste, dependendo da regido e a regiao
Nordeste é a principal produtora, sendo responsavel por mais de 90% da producgéo
nacional.

O 6leo de ricino é obtido por um processo de extragao com uso de solvente
e do peso total da semente, 50 % ¢é farelo e 50 % 6leo (BELTRAO, 2002). No 6leo, é
possivel encontrar 90% de sua composi¢gao em acido graxo ricinoleico.

O 4&cido graxo ricinoleico como principal componente, possui uma
caracteristica peculiar. Possui uma hidroxila (OH) ligada na cadeia de carbono,
sendo a Unica planta produzida a nivel comercial que possui essa caracteristica. E
um acido graxo muito parecido ao acido oleico e por este motivo, o acido ricinoleico
€ também chamado hidroxioleico. Possui efeitos laxativos dependendo da
concentracao utilizada (MURAKAMI et al. 2014) e segundo Vieira et al. (2001) pode
funcionar como um iondforo divalente. O mecanismo de agdao de um iondforo
divalente consiste na formacdo de complexos lipideo-soluveis dinamicamente
reversiveis com uma variedade de cations divalentes, sendo que a translocagao de
ions e o rompimento de gradientes iGnicos sdo responsaveis pelos efeitos
terapéuticos e toxicos sobre a membrana das bactérias, coccideos e fungos
patogénicos (PRESSMAN, 1968).

Bess et al. (2012) avaliaram a associagao do LCC com o 6leo de ricino e
observaram que as aves suplementadas com os 6leos desde o primeiro dia idade
apresentaram bom desempenho zootécnico e atribuiram essa melhora aos efeitos

antinflamatorios e antimicrobianos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxila
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Murakami et al. (2014) utilizaram o mesmo produto em aves desafiadas com
Eimeria spp. e observaram que as aves suplementadas antes do desafio e 7 dias
ap6s o desafio apresentaram maior peso e melhor conversao alimentar, além de
menor escore de lesdo de ceco. No trabalho os autores concluiram que a
associacao destes Oleos pode ser considerada um substituto aos melhoradores de
desempenho, bem como uma alternativa aos anticoccidianos.

Sendo assim, fica evidente que esse extrato tem potencial para ser incluso
nas dietas animais, porém mais estudos s&o necessarios para elucidar todas suas

fungbes e modo como age no organismo animal.

2.5 OXIDAGAO E SEUS IMPACTOS NA PRODUGAO AViCOLA

O processo oxitadivo € um processo biolégico normal no organismo animal e
tem como funcéo produzir energia e transformar nutrientes em substrato para todos
os tecidos corporais através do uso do oxigénio. Porém, ao mesmo tempo que o
oxigénio é indispensavel para isso, sua presenca pode ser perigosa em funcéo da
possibilidade de ocorréncia de reagdes de oxidagdo, que resultam na formagao
espécies reativas de oxigénio que sdo ou podem gerar radicais livres (ADAMS,
1999).

A presenca dos radicais livres leva a danos nos tecidos, e esse processo é
conhecido como estresse oxidativo, sendo o resultado do desequilibrio entre os
processos pro-oxidantes e antioxidantes. O desiquilibrio acontece quando as
substancias antioxidantes existentes no meio intracelular (albumina, ceruloplasmina,
vitamina E, vitamina C, vitamina A, betacaroteno, superdxido dismutase extracelular,
glutationa peroxidade e catalase), ndo conseguem inativar todos os radicais livres.

Normalmente, o organismo animal estda em constante contato com os
radicais livres, como consequéncia natural das atividades do metabolismo normal e
como parte estratégica do sistema imune para destruir os microrganismos invasores
(SURAL, 2002).

Os principais substratos para a acao do radicais livres sao lipidios, proteinas
e acidos nucléicos e quando oxidados causam grande prejuizo ao desempenho
normal do animal, o que torna indispensavel o bom funcionamento do sistema

antioxidante.
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Os lipidios compdéem as membranas celulares e quanto maior for a
quantidade de acidos graxos poli-insaturados presentes, maior a probabilidade da
oxidagao lipidica ocorrer, o que torna a carne de frangos extremamente susceptivel
a oxidagao, visto a alta proporgao de acidos graxos poliinssaturados em relagao aos
demais acidos graxos.

A oxidagéo lipidica consiste em uma reagdo em cadeia que ocorre em trés
etapas: iniciagdo, propagacgao e terminacado. A iniciagdo da peroxidagao lipidica
comega pela agao de elementos reativos que retiram um atomo de hidrogénio de um
grupo metil da molécula lipidica, formando um radical livre. Na etapa de propagacao,
o peroxido formado extrai um atomo de hidrogénio de outra molécula lipidica ou de
um acido graxo adjacente para formar um hidroperéxido lipidico, formando um novo
radical livre e propagando a reagdo em cadeia (SURAI, 2002).

Na terceira e ultima etapa, os peroxidos formados reagem uns com o0s
outros para originar produtos secundarios da peroxidagdo (SILVA et al., 1999).
Esses produtos podem ser mensurados e desta forma o processo oxidativo pode ser
quantificado.

Nas matrizes pesadas, o bom desempenho biologico do sistema
antioxidante é muito importante pois o desenvolvimento do embrido depende
completamente dos nutrientes do ovo e 0 ovo pode ter em sua constituicdo até 11%
de lipideos, cerca de 35% do peso da gema. Esses lipidios servem de fonte de
energia e acidos graxos para o embrido e quando ingeridos sofrem isaturagdes
adicionais no figado do embrido para formar os acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa. Altas concentragdo desses acidos graxos aumentam a
susceptibilidade das membranas celulares a degradacgao por perdxidos (FERREIRA,
2010) e podem ter participagao direta no aumento da mortalidade e eclosdo de
pintos com qualidade inferior.

Além disto, os sistemas antioxidativos dos embrides sdo completamente
dependentes do sistema antioxidante da matriz e se baseiam na combinacdo de
varios antioxidantes, que sao facilmente transportados para a gema do ovo e
distribuidos para todos os tecidos do embrido (SURAI, 2003). Esse mecanismo ja foi
demonstrado para nutrientes com capacidade antioxidante. Scher et al. (2009)

suplementaram as matrizes com 25-hidroxi-colecalciferol e cantaxantina e
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observaram menor mortalidade embrionaria, o que pode indicar uma relacio estreita
entre a suplementagdo materna com antioxidantes e a protegdo do embrido.

Além de interferir na qualidade do ovo e do pintinho, o efeito antioxidante
pode prevenir a peroxidagao lipidica da membrana espermatica e comprometer a
fertilidade dos reprodutores, uma vez o dano oxidativo pode comprometer o DNA
espermatico (LUCCHESE et al., 2007). Isso pode ocorrer desde o momento em que
os espermatozoéides sdo formados no testiculo até a ejaculagdo e passagem pelo
trato reprodutivo da fémea (WEIR e ROBAIRE, 2007).

Segundo Surai (2002), a alta concentragao de acidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa no espermatozoide favorece a peroxidagao lipidica, pois as duplas
ligacbes permitem a formagao de radicais livres ao se juntarem ao oxigénio
metabdlico (MCDOWELL, 1989) e segundo Aitken (1995), a fluidez espermatica e a
capacidade fertilizante do galo sédo prejudicadas.

Por outro lado, para o frango de corte, a estabilidade oxidativa é importante
na manutencao da qualidade da carne in natura e principalmente para manter as
propriedades funcionais da carne armazenada.

A deterioracdo pode ocorrer durante a vida do animal ou durante o
armazenamento da carne, devido ao desenvolvimento de alguns microrganismos
deteriorantes ou pela oxidagao lipidica.

A carne de frango € um alimento altamente susceptivel a oxidacao lipidica
em fungdo do elevado teor de acidos graxos insaturados na sua composi¢cao
(MARIUTTI e BRAGAGNOLO, 2009). Dessa forma, a oxidagao lipidica pode
comprometer o valor nutricional e sensorial, bem como a formacdo de compostos
potencialmente toxicos, que comprometem a qualidade da carne e reduzem sua vida
atil (MALAYOGLU et al., 2009). Além disso, segundo Scott et al. (1982) cor, textura
e o valor nutritivo também podem ser prejudicados.

Botsoglou et al. (2002) analisaram o potencial antioxidante do 6leo essencial
de orégano em carnes armazenadas por nove dias e observaram redugao da
oxidacdo lipidica na carne de aves que receberam o 6leo de orégano, quando
comparado ao tratamento controle.

Da mesma forma Kim et al. (2006) avaliaram o potencial antioxidante do a-
tocoferil acetato sobre a carne crua do peito e da coxa de frangos durante 12 dias de

armazenamento e verificaram que o produto possui potencial antioxidante. Além



36

destes, outros estudos verificaram que os Oleos essenciais de cassia (DU e LI,
2008), salvia (FASSEAS, et al., 2007), flor-de-I6tus (HUANG, et al., 2011), oferecem
atividades antioxidades e funcionam como conservantes naturais para carnes.
Levando em consideragcdo a acdo dos extratos relatados, o uso de dleos
essenciais em substituicdo aos APC pode melhorar a qualidade da carne de frango

e garantir uma vida de prateleira maior.

2.6 IMPORTANCIA DA INTEGRIDADE DO EPITELIO INTESTINAL

O eficiente desempenho animal depende da ingestdo e absorgao de todos
0s componentes nutricionais basicos. Para isso, o trato intestinal deve estar integro
e funcional. Além disso, 0 mesmo deve conferir prote¢gao contra agentes patogénicos
presentes no lumen intestinal (BOLELI et al., 2002).

O intestino € o maior érgéo imunoldgico do corpo animal, com 25% da sua
mucosa composta por tecido linfoide, além de conter 70% do sistema imunoldgico
do corpo (JOHNSON, 1987).

Nas aves, a parede intestinal é constituida por quatro tunicas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa (TURK, 1982). O intestino delgado € responsavel
pela maior parte da digestao e da absorgéo e nele sdo encontradas inumeras dobras
na mucosa. As dobras sdo denominadas vilosidades ou vilos, e sua distribuicao
proporciona aumento na superficie de digestdo e absorgéo intestinal (BOARO,
2009). Nos vilos sdo encontradas células conhecidas como enterécitos, células
caliciformes e enteroenddcrinas e estas podem determinar seu tamanho.

Os enterécitos sdo responsaveis pelo transporte dos nutrientes a partir do
lumen. Estas células migram da cripta para o apice do vilo (BOARO, 2009).

O processo de migragao da cripta para o vilo depende de dois processos. O
primeiro processo € de renovagao celular decorrente de células totipotentes
presentes nas criptas e o segundo € decorrente da perda de células por extrusao ou
apoptose. O equilibrio entre esses dois processos determina o turnover, ou seja, a
manuten¢do do tamanho dos vilos. Quanto maior o numero de células, maior o
tamanho do vilo, e pOr consequéncia, maior a area de absorcao de nutrientes
(MAIORKA et al., 2003).
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Levando em consideragdo que esse processo € continuo, devido a
descamacao dos vilos, fica claro que a reposicao celular se faca as custas de
consumo de nutrientes, os quais sao provenientes das reservas energéticas do
organismo da ave e da ragao ingerida. Caso este processo aumente devido algum
fator lesivo a mucosa, pode resultar na pratica, em pior ganho de peso e maior
converséao alimentar (MAIORKA et al., 2003).

Mcbride e kelly (1990) observaram que a manutencdo do epitélio e das
estruturas anexas ao intestino pode custar até 20% da energia bruta consumida.
Desta forma observa-se que a agressdo a mucosa intestinal exerce grande
influéncia sobre a homeostase metabdlica e a produtividade das aves (FERNANDES
et al.,2013).

Durante o processo de renovacgao celular dos vilos as criptas podem se
apresentar mais profundas, como resultado da atividade mitotica e hiperplasia
(MAIORKA et al., 2003). Segundo Uni et al. (2000) um aumento na profundidade da
cripta pode estar relacionado ao aumento da capacidade absortiva do vilo. Ja a
reducao da profundidade pode estar associada a menor necessidade de renovacgao
do epitélio intestinal (FERNANDES et al.,2013).

Para a relagdo vilosidade/cripta intestinal € desejavel que as vilosidades
apresentem-se altas e as criptas rasas (NABUURS, 1995; FERNANDES et al.,,
2013).

Ja as células caliciformes sdo secretoras de glicoproteinas, cuja funcao é
proteger o epitélio da acdo de enzimas digestivas e efeitos abrasivos da digesta
(MAIORKA et al., 2003). Além disso, as glicoproteinas funcionam como uma barreira
a infecgdes, pois impedem o contato direto de microrganismos patogénicos com as
células epiteliais. Quando a mucosa sofre agressao por qualquer tipo de injuria ou
por acdo de enterotoxinas, ocorre um aumento do numero de células caliciformes
nos vilos e com isso aumenta-se a liberagdo de muco (MAIORKA et al., 2003).

No entanto, o desenvolvimento do intestino e seus componentes pode ser
afetado por inumeros fatores como o tipo de dieta, a presenca de aditivo alimentar
ou promotor de crescimento adicionado a ragao, presenca de microbiota bacteriana,
incidéncia de doencgas entéricas (ITO et al.,, 2004) e agentes troficos (MAIORKA et
al., 2008).
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Assim, para entender melhor o comportamento fisioldgico intestinal, frente a
desafios adversos, varias técnicas podem ser utilizadas. Estdo inclusas nestas
técnicas as avaliagbes qualitativas e quantitativas da perda do epitélio intestinal, a
mensuragao de tamanho de vilo e profundidade de cripta, a contagem de células
caliciformes e a avaliagdo das citocinas inflamatorias. Todas com o objetivo de

entender a resposta do intestino frente a desafios entéricos.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar a substituicdo dos antibiéticos promotores
de crescimento por 6leos funcionais sobre o desempenho produtivo e reprodutivo de
matrizes de frangos de corte, efeitos sobre a progénie e em condi¢gdes de desafio

sanitario.

3.2 ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da substituigdo dos antibidticos promotores de crescimento
por 6leos funcionais na dieta de matrizes pesadas e o efeito sobre o desempenho
produtivo, fertilidade, ecloséo e peroxidagao lipidica da gema do ovo de matrizes das
26 as 46 semanas de idade;

Avaliar a suplementagcdo de 6leos funcionais na dieta das matrizes de
frangos de corte sobre o desempenho produtivo, atividade antioxidante, rendimento
de carcaga, qualidade e estabilidade oxidativa da carne da progénie suplementada
ou nao com oleos funcionais.

Avaliar a suplementacao de 6leos funcionais em substituicdo ou associagao
a promotores de crescimento sobre o desempenho produtivo, morfometria da
mucosa intestinal, contagem de células caliciformes, condi¢do inflamatéria da
mucosa, capacidade proliferativa das células intestinais e expressdo génica das

citocinas inflamatérias em frangos de corte submetidos a desafio sanitario.
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CAPITULO I: EFEITO DO USO DE OLEOS FUNCIONAIS EM DIETAS DE
MATRIZES SOBRE PARAMETROS PRODUTIVOS, QUALIDADE DO OVO E
FUNGAO ANTIOXIDANTE

RESUMO

A utilizacdo de antibidticos promotores de crescimento (APC) nas dietas de
matrizes pesadas € controversa e os indices produtivos podem ser prejudicados
pela retirada destes produtos. Para isso, tem se buscado produtos alternativos,
como os 06leos funcionais (OF). O objetivo do trabalho foi suplementar as matrizes
com OF, substituindo os APC e avaliar o efeito sobre os parametros produtivos,
qualidade do ovo e a fungdo antioxidante na gema. Foram alojadas 16400 fémeas e
1722 machos da linhagem Ross AP 95 divididos em dois aviarios, sendo o aviario 1
— Tratamento controle com a adicdo de APC e o aviario 2 — Tratamento com OF.
Para o experimento, foram contabilizados os ovos totais produzidos, os ovos
incubaveis, os percentuais de fertilidade, eclosdo e eclodibilidade. O peso do
pintinho, peso do ovo, percentual de gema, percentual de albumen, espessura da
casca, embriodiagnéstico e a peroxidacgao lipidica da gema também foram avaliados.
A analise estatistica foi realizada através de regressao logistica, utilizando o
procedimento GENMOD do programa SAS. Houve efeito negativo do uso dos OF
(p<0,05) para a produgdo de ovos totais em algumas semanas e nas primeiras
semanas para ovos incubaveis; nas semanas intermediarias e finais houve efeito
positivo na producdo de ovos incubaveis para as aves que receberam OF. Houve
efeito positivo do uso dos OF (p<0,05) para fertilidade, eclosdo, eclodibilidade,
embriodiagnostico e espessura da casca. Para peso do ovo e peso do pintinho
(p<0,05) houve efeito negativo do uso dos OF em algumas semanas. Houve efeito
linear decrescente para os valores de malonaldeido das gemas de ovos que
receberam OF. A adicdo de OF pode ser uma ferramenta para substituir os APC e

melhorar os indices produtivos e a qualidade do ovo de matrizes.

Palavras-chave: APC, atividade antioxidante, matrizes pesadas, 6leos funcionais,

OoVvos
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ABSTRACT

The use of antibiotics growth promoters (AGP) in the diets of broiler breeders
is controversial and productive index may be affected by the restriction of this
products. Thus, it has been sought alternative products, such as functional oils (FO).
The objective was to supplement the breeders with FO, replacing the AGP and
evaluate the effect on production parameters, egg quality and antioxidant function in
the yolk. A total of 16400 females and 1722 males, Ross AP 95 broiler breeders were
divided into two houses according to the treatment, as it follows: 1) control with AGP
and 2) treatment with FO. For the experiment, it was been recorded the total
produced eggs, hatching eggs, fertility percentage, hatching and hatchability. The
weight of the chick, egg weight, yolk percentage, albumen percentage, shell
thickness, embryo diagnosis and lipid peroxidation of the yolk were also assessed
Statistical analysis was performed using logistic regression using the GENMOD
procedure of SAS program. There was negative effect FO (p<0.05) for the total eggs
production in some weeks throughout production and at in the early weeks for
hatching eggs; in the intermediate and final weeks there was a positive effect on the
production of hatching eggs to the birds fed FO. There was a positive effect of the
use of FO (p<0.05) for fertility, hatching, hatchability, embriodiagnosis and shell
thickness. To chick and egg weight, there was a negative effect (p<0.05) of the use
of FO in specific weeks. There was a decreasing linear effect on malondialdehyde
values of egg yolks receiving FO. FO may be a tool to replace AGP and improve

production rates and quality of egg broiler breeders.

Key-words: AGP, antioxidant activity, broiler breeders, functional oils, eggs

INTRODUGAO

Matrizes pesadas fazem parte do inicio da cadeia avicola e os resultados
referentes ao bom desempenho da reprodutora afetam diretamente os indices de
lucratividade das empresas. O desempenho produtivo da matriz é afetado por
diversos fatores, dentre eles sanidade, manejos e nutricdo. Portanto, € necessario
encontrar ferramentas que permitam melhorar o desempenho da reprodutora. A

nutricdo de reprodutoras deve atender as exigéncias da ave, alcangando bom
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desempenho produtivo e, ainda, suprir as necessidades dos embrides e dos pintos
neonatos, originados de seus ovos. O desenvolvimento e a vitalidade do embrido
dependem completamente dos nutrientes contidos no ovo, 0os quais sao originados
da dieta e do metabolismo das galinhas (OVIEDO-RONDON e MURAKAMI, 1998).

Além disso, melhorias na nutricdo da matriz tém um grande efeito
multiplicador, considerando uma produgédo de mais de 150 pintos por ave alojada.
Isto significa que pequenas alteragbes no desempenho dos frangos decorrentes do
melhor aporte de nutrientes maternos tém um impacto muito grande na lucratividade
da cadeia avicola (CALINI e SIRRI, 2007).

Entre as ferramentas utilizadas para garantir a lucratividade do setor de
matrizes pode ser citada a utilizacdo de antibidticos promotores de crescimento
(APC) nas dietas. Porém, sua utilizagdo € controversa e o uso de aditivos naturais
que os substituem ja € uma alternativa viavel.

Poucas pesquisas foram conduzidas substituindo APC por 6leos essenciais
na dieta das matrizes e os resultados obtidos sdo bastante promissores. Chilante et
al. (2012) observaram que o uso de 6leos essenciais extraidos do tomilho, orégano,
alecrim e pimenta aumentou a producao de ovos, reduziu os indices de mortalidade
durante a fase de produgdo de matrizes e reduziu o numero de ovos sujos. Os
autores concluiram que estes 6leos podem ser uma alternativa para melhorar o
desempenho produtivo de matrizes pesadas.

Vasconcelos et al. (2016) suplementaram dietas para poedeiras com acidos
organicos associados a 06leos essenciais em substituicdo aos APC e observaram
que nao houve prejuizos a qualidade dos ovos. Apesar do trabalho ser conduzido
com poedeiras, demonstra que ha um potencial de uso nas dietas para matrizes de
corte. O perfil nutricional do ovo, ou seja, o tipo e a concentracdo de nutrientes
disponiveis para o desenvolvimento do embrido pode influenciar o potencial de
ganho de peso da progénie e as caracteristicas importantes associadas ao
crescimento (FERNANDES et al., 2014).

Além disso, o organismo animal possui um sistema de defesa antioxidante
capaz de neutralizar radicais livres gerados pelos processos fisiolégicos, ndo sendo
eficiente em situacbes de estresse oxidativo intenso decorrente de disfungdes
metabdlicas por motivos diversos (MURAKAMI et al., 2014). A criagdo em ambiente

confinado e a exigéncia por maximos niveis produtivos das matrizes constituem-se
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em potenciais estressores, prejudicando o equilibrio existente entre a formagéao dos
radicais livres, e a producado de antioxidantes nas aves, provocando um fenédmeno
celular de estresse oxidativo.

E importante considerar, que tanto a eclosdo quanto a fertilidade est&o
diretamente relacionadas ao funcionamento do sistema antioxidante na ave
reprodutora e no ovo. Em espécies aviarias, a fémea armazena o espermatozoide
em tubulos de armazenamento também denominados glandulas espermaticas. Ha
evidéncias de que nesses locais ha um sistema complexo de enzimas antioxidantes
e supostamente interage com o esperma luminal para minimizar os danos
decorrentes da peroxidacéo lipidica (BREQUE et al., 2003; PAPPAS et al., 2006).

Esse mecanismo é extremamente importante, visto que, uma grande
proporcdo da membrana espermatica é composta por acidos graxos
poliinssaturados (PUFA) e portanto altamente susceptiveis aos danos induzidos pela
peroxidagao lipidica (SURAI, 2002) que pode alterar a estrutura e a permeabilidade
da membrana, assim como sua fluidez e prejudicar a capacidade de fusao,
necessaria durante a reagdo acrossomal, e consequentemente influenciando a
fertilidade (MAIA e BICUDO, 2009). Outros estudos apontaram ainda uma
importante relacdo entre o DNA danificado pela peroxidagao lipidica com a
mortalidade neonatal precoce (LUCCHESE et al., 2007).

Além disso, os sistemas antioxidativos dos embrides sao completamente
dependentes do sistema antioxidante da matriz (SURAI, 2003). O ovo possui
aproximadamente 35% do peso da gema em lipideos e quando metabolizados pelo
embrido sofrem insaturagbes no figado para formar os acidos graxos poli-
insaturados. Altas concentragao desses acidos graxos aumentam a susceptibilidade
das membranas celulares a degradacao por peroxidos e podem ter participagao
direta no aumento da mortalidade e eclosao de pintos com qualidade inferior.

Levando em consideragao que os antioxidantes fornecidos para a matriz séo
facilmente transportados para a gema do ovo e distribuidos para todos os tecidos do
embrido, € possivel modular a relagdo estreita entre a suplementacédo materna de
Oleos essenciais ou funcionais com a atividade antioxidante e a protecao do
embriao?

Esse mecanismo ja foi demonstrado para nutrientes com capacidade
antioxidante. Scher et al. (2009) suplementaram as matrizes com 25-hidroxi-
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colecalciferol e cantaxantina e observaram menor mortalidade embrionaria,
atribuindo esse efeito ao melhor funcionamento do sistema antioxidante.

Rosa et al. (2012) suplementaram matrizes de frangos de corte com
cantaxantina de 46 a 66 semanas de idade e observaram melhora na fertilidade,
eclodibilidade e menor mortalidade embrionaria.

Segundo Melo e Guerra (2002), a carne de frango também €& muito
susceptivel a oxidacdo lipidica por possuir alta quantidade de acidos graxos
poliinsaturados na sua composi¢cdo, originando radicais livres e promovendo
alteracdes que reduzem o tempo de armazenamento e o valor nutricional da carne.
Dessa forma, busca-se cada vez mais a utilizacdo de antioxidantes para retardar a
oxidacdo das carnes durante o processamento e estocagem, aumentando a vida util
desses produtos.

O ¢6leo da mamona (Ricinus communis) e o da casca do caju (Anacardium
occidentale) sdao compostos naturais que podem ser utilizados como aditivos nas
racdes de matrizes (MURAKAMI et al., 2014).

A molécula farmacologicamente ativa do 6leo de mamona é acido ricinoleico
que demonstra ter agado antimicrobiana (NOVAK et al, 1961), além de funcionar
como um ionoforo divalente (VIEIRA et al., 2001).

No o6leo da casca do caju a molécula ativa € um 6leo rico em compostos
fendlicos conhecido como liquido da casca da castanha do caju (LCC). Este 6leo é
composto por acido anacardico, cardanol, cardol e metilcardol (MURAKAMI et al.,
2014).

Pesquisas tem demostrado atividade antibacteriana do LCC (KUBO et al.,
2003; LOPES et al. 2012), bem como atividade anti-inflamatéria e antioxidante
(AMORATTI et al., 2001). Além disso, o LCC pode funcionar como um agonista e
aumentar a atividade antimicrobiana do 6leo de mamona. Assim, uma mistura de
LCC e de 6leo de mamona foi desenvolvida para uso oral (MURAKAMI et al., 2014).

O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antioxidante dos Oleos
funcionais extraidos do 6leo de mamona e casca de caju sobre o desempenho

produtivo e reprodutivo de matrizes de frangos de corte.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em um matrizeiro comercial, onde todos os
procedimentos com uso de animais foram submetidos a avaliacdo e aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPR - Setor Palotina sob o
protocolo n°® 32/2015.

Foram alojadas 16400 fémeas e 1722 machos da linhagem Ross AP 95,
divididos em dois aviarios semelhantes dentro de um mesmo nucleo, com 8200
fémeas e 861 machos cada. Em ambos os aviarios, as aves foram alojadas com 22
semanas de idade, provenientes da categoria “média” do mesmo nucleo de recria da
granja de matrizes.

As dietas para as fémeas, a base de milho e farelo de soja, foram
formuladas de acordo com as orientagées do manual da linhagem e com a fase de
vida das aves. Somente as fémeas receberam as dietas experimentais, enquanto
que os machos foram alimentados com ragcdo comercial. O programa de ragao foi
dividido em duas fases (Tabela 1), ragcado postura 1 (24 as 42 semanas) e ragao
postura 2 (43 até o final do experimento). O arragoamento com as dietas
experimentais iniciou quando as aves estavam com 24 semanas e foi mantido até as
46 semanas. As dietas experimentais foram constituidas por:

= Aviario 1 - Tratamento A — Controle

= Avidrio 2- Tratamento B — Oleos funcionais
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TABELA 1: INGREDIENTES E COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS DIETAS.

Postura 1 Postura 2
Ingredientes, % Trat A Trat B Trat A Trat B
Milho 63,74 63,74 71,41 71,42
Oleo de Soja 1,77 1,77 - -
Farelo de Soja 19,33 19,33 19,08 19,08
Farelo de Trigo 6,00 6,00 - -
Fosfato Bicalcico 1,09 1,09 1,05 1,05
Sal 0,25 0,25 0,25 0,25
D-Metioninda 0,10 0,10 0,10 0,10
Cloreto de Colina 0,12 0,12 0,10 0,10
Bicarbonato Sodio 0,12 0,12 0,12 0,12
Calcareo 4,00 4,00 3,83 3,83
Calcareo 5mm 2,05 2,05 2,77 2,77
Bacitracina Metileno Dissalicilato 0,05 - 0,05 -
Oleos Funcionais - 0,15 - 0,15
Premix vitaminico e mineral’ 0,50 0,50 0,50 0,50
Composig¢ao nutricional
EM Kcal/kg 2850 2850 2850 2850
PB, % 15,00 15,00 14,50 14,50
GB, % 4,46 4,46 2,81 2,81
Acido Linoleico, % 2,20 2,20 1,29 1,29
Calcio, % 2,80 2,80 3,00 3,00
P disp, % 0,40 0,40 0,38 0,38
Lisina dig, % 0,658 0,658 0,637 0,637
AAS dig, % 0,542 0,542 0,534 0,534
Treonina dig., % 0,487 0,487 0,477 0,477
Triptofano dig., % 0,153 0,153 0,144 0,144
Leucina dig., % 1,218 1,218 1,229 1,229
Isoleucina dig., % 0,566 0,566 0,555 0,555
Arginina dig., % 0,879 0,879 0,843 0,843
Colina, mg/kg 1592,20 1592,20 1479,02 1479,02
Na, % 0,171 0,171 0,170 0,170
Cl, % 0,221 0,221 0,217 0,217
K, % 0,668 0,668 0,617 0,617
Na+K+Cl meq/100g 182,99 182,99 170,75 170,75

FONTE: O autor (2016).

"Mistura vitaminica (Contetido por kg de premix): Vit. A 3.200Ul; Vit. D3 900Ul; Vit.E 32.000mg; Vit.
K3 1.000mg; Vit. B1 1.000mg; Vit. B2 2.400mg; Vit. B6 1.600mg; Vit. B12 8.000,40mcg; Niacina
13.000mg; Acido Pantoténico 4.000mg; Acido Félico 800mg; Biotina 79.992mcg; Antioxidante 13.320.
Mistura mineral (Conteudo por kg de premix): Cobalto 100,10mg; Ferro Total 12.000mg; Cobre Total
4.000mg ; lodo 400mg; Zinco Total 28.000mg; Manganés Total 26.000mg; Selénio Total 80mg ;
Fitase 100,000FTUs.

Na racado controle, foi adicionado 500g/ton de Bacitracina Metileno
Dissalicilato (BMPAC © - MCASSAB: Av. das Nagdes Unidas, 20882 — Szo Paulo/
SP — Brasil). Na racdo com o6leos funcionais, foi incluido uma mistura comercial
composta basicamente de 6leo de ricino + liquido da casca da castanha de caju
(Essential®, US Patente N°. 8,377,485 B2: Oligo Basics Agroind. Ltda., Rua Sérgio
Gasparetto 503, Cascavel, PR- Brasil) em uma inclusdo de 1,5kg por tonelada de

racao, seguindo a recomendacéao do fabricante.
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Ambos os aviarios apresentavam as mesmas dimensodes, de 125mx12m,
climatizados, com placas evaporativas, comedouros tipo calha, bebedouro nipple,
ninhos centrais automaticos, slat e com silos de ragcao separados, que permitiam a
separagao da racao entre os tratamentos e entre fémeas e machos.

O manejo das matrizes, o controle de temperatura, controle de fornecimento
de agua, da ragcdo e toda a coleta de ovos foi realizada de acordo com os
procedimentos padrdes da empresa e similar para ambos os aviarios.

Semanalmente entre a 24? e a 322 e a cada 2 semanas entre a 33% e a 46°
semana, uma amostra de matrizes (3% do lote) era pesada em 3 pontos distintos do
aviario, para determinar o peso médio e a uniformidade geral do galpdo. Da mesma
forma, toda semana uma amostra de 84 ovos por aviario era pesada para determinar
0 peso do ovo. Ambas as pesagens eram utilizadas para o calculo do fornecimento
de racao nos aviarios.

Durante todo o periodo foi mantida a mesma relacdo macho/fémeas nos

aviarios e a mesma densidade de aves.

Desempenho produtivo - Matrizeiro

Diariamente, durante 21 semanas (26% até 46 semana) era realizada a
contagem dos ovos produzidos e dos ovos incubaveis para o calculo do percentual
de producéao diaria total e percentual de ovos incubaveis. A cada 7 dias, obtinha-se

uma média semanal de producéo de ovos.

Desempenho produtivo - Incubatorio

A cada 4 semanas (262, 302, 342, 382 422 e 46?) era realizada a coleta de
5040 ovos por tratamento. Na coleta, eram selecionados somente ovos incubaveis
provenientes de ninho. Ovos sujos, oriundos da cama e com problemas aparentes,
eram descartados. No incubatério, os ovos de cada tratamento foram colocados em
carrinhos de incubacdo com dois compartimentos com 15 andares cada,
comportando 168 ovos por andar. Desta forma, o delineamento experimental no
incubatério foi inteiramente casualizado com 2 tratamentos e 30 repeticdes de 168
ovos para avaliagao da fertilidade, ecloséao, eclodibilidade, embriodiagndstico e peso

do pintinho.
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A incubacéo foi realizada em um incubatorio comercial, em incubadoras de
estagio unico e os procedimentos utilizados seguiram os padrbes da empresa.
Ambos os carrinhos foram identificados e incubados 48 horas apds a coleta dos
OVoOS.

Para a avaliacido da fertilidade, foi utilizado os recursos de scanner da
maquina vacinadora automatica. Aos 18 dias de incubagéo, ao realizar a vacina no
ovo, a maquina automaticamente retirava e contava os ovos claros (inférteis). Os
ovos claros de 6 andares (andar n° 1, 5, 10, 15, 20, 25) dos carrinhos eram
coletados e armazenados para a realizagdo do embriodiagnéstico. Os ovos
previamente vacinados, e portanto, considerado férteis eram transferidos para os
nascedouros em bandejas identificadas, onde permaneciam até o 21° dia de
incubacao.

No 21° dia de incubacgéo apds a ecloséo, era realizada a contagem do total
de pintos viaveis e do total de ovos ndo eclodidos por bandeja em cada tratamento,
seguindo a mesma ordem do carrinho de incubacgéo (30 andares = 30 bandejas). Os
ovos nao eclodidos dos andares 1, 5, 10, 15, 20, 25 eram coletados, identificados e
armazenados para a realizagdo do embriodiagnéstico ao final da contagem de todas
as bandejas de eclosao.

A fertilidade foi calculada tendo como base o numero de ovos claros
(retirados pela maquina vacinadora) de acordo com o numero total de ovos
incubados em cada andar do carrinho de incubagéo. A eclosao, tendo como base o
numero de pintos nascidos de acordo com o numero total de ovos incubados e para
a determinacao da eclodibilidade, contabilizou-se o numero de pintos nascidos de
acordo com o numero total de ovos férteis do andar.

Para a pesagem dos pintinhos recém eclodidos, eram retirados 30 pintos
dos andares 1, 5, 10, 15, 20, 25 de cada carrinho de incubacio. Todas as aves eram
identificadas e pesadas individualmente em balancga eletrénica. Para a avaliacdo do
peso do pinto, a repeticdo era considerada a ave, portanto eram 180 repeticdes por
tratamento a cada 4 semanas.

Para realizagdo do embriodiagnostico, os ovos nao eclodidos retirados pela
maquina vacinadora aos 18 dias de incubagdo e no dia da eclosdo (21 ° dia de
incubacao) dos andares 1, 5, 10, 15, 20 e 25 de cada carrinho, eram quebrados e
classificados de acordo com a planilha de embriodiagndstico fornecida pela empresa
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integradora. Os ovos foram classificados em mortalidade de 0 a 3 dias de incubag&o,
mortalidade de 4 a 10 dias de incubacéo, mortalidade de 11 a 17 dias de incubacao,
mortalidade de 18 a 21 dias de incubacdo e ovos bicados vivos. Todos os valores
foram expressos em percentual do total de ovos do andar do carrinho (168 ovos),

sendo portanto 6 repeti¢gdes por tratamento a cada 4 semanas.

Avaliagcao da qualidade do ovo

A cada 8 semanas (252, 332, 41?2, 49%) uma amostra de 15 ovos por faixa de
peso (pequenos, meédios e grandes) por tratamento era coletada para analise do
peso do ovo, percentual de gema, percentual de albumen e espessura da casca. A
faixa de peso era determinada ainda na granja das matrizes com base no peso
médio, sendo: ovos pequenos (peso inferior a 5% do peso médio); ovos médios
(entre 5% para mais e para menos do peso médio) e ovos grandes (peso superior a
5% do peso médio).

O peso do ovo individual era determinado em balanga eletrénica e apds a
pesagem, era quebrado e separada a gema para pesagem. A casca era lavada,
armazenada em temperatura ambiente por 48h e pesada. O peso do albumen era
determinado pela diferenga entre o peso total do ovo menos o peso da gema e da
casca. O peso absoluto da gema e do albumen foi divido pelo peso do respectivo
ovo, para calculo do peso relativo da gema e peso relativo do albumen.

A espessura das cascas previamente lavadas e secas foi medida com
auxilio de um micrémetro digital (Mitutoyo®) em trés pontos na regigo central de cada
casca.

Para essas anadlises, o ovo foi considerado a repetigcdo, totalizando 45

repeticoes por tratamento a cada 8 semanas.

Avaliagdo da atividade antioxidante

Para a avaliagao da peroxidacao lipidica da gema do ovo fresco foi utilizado
a técnica de quantificagdo de malonaldeido pelo método de TBARS (substancias
reativas ao acido tiobarbiturico). As gemas separadas dos 15 ovos por faixa de peso
foram separadas em 5 pools de 3 ovos cada. De cada amostra (15/tratamento),

eram retiradas sub-amostras de 2,59, as quais eram homogeneizadas com 10ml de
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solucdo de acido tricloroacético (TCA) e 250ul BHT (hidroxitolueno butilado). O
sobrenadante era filtrado e aliquotas de 3 ml eram tratadas com 3 ml de solucéo de
acido tiobarbiturico (TBA), homogenizadas e colocadas em banho maria (80°C) por
40 minutos, esfriadas e medidas em espectrofotometro a 538nm. O resultado foi
expresso em miligramas de malonaldeido (MDA) por grama de amostra. Todo o

processo foi realizado conforme a adaptagdo da metodologia de Vyncke (1970).

Analises estatisticas

Os dados foram analisados através de regressado logistica, utilizando o
procedimento GENMOD do programa SAS (SAS Institute, 2002) com nivel de 5% de

significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do percentual de producdo de ovos totais podem ser
visualizados na Figura 1. As curvas apresentaram comportamento quadratico, de
acordo com 0 que se esperava para uma curva de produgao de matrizes pesadas.
Houve diferenga estatistica (p<0,05) nas semanas 26, 28, 29, 30, 34, 35, 36, 37, 40,
41, 43 e 46 onde as aves do tratamento controle apresentaram maior percentual de
produgdo de ovos quando comparadas com as aves que receberam Oleos

funcionais. Nas demais semanas nao houve diferenca entre os tratamentos.
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FIGURA 1: PERCENTUAIS DE PROQUQAO TOTAL DE OVOS PROVENIENTES DE MATRIZES
SUPLEMENTADAS COM OLEOS FUNCIONAIS E DIETA CONTROLE ENTRE AS
SEMANAS 26 E 46 DE PRODUCAO

C: Y=ol7.0723-0,0128+0,5155:-0,0078x2) 4 4 g (-7, 0722-0,0128+0, 515560007824 ) )
OF - ¥=g/-T.0T23+0,51480,00T8x2) 4 o (-T.0TZ2+D,5148c0,00TEx31 ) )
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FONTE: O autor (2016).

Os resultados encontrados neste experimento sao diferentes dos resultados
de Chilante et al. (2012). Os autores suplementaram matrizes pesadas com 6leos
essenciais de tomilho, orégano, alecrim e extrato de pimenta e observaram maior
produgdo de ovos, quando comparado ao tratamento controle, sem a adicdo de
promotores. Os autores atribuiram a maior producdo a eubiose do trato
gastrointestinal, afirmando que essa interagdo é diretamente proporcional com a
saude da camara calcifera e consequentemente com a maior produgéo de ovos.

Além dos principios ativos que compdem os aditivos fitogénicos utilizados
nos dois estudos diferirem, no presente estudo, a dieta controle foi acrescida de
APC, enquanto no estudo de Chilante et al. (2012), a dieta controle ndo foi
suplementada com aditivo promotor do crescimento. Essa variagdo na composi¢cao
dos aditivos é o suficiente para causar graus de susceptibilidade das bactérias gram-

7

positivas e gram-negativas. Assim, & importante também considerar que o APC
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utilizado foi mais eficiente em modular a microbiota intestinal e em consequéncia a
disponibilidade de nutrientes que pode ter resultado na maior producio de ovos.

O melhor efeito do APC pode estar atrelado a condicdo da microbiota de
aves de ciclo longo. Segundo Pedroso et al. (2016) ha variagbes na composigédo da
microbiota com a idade da ave. Assim, aves de ciclo longo podem oferecer
particularidades microbioldgicas que dificultam a agdo antimicrobiana dos o6leos
funcionais.

Os resultados do percentual de produgdo de ovos incubaveis estao
demonstrados na Figura 2. Houve diferenga estatistica (p<0,05) nas semanas 26,
27, 28, 29, 30, 32, 33, 35, 37, 38, 39, 40, 41, 44 e 46. Nas semanas iniciais (26, 27,
28, 29,30 e 32) as aves que receberam dieta controle apresentaram um maior
percentual de aproveitamento. Entretanto, nas semanas intermediarias e finais (33,
35, 37, 38, 39, 40, 41, 44 e 46) as aves que receberam Oleos funcionais
apresentaram um maior aproveitamento de ovos para a incubagdo quando

comparadas as aves da dieta controle.

FIGURA 2: PERCENTUAIS DE I?RODUC,’:\O DE OVOS INCUBAVEIS DE MATRIZES
SUPLEMENTADAS COM OLEOS FUNCIONAIS E DIETA CONTROLE ENTRE AS
SEMANAS 26 E 46 DE PRODUCAO
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Tais resultado remetem um efeito acumulativo do consumo de Oleos
funcionais, quando comparado a dieta controle. O melhor aproveitamento nas
semanas pos pico de producado pode estar relacionado a melhor qualidade do ovo,
como menor numero de ovos deformados (Dados ndo demonstrados).

Os resultados do percentual de fertilidade dos tratamentos estéo
demonstrados na Figura 3. Houve diferenca estatistica (p<0,05) nas semanas 38 e
46, onde as aves que receberam Oleos funcionais na dieta, apresentam maior
fertilidade quando comparadas ao tratamento controle.

FIGURA 3: PERCENTUAIS DE FERTILIDADE DE OVOS INCUBAVEIS PROVENIENTES DE
MATRIZES SUPLEMENTADAS COM OLEOS FUNCIONAIS E DIETA CONTROLE ENTRE
AS SEMANAS 26 E 46 DE PRODUGAO.
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Da mesma forma que para o numero de ovos incubaveis, o efeito da
utilizagcdo dos 6leo funcionais foi acumulativo. A melhora no indice de fertilidade
pode estar relacionada ao efeito antioxidante dos O&leos em proteger o
espermatozoide da oxidagéo lipidica no trato reprodutivo da fémea (BREQUE et al.,
2003).

Os galos nao receberam o tratamento e o efeito antioxidante sobre os
espermatozoides pode ter ocorrido nas glandulas hospedeiras utero-vaginais da

fémeas. Segundo Bakst et al. (1994) a galinha pode armazenar espermatozoides
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nas glandulas hospedeiras utero-vaginais e do infundibulo por um longo periodo
apods a copula, mantendo a producao de ovos férteis por varias semanas.

Assim, a duragao da sobrevivéncia espermatica pode ser afetada por fatores
intrinsecos do macho ou da fémea (RUTZ et al., 2007) e a redugdo na produgao de
ovos férteis nas aves que receberam a dieta controle pode estar associada a
provavel redugédo da habilidade de reter espermatozoides viaveis nas glandulas da
juncao utero-vagina, local de estocagem dos espermatozoides (FASENKO et al.,
1992)

Segundo Surai (2002), a alta concentragao de acidos graxos poliinsaturados
de cadeia longa no espermatozoide favorece a peroxidagéao lipidica, pois as duplas
ligacbes permitem a formagao de radicais livres ao se juntarem ao oxigénio
metabdlico (MCDOWELL, 1989) e segundo Aitken (1995), a fluidez espermatica e a
capacidade fertilizante sdo prejudicadas. Isso pode ocorrer desde 0 momento em
que os espermatozoides sdo formados no testiculo, até a ejaculacédo e passagem
pelo trato reprodutivo da fémea (WEIR e ROBAIRE, 2007).

Segundo Kirby et al. (1998), a melhora da fertilidade pode estar relacionada
também com a qualidade dos ovos, mostrando que ha também essa possibilidade
para justificar os resultados encontrados.

Os resultados do percentual médio de eclosdo dos tratamentos podem ser
visualizados na Figura 4. Houve diferenca estatistica (p<0,05) nas semanas 26, 30 e
46 onde as aves que receberam o tratamento com a adicdo de dleos funcionais,

apresentaram maior eclosdo, quando comparadas com o tratamento controle.
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FIGURA 4: PERCENTUAIS DE ECLOSAO DE MATRIZES SUPLEMENTADAS COM OLEOS
FUNCIONAIS E DIETA CONTROLE ENTRE AS SEMANAS 26 E 46 DE PRODUCAO
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FONTE: O autor (2016).

Resultados semelhantes foram encontrados por Chilante et al. (2012), os
autores observaram que matrizes suplementadas com Oleos essenciais,
apresentaram eclosio superior ao tratamento controle, sem a adi¢cao de aditivos as
30 semanas de vida.

Sao varios os fatores que podem interferir na eclosdo. Segundo McDaniel
(2002) as principais causas responsaveis por perdas de eclosao, estao relacionadas
a infertilidade (40%), seguida por mortalidade embrionaria precoce (27%),
intermediaria (6%), tardia (20%) e descarte e refugos (7%).

Levando em consideracao os dados de fertilidade da Figura 3, & possivel
afirmar que a melhora da eclosdo nos periodos finais de produgao (46 semanas)
pode estar relacionada a melhor fertilidade das aves que receberam oleos
funcionais, corroborando com a afirmacéo de McDaniel (2002).

Nas semanas iniciais (26 e 30 semanas), a melhor eclosdao pode estar
relacionada ao menor numero de ovos bicados vivos (Figura 6 - E).

Os resultados de eclodibilidade podem ser visualizados na Figura 5. Houve

diferenga estatistica (p<0,05) entre os tratamentos nas semanas 26 e 46. Em ambos
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os periodos as aves suplementadas com O6leos funcionais apresentaram maior
eclodibilidade. Isso significa que os Oleos funcionais podem melhorar o

desenvolvimento do embrido e diminuir a mortalidade embrionaria nestes periodos.

FIGURA 5: PERCENTUAIS DE ECLODIBILIDADE DE MATRIZES SUPLEMENTADAS COM OLEOS
FUNCIONAIS E DIETA CONTROLE ENTRE AS 26 E 46 SEMANAS DE PRODUCAO.
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FONTE: O autor (2016).

Os resultados do embriodiagnéstico podem ser visualizados na Figura 6.
Houve diferenga estatistica (p<0,05) para a varidavel mortalidade de 0 a 3 dias
(Figura 6 — A) de incubac&o nas 46 semanas. Ovos provenientes de matrizes que
receberam o tratamento controle, apresentaram maior percentual de mortalidade
inicial, quando comparado com as aves do tratamento com 6leo funcionais. Também
houve efeito significativo (p<0,05) para a variavel ovos bicados vivos (Figura 6 — E)
nas 26 semanas, onde os ovos provenientes de matrizes que receberam a dieta
controle, apresentaram maior percentual de ovos bicados vivos, quando comparado
com 0s ovos provenientes de matrizes que receberam oleos funcionais. Para as
demais variaveis do embriodiagndstico, ndo houve diferenga estatistica entre os

tratamentos.
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FIGURA 6: EMBRIODIAGNOSTICO DE OVOS INCUBADOS PROVENIENTES DE MATRIZES
SUPLEMENTADAS COM OLEOS FUNCIONAIS E DIETA CONTROLE ENTRE AS

SEMANAS 26 E 46 DE PRODUGAO

A C: Y=gl6.5115009310.53320:0.007x2) | 4.g(6.5115-0,0931-05332x:0 007352 )
OF: {/=g/65115:054200:00073¢2) {4 gl6 51150.5429x:0.0073¢2)1 )
800
X
o 6,00
o
T
o400
© S - =™ -
© 2,00
0]
T
30,00
@ 26 30 34 38 42 46
§ Semanas

= Controle = = =Oleo Funcional

C: V=gt 11227340 514140.3650.00512)4 4 1227340 51414036510 052)1 ()
OF: Y=g+ 1227340 381960 0052 { 4 g{-1.2273+0.3819x0 0052/ )

26 30 34 38 42 46
Semanas

Mortalidade 11 a 17 dias (%)

= Controle = = =0leos Funcionais

C:?:e(0,5208+0,2256-0 2479x+0,003x2)/ 1 +e(0,5208*(0,2256-0,2479#0‘003x2)1 00
OF: Y:e(O,SZOB-O 2444x+0,0031x2)/ 1+(0.5208-0,2444x+0,0031 x2)1 00

g,
(0]
!
025
o
w2
<
815
3
5 1
E 26 30 34 38 42 46
2 Semanas
= Controle = = =Qleos Funcionais
C:Y:e(&w 9—0.3204-0‘3367%0,0041x2)/1 +e(3‘2519-0‘3204-0‘3367%0.0041)(2)1 00
D OF: /=¢3:2519-0,3464140,0041x2) | +(32519:0,3464x0,0041:2)4 )
§ 45 \
g4
T35
N3
®
© 29
% 2 — = - - -
g 15
2
]
18 26 30 34 38 42 46
2 Semanas
= (Controle = = =()leos Funcionais

C: Y=gl1.5804+2.268-0.4937x:0.0067x2) 4 (1. 5804+2.268-0.4937:0.0067x2) ()
OF: Y/=¢l15804-0.4387x40,0067x2) 4 + 1 5804-0.4387x+0,0067:2)1 )

rm
o

9

9 1

2

205

0

T

g0

el

p 26 30
0

>

0

= (Controle

- -
St ccccccc==—"

38 42 46

Semanas

= = =()leos Funcionais

FONTE: O autor (2016).



58

Ambos os resultados estédo diretamente ligados a diferenga encontrada para
eclodibilidade neste mesmo periodo, justificando o efeito positivo da suplementagéo
de dleos funcionais na dieta das matrizes.

Com o embriodiagndstico, € possivel verificar, nos ovos nao eclodidos,
quando houve mortes de embrido. A partir do conhecimento do periodo em que
aconteceu a mortalidade € possivel tomar as medidas necessarias (GONZALES,
2005). Nestes casos, a mortalidade embrionaria em qualquer fase de incubacgéo e o
percentual de ovos bicados vivos impacta diretamente na eclosao e na eclodibilidade
(MCDANIEL, 2002).

As médias de mortalidade embrionaria precoce deste trabalho foram
semelhantes as descritas por Macari e Gonzales (2003) e superiores as
preconizadas pela linhagem, em torno de 3,5% no periodo (0 a 3 dias de incubagéo).

Mortalidades embrionarias de 0 a 3 dias de incubacado estdo diretamente
ligadas a eficiéncia produtiva da fémea e a qualidade dos ovos. A ma qualidade do
albumen pode ter influéncia direta na mortalidade de 0 a 3 dias. Além disso, a
mortalidade nesta fase pode ser justificada pela menor sensibilidade do embrido
proveniente de matrizes suplementadas com dleos funcionais. Neste periodo ocorre
a formacéo do alantoide, 6rgao respiratorio que forma uma rede de vasos capilares
na membrana interna da casca dos ovos, responsavel pela eliminacao do didxido de
carbono e pelo aporte de oxigénio para o embrido. Nesta etapa, qualquer alteragao
pode resultar em acumulo de dioxido de carbono no sangue do embrido, causando a
mortalidade precoce (MACARI e GONZALES, 2003).

A diminuicdo da mortalidade na categoria bicados vivos provenientes de
matrizes suplementadas com 6leos funcionais na fase final de incubagao, pode ser
associada a maior protecao antioxidante. Segundo Visschedijk (1968), a mudanca
da respiragdo corioalantéica para respiracao pulmonar aumenta em 60% a
aceleracdo do metabolismo oxidativo. Nesta mesma fase o desenvolvimento do
embrido esta associado ao consumo de acidos graxos poliinsaturados (SPEAKE et
al., 1998) e pode ocorrer portanto uma excessiva produgdo de radicais livres que
pode resultar na peroxidacdo lipidica e a suplementacdo materna com Oleos
funcionais melhorou a capacidade antioxidantes da progénie.

Segundo Cardoso et al. (2002), quanto mais velha a matriz, maior o

percentual de gema e consequentemente, maior a concentragdo de proteinas e
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fosfolipidios no ovo. Tais substancias sao importantes no terco final da incubagao,
que se caracteriza pela transferéncia de nutrientes do saco vitelinico para o embrido,
determinando assim melhor desenvolvimento embrionario das aves (APPLEGATE e
LILBURN, 1996).

Para a quebra da casca, o embrido necessita energia e forga fisica, que &
proveniente do aporte nutricional do conteudo do ovo. Ovos com baixa qualidade de
lipidios retardam o desenvolvimento embrionario (ROCHA et al. 2013), o que pode
estar diretamente relacionado a ocorréncia do maior numeros de ovos bicados vivos.

Embora ndo observado diferenca estatistica para mortalidade de 4 a 11 dias
e de 12 aos 17 dias, as meédias encontradas neste trabalho foram menores que a
média de mortalidade precoce, corroborando com Macari e Gonzales (2003), que
afirmaram que o indice de mortalidade intermediario compreendido para os autores
no periodo entre o 8° e 0 14° dia de incubacdo € bem menor que os indices de
mortalidade precoce. Para ovos bicados vivos, a média encontrada neste trabalho
para ambos os tratamentos manteve-se muito perto do percentual preconizado pela
linhagem que é de 1%.

Para a mortalidade no periodo final (18° aos 21° dias de incubagado) as
meédias encontradas neste trabalho ficaram levemente abaixo das preconizadas pela
linhagem, que deve ser em torno de 3 %.

Os resultados de peso dos ovos podem ser visualizados na Figura 7. Houve
efeito significativo (p<0,05) na semana 33, onde os ovos provenientes de matrizes
que receberam a dieta controle apresentaram peso superior aos ovos das matrizes
que receberam dietas com 6leos funcionais. Nas demais semanas nido houve efeito

significativo (p>0,05).
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FIGURA 7: PESO DOS OVOS PROVENIENTES DE MATRIZES SUPLEMENTADAS COM OLEOS
FUNCIONAIS E DIETA CONTROLE ENTRE AS SEMANAS 25 E 49 DE PRODUCAO
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Os resultados do percentual de gema, albumen e espessura da casca do
ovo podem ser visualizados na Figura 8. Nao houve efeito entre os tratamentos para
as variaveis percentual de gema e percentual de albumen entre os tratamentos.
Para espessura da casca houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
na semana 26, onde ovos provenientes de matrizes suplementadas com Oleos
funcionais apresentaram maior espessura de casca, quando comparados aos ovos

provenientes das matrizes que receberam dieta controle.
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FIGURA 8: PERCENTUAL DE GEMA, ALBUMEN E ESPESSURA DA CASCA DE OVOS
PROVENIENTES DE MATRIZES SUPLEMENTADAS COM OLEOS FUNCIONAIS E
DIETA CONTROLE ENTRE AS SEMANAS 25 E 49 SEMANAS.
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A maior espessura de casca, esta relacionada ao menor tamanho dos poros
e consequentemente a menor perda de umidade e calor pelo ovo durante o
processo de incubacdo. Segundo Peebles e Brake (1985), essas caracteristicas
estao diretamente ligadas a morte embrionaria.

Além disso, os resultados para ambos os tratamento corroboram com a
afirmacdo de Barbosa et al. (2012), que avaliaram que ovos provenientes de
matrizes jovens apresentam menor espessura de casca e com o envelhecimento da
matriz, os ovos produzidos sao maiores e consequentemente as cascas sdo menos
espessas.

Os resultados do peso dos pintinhos podem ser visualizados na Figura 9. O
peso do pinto para ambos os tratamentos aumentou com o avangar da idade da
matriz, 0 que ja era esperado para uma curva normal de peso de pintinho. Houve
diferencga estatistica nas semanas 26, 30, 38 e 46, onde os pintinhos provenientes
de matrizes que receberam a dieta controle, apresentaram maior peso, quando

comparados aos pintinhos provenientes das aves que receberam 6leos funcionais.

FIGURA 9: PESO DOS PINTINHOS PROVENIENTES DE MATRIZES SUPLEMENTADAS COM
OLEOS FUNCIONAIS E DIETA CONTROLE ENTRE AS SEMANAS 26 E 46 DE
PRODUCAO
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Embora a diferenca estatistica do peso do pintinho ndo aconteceu nas
mesmas semanas que o peso do ovo, pressuponha-se que ambas estdo
diretamente relacionadas, visto que nao foi possivel fazer o controle preciso de
ambos na mesma semana.

Tal relagcdo ja € conhecida e apenas corrobora com os resultados da
literatura, como a afirmagéo de Maiorka et al. (2003), que diz que o peso do pintinho
pode estar diretamente relacionada ao peso do ovo. Trabalhos demonstram que o
peso do pinto representa entre 66 e 71% do peso do ovo (MARINHO et al., 2008;
PAPPAS et al., 2006).

Segundo Leandro et al. (2006) o maior peso inicial do pinto de corte favorece
o desempenho posterior dos frangos e resulta em maior peso final de carcaca.
Outros autores como Gonzales et al. (2003) relacionaram o peso do pintinho com o
melhor desempenho somente até os 7 dias de idade. Portanto, ainda ha
contradicdes em relagao a influéncia do tamanho do pintinho sobre o desempenho
do frango de corte e essa diferenca pode nao ser significativa em pintinhos
provenientes de ovos de boa qualidade, que consequentemente, indiferente do
tamanho do ovo, produzem pintos de alta qualidade.

Segundo Meijerhof (2010), a qualidade do pintinho esta diretamente
relacionada com o resultado final do frango de corte. Para isso, algumas empresas
tem adotado medidas que verificam a qualidade do pintinho pds eclosdo. Um
exemplo disso, € a metodologia Escore Pasgar®' Essa metodologia € baseada em
uma criteriosa avaliagdo pos eclosdo em que o avaliador pontua a qualidade das
aves, baseado nas caracteristicas do umbigo, do reflexo da aves, da presencga de
lesdes na perna e no bico e no grau de absor¢cao da gema. Segundo o manual do
Escore Pasgar®, as notas vao de 0 a 10 e o ideal para se ter uma boa qualidade do
pintinho € a nota 9.

Os resultados da concentragdo média de malonaldeido (MDA) na gema dos
ovos podem ser visualizados na Figura 10. Foi observado comportamento linear
decrescente na concentragdo de MDA na gema dos ovos para as aves que
receberam Oleos funcionais na dieta e para as aves que receberam dieta controle foi

observado um comportamento quadratico.
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FIGURA 10: CONCENTRAGAO DE MALONALDEIDO (TBARS — MG/MDA/G DE GEMA) EM OVOS
PROVENIENTES DE MATRIZES SUPLEMENTADAS COM (?LEOS FUNCIONAIS E
DIETA CONTROLE ENTRE AS SEMANAS 25 E 49 DE PRODUCAO.
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Esse comportamento linear decrescente dos 6leos funcionais sobre a
concentracdo de MDA demonstra claramente que a suplementagdo dos Oleos
funcionais deve ser a longo prazo para que efeitos como aqueles observados nesse
estudo para a produgéo de ovos incubaveis e fertilidade sejam perceptiveis.

Por outro lado, o consumo da dieta controle resultou em menores niveis de
MDA até o pico de produgado. Entretanto, com a queda do pico de produgado, houve
um aumento na concentracido de MDA, demonstrando que os sistemas de protecao
antioxidante do ovo, com o aumento da idade, foram se tornando menos eficientes
em conter a cascata de oxidagao biologica.

Esse resultado é semelhante aos encontrados por Freitas et al. (2013) que
forneceram O6leos essenciais e extratos de plantas na dieta de poedeiras e
observaram que os compostos antioxidantes foram transferidos para o ovo,
reduzindo a quantidade do composto MDA e, consequentemente, retardando a
oxidacao lipidica.

O comportamento linear decrescente para as aves alimentadas com o6leos
funcionais corrobora com a citagdo de Trevisan et al. (2006) que relataram que a
capacidade antioxidante do acido anacardico, um dos componentes dos oleos
funcionais que compbe o aditivo utilizado nesse estudo, esta relacionado com a

inibicdo da producao de superoéxido.



65

O mecanismo de atividade antioxidante dos oleos funcionais ainda nao esta
suficientemente estabelecido, principalmente quando suplementados em dietas de
matrizes de frangos de corte. Muito ainda precisa ser esclarecido, como o nivel e
proporgao ideal de inclusdo, a utilizagdo de misturas ou compostos separados, as
interacdes com os ingredientes da dieta, o exato mecanismo de agdo, toxicidade,
além da necessidade de conhecer de forma mais sistematica a transferéncia dos
principios ativos para a gema e o metabolismo embrionario.

A base bioquimica da transferéncia de nutrientes dos tecidos da reprodutora
para o ovario e para o oviduto implica a sintese e exportacdo de proteinas com
capacidade de ligar-se a nutrientes especificos. O embrido desenvolve mecanismos
especificos de mobilizagao de vitaminas e minerais armazenados no ovo e também

implica a sintese e transporte de proteinas com capacidade de ligagao especifica.

CONCLUSOES

A suplementacdo das matrizes com oleos funcionais diminui o percentual de
producgao total de ovos e melhora o aproveitamento dos ovos incubaveis a partir das
33% semanas.

Matrizes que receberam os 6leos funcionais apresentaram maiores indices
de eclosao, eclodibilidade e fertilidade, quando comparadas ao tratamento controle.

A suplementacao das matrizes com 6leos funcionais diminui o percentual de
mortalidade embrionaria inicial e o percentual de ovos bicados vivos.

Ovos provenientes de matrizes que receberam oleos funcionais possuem
composi¢cdo semelhante aos ovos provenientes de matrizes que receberam dieta
controle. Ovos provenientes de matrizes que receberam o6leos funcionais
apresentam cascas mais espessas.

Pintainhos e ovos provenientes de matrizes suplementadas com &leos

funcionais sdo menores, quando comparados com o tratamento controle.
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CAPiT’ULO Il - AVALIAGAO DA PROGENIE DE MATRIZES SUPLEMENTADAS
COM OLEOS FUNCIONAIS SOBRE DESEMPENHO PRODUTIVO, RENDIMENTO
DE CARCACA, QUALIDADE DA CARNE E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

RESUMO

A proibicdo do uso dos promotores de crescimento por parte de alguns
paises importadores tem resultado na procura por produtos naturais que possam
garantir o mesmo desempenho zootécnico e sanitario das aves. O objetivo do
trabalho foi avaliar a suplementacédo de dleos funcionais na dieta das matrizes e da
progénie e seu efeito sobre o desempenho produtivo, a atividade antioxidante, o
rendimento de cortes e a qualidade e estabilidade oxidativa da carne. Foram
alojados 1440 pintos distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 2 (dieta materna suplementada ou ndo com 6éleos funcionais vs
dieta da progénie suplementada ou ndo com o6leos funcionais) totalizando 4
tratamentos, 9 repeticbes e 36 unidades experimentais com 40 aves cada. Os
tratamentos consistiram de: Tratamento A: Dieta materna controle com bacitracina
metileno dissalicilato + dieta da progénie controle com enramicina, Tratamento B:
Dieta materna controle com bacitracina metileno dissalicilato + dieta da progénie
com o6leos funcionais, Tratamento C: Dieta materna com 6leos funcionais + dieta da
progénie controle com enramicina e Tratamento D: Dieta materna com oleos
funcionais + dieta da progénie com odleos funcionais. A analise estatistica dos dados
foi realizada pelo procedimento GLM do software SAS. A suplementagdo com dleos
funcionais resultou em desempenho produtivo semelhante aos 42 dias de idade.
Houve interagcdo entre os tratamentos para os valores de DPPH (p<0,05). A
suplementagcdo de dleos funcionais na dieta materna ou na dieta da progénie
melhorou a atividade antioxidante. Aves provenientes de matrizes suplementadas
com Oleos funcionais apresentaram maior (p<0,05) peso de carcaga e peso de coxa
aos 42 dias de idade. A suplementacao da dieta da progénie com 6leos funcionais
reduziu (p<0,05) o rendimento da carcaga dos frangos ao abate, independente da
suplementagdo materna. Nao houve efeito significativo (p>0,05) dos tratamentos
para o rendimento de cortes nobres e deposicdo de gordura. A qualidade e a
estabilidade oxidativa da carne in natura e armazenada nao foi alterada pela

suplementacado de éleos funcionais (p>0,05) na dieta materna ou da progénie. A
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inclusdo de odleos funcionais na dieta materna pode contribuir com a protecao
antioxidante da progénie e a suplementagao desses aditivos na dieta dos frangos de
corte proporciona desempenho zootécnico semelhante aos antibioticos promotores

do crescimento.

Palavras-chave: atividade antioxidante, desempenho produtivo, 6leos funcionais,

promotor de crescimento

ABSTRACT

The ban of the use of antibiotic growth promoters by some importing
countries has resulted in the search for natural products that can guarantee the same
livestock health and performance of the birds. The objective was to evaluate the
supplementation of functional oils in the diet of female breeders and offspring and
their effect on performance, antioxidant activity, cuts yield and quality and oxidative
stability of meat. 1440 chicks were distributed in a completely randomized design in a
2 x 2 factorial scheme (diet supplemented or not with functional oils versus offspring
diet supplemented or not with functional oils) totaling 4 treatments, 9 replicates and
36 experimental units with 40 birds each. The treatments consisted of: Treatment A:
Maternal diet control with bacitracin methylene disalicylate + offspring control diet
with enramycin, Treatment B: Maternal diet control with bacitracin methylene
disalicylate + offspring diet with functional oils, Treatment C: Maternal diet with
functional oils + offspring diet control with enramycin and treatment D: Maternal diet
with functional oils + offspring diet with functional oils. Statistical analysis was
performed by SAS software GLM procedure. Supplementation with functional oils
resulted in similar performance at 42 days of age. There was an interaction between
treatments for DPPH values (p <0.05). Supplementation of functional oils in the
maternal diet or the offspring of the diet improved antioxidant activity. Birds from
supplemented female breeders with functional oils had higher (p <0.05) carcass
weight and thigh weight at 42 days of age. Supplementation of the offspring diet with
functional oils reduced (p <0.05) the carcass weight at slaugthter, regardless of
breeder supplementation. There was no significant effect (p> 0.05) of treatments for
yield of noble cuts and fat deposition. The quality and oxidative stability of fresh beef

and stored was not altered by supplementation of functional oils (p> 0.05) in the
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maternal diet or offspring diet. The inclusion of functional oils in the maternal diet can
contribute to the antioxidant protection of offspring and supplementation of these
additives in the diet of broilers provides similar animal performance antibiotic growth

promoters.

Key-words: antioxidant activity, productive performance, functional oils, growth

promoter

INTRODUCAO

A producéo brasileira de carne de frango representa 1,5% do PIB (produto
interno bruto) segundo a Avisite (2016). Atualmente o Brasil € o segundo maior
produtor e o maior exportador de carne de frango do mundo, com proje¢des para um
aumento de 1,6% ao ano no periodo de 2013 a 2022 (OECD-FAOQO, 2015).

Atrelado a demanda, o consumidor exige qualidade, o que obriga o setor a
buscar um equilibrio entre custos e qualidade do produto que chega a mesa do
consumidor. Assim, a produgdo de aves passou a utilizar ferramentas nutricionais,
genéticas e infraestrutura que permitiram melhorar o ganho de peso, a conversao
alimentar e a composigcao de carcaga. Neste contexto, a utilizagdo de antibidticos
promotores de crescimento (APC) passou a ser uma estratégia eficiente, e tem
auxiliado muito na busca por elevados indices produtivos e sanitarios dos plantéis
avicolas.

Por outro lado, é certo que a missao de garantir a produ¢ado de alimentos
capaz de atender a demanda de 9 a 12 bilhdes de habitantes nas préoximas décadas,
dependera da utilizacdo maxima de recursos tecnoldgicos. A solugao para atender
essa demanda futura, é desafiadora. A crescente proibicdo do uso de APC nas
dietas dos frangos de corte leva ao questionamento se sera possivel a produgéo de
alimentos em quantidade suficiente para todos, devido a perda em produtividade que
pode ocorrer com o banimento desses aditivos.

Recentemente, as propriedades funcionais dos extratos de plantas, como
substitutos aos promotores de crescimento tém sido investigadas (HERNANDEZ et
al., 2004; JANG et al., 2007; NAJAFI e TORKI, 2010; BESS et al., 2012; ZHANG et
al., 2013; MURAKAMI et al., 2014; KOIYAMA et al. 2014).
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Os efeitos dos aditivos fitogénicos estdo associados aos componentes
quimicos secundarios presentes em todas as partes das plantas ou em areas
especificas (KAMEL, 2000), que podem exercer atividade antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatéria, além de valor energético, como no caso de alguns
Oleos.

Alguns estudos demonstram que os extratos de plantas melhoram o
desempenho das aves, relacionando esse fato com a alta atividade bioldgica dos
extratos, ja que podem desnaturar proteinas de microrganismos (ANDRADE et al.,
2011), promovendo a colonizagdo do trato intestinal somente com microbiota
benéfica. Além disso, podem atuar modulando as bactérias da flora normal, evitando
a competicdo por nutrientes entre a ave e a microbiota (OVIEDO-RONDON, 2009).

A atividade antioxidante dos aditivos fitogénicos € ainda pouco estudada
tanto na criagdo de matrizes quanto de frangos de corte. A criagdo em ambiente
confinado, a exigéncia por maximos niveis produtivos das matrizes constituem-se
em potenciais estressores, prejudicando o equilibrio existente entre a formagao dos
radicais livres, e a produgao de antioxidantes nas aves, provocando um fenédmeno
celular conhecido por estresse oxidativo.

Durante a incubacdo dos ovos, os embrides necessitam de antioxidantes
para protegé-los da lesdo tecidual causada pelos radicais livres e pela peroxidagao
lipidica. Antioxidantes oriundos da dieta das matrizes podem ser adicionados a
gema do ovo durante a maturagao do ovdcito no ovario e estarem disponiveis para
os processos de crescimento e desenvolvimento embrionario, além da protecao
antioxidante pos-eclosdo (SURAI et al., 2016).

Além disso, os extratos vegetais podem atuar quelatando os metais e
reduzindo o efeito de transicdo da catalizacdo do metal na peroxidagao lipidica
(KUBO et al., 2006) ou reforcando a barreira celular, diminuindo consequentemente
a incidéncia das espécies reativas no meio intracelular, evitando lesdes pela
oxidagao dos tecidos (ROSS et al., 1991).

A oxidacgao lipidica € uma das principais causas de perdas de qualidade de
produtos carneos. A carne de frango, devido a sua composi¢cédo rica em acidos
graxos, torna-se mais susceptivel a sofrer processos oxidativos quando comparados
a carnes suina e bovina. Os principais substratos envolvidos na oxidagao sdo os

acidos graxos poliinsaturados que compde os fosfolipidios das membranas
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celulares. Assim, a suplementacgéo dietética da matriz ou mesmo da progénie visa
minimizar os processos de oxidagdo da carne de frango que tem como principal
consequéncia a modificagdo do flavor original, o aparecimento de odores e de
alteracdo do sabor da carne, além de diminuir o shelf life da carne de frango
(DELLES, et al., 2014).

E importante considerar, que no momento da compra, o consumidor forma
expectativas quanto a qualidade de um produto baseando-se em sua percepgao dos
indicativos de qualidade que ele conhece. Segundo Feijé (1999), conceitos de valor
nutritivo, sanidade e caracteristicas organolépticas sao avaliados pela qualidade
visual, qualidade gustativa e qualidade nutricional, além da seguranga em relagéo
aos aspectos higiénico-sanitarios e auséncia de residuos nocivos a saude
(CORCORAN et al., 2000).

Considerando que melhorias na nutricdo da matriz tém um grande efeito
multiplicador e consequente impacto na lucratividade da cadeia avicola, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a suplementagao de 6leos funcionais na dieta das matrizes
e o efeito sobre o desempenho produtivo, o rendimento de cortes, a qualidade e a
estabilidade oxidativa da carne dos frangos de corte suplementados ou n&o com

oleos funcionais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no aviario experimental da Universidade Federal
do Parana — Setor Palotina onde todos os procedimentos com uso de animais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFPR - Setor
Palotina sob o protocolo n° 32/2015.

Foram utilizadas 16400 fémeas e 1722 machos da linhagem Ross AP 95
divididos em dois aviarios semelhantes, com 8200 fémeas e 861 machos cada
pertencentes a um nucleo de produgao de matrizes de corte de uma agroindustria.
Os dois tratamentos, dieta materna controle e dieta materna com adi¢gdo de dleos
funcionais, foram fornecidos, respectivamente as aves alojadas em cada um dos
aviarios.

As dietas para as fémeas, a base de milho e farelo de soja, foram

formuladas de acordo com as orientagdes do manual da linhagem e com a fase de
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vida das aves. O programa de racéo foi dividido em duas fases: ragdo postura 1 (24
as 42 semanas) e ragao postura 2 (43 até o final do experimento).

A dieta controle foi suplementada com Bacitracina Metileno Dissalicilato na
dose de 500g/ton (BMPAC © - MCASSAB: Av. das Nacdes Unidas, 20882 — S3o
Paulo/ SP — Brasil). A inclusdo dos dleos funcionais (Essential®, US Patente N°.
8,377,485 B2: Oligo Basics Agroind. Ltda., Rua Sérgio Gasparetto 503, Cascavel,
PR- Brasil) foi de 1,5kg por tonelada de ragdo, seguindo a recomendagao do
fabricante. A composi¢ao do produto é basicamente 6leo de ricino + liquido da casca
da castanha de caju (LCC).

Em ambos os aviarios as aves foram alojadas com 22 semanas de idade,
todas provenientes da categoria “média” da recria do mesmo matrizeiro.

O manejo das matrizes, controle de fornecimento de agua, da ragao e todos
os procedimentos de coleta de ovos foi realizada de acordo com os procedimentos
padroes da empresa e foram similares para os dois aviarios.

Nas 422 semanas de idade, foram coletados e entéo selecionados 10080
ovos (5040 ovos/tratamento), os quais foram devidamente identificados e levados a
um incubatorio comercial da mesma agroindustria.

Todos os ovos foram incubados por 18 dias em incubadoras de estagio
unico e identificados de acordo com o tratamento da matriz. No 21° dia, apds a
eclosao, foram selecionados 1440 pintos de corte machos, sendo 720 provenientes
de matrizes suplementadas com o6leos funcionais e 720 provenientes de matrizes
suplementadas com ragao controle.

Apos a selecdo, os 1440 pintos foram alojados no aviario experimental da
UFPR — Setor Palotina e divididos em um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 2 (dieta materna suplementada ou ndo com 6leos funcionais vs
dieta da progénie suplementada ou ndo com d&leos funcionais) totalizando 4
tratamentos, 9 repeticbes e 36 unidades experimentais com 40 aves cada. Os
tratamentos consistiram de:

» Tratamento A: Dieta materna controle + dieta da progénie controle

» Tratamento B: Dieta materna controle + dieta da progénie com dleos

funcionais

= Tratamento C: Dieta materna com o6leos funcionais + dieta da progénie

controle
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» Tratamento D: Dieta materna com O6leos funcionais + dieta da progénie
com oleos funcionais

As dietas utilizadas na progénie, a base de milho e farelo de soja, foram
formuladas de acordo com os valores de composi¢gdo quimica dos alimentos e as
recomendagdes nutricionais adotadas pelas integragdes avicolas da regido (Tabela
1). A dieta controle da progénie foi suplementada com melhorador de desempenho a
base de enramicina, na dose de 125 gr/ton de racao (Enramax® - Farmabase Saude
Animal-LTDA. Av. Emilio Marconato, 1000, Jaguariuna - SP). A inclusdo dos 6leos
funcionais (Essential®, US Patente N°. 8,377,485 B2: Oligo Basics Agroind. Ltda.,
Rua Sérgio Gasparetto 503, Cascavel, PR- Brasil) foi de 1,5 kg/ton de racgao,
seguindo a recomendacao do fabricante. O programa de alimentacéao foi dividido em
3 fases: inicial (1 a 18 dias), crescimento (19 a 35 dias) e abate (36 a 42 dias) e as

racoes foram fornecidas a vontade e na forma farelada.

TABELA 1: INGREDIENTES E COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS DIETAS DA FASE INICIAL,
CRESCIMENTO E ABATE PARA A DIETA DA PROGENIE.

Continua
Ingredientes, % Inicial Crescimento Abate
Milho 58,58 63,2 66,31
Oleo de soja 1,30 1,20 1,80
Farelo de soja 36,10 32,00 28,60
Fosfato bicalcico 1,16 1,08 0,94
Sal 0,35 0,42 0,40
DL-Metionina 0,29 0,24 0,22
Bicarbonato de Sédio 0,20 - -
L-Treonina 0,09 0,09 0,06
Caulin’ 0,15 0,15 0,15
Calcario calcitico 1,00 0,84 0,82
Premix vitaminico e mineral? 0,30 0,30 0,30
Sulfato de Lisina 0,37 0,36 0,32
Cloreto de colina 0,06 0,07 0,08
Anticoccidiano 0,05 0,05 -
Composig¢ao nutricional
EM Kcal/kg 2980 3050 3125
PB, % 21,93 20,36 18,96
GB, % 3,73 3,72 4,36
FB, % 3,22 3,06 2,91

Cinzas, % 6,12 5,44 5,06
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TABELA 1: INGREDIENTES E COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS DIETAS DA FASE INICIAL,
CRESCIMENTO E ABATE PARA A DIETA DA PROGENIE.

Conclusao
Ingredientes, % Inicial Crescimento Abate
Calcio, % 0,94 0,85 0,79
P disp, % 0,450 0,430 0,399
Lisina dig, % 1,250 1,149 1,044
AAS dig, % 0,880 0,801 0,750
Treonina dig., % 0,810 0,750 0,679
Triptofano dig., % 0,236 0,216 0,198
Leucina dig., % 1,668 1,577 1,495
Isoleucina dig., % 0,863 0,793 0,733
Valina dig., % 0,923 0,856 0,797
Arginina dig., % 1,329 1,217 1,122
Colina, mg/kg 1598,21 1594,54 1549,48
Na, % 0,221 0,194 0,184
Cl, % 0,268 0,312 0,301
K, % 0,917 0,847 0,786

FONTE: O autor (2016).

'Substituido integralmente pelo Essential® (1,5kg/ton) ou parcialmente pelo Enramax® (125g/ton)
’Mistura vitaminica (Conteudo por kg de premix): Vit. A 4.000Ul; Vit. D3 1.167Ul; Vit.E 10.000Ul; Vit.
K3 1.000mg; Vit. B1 1.000mg; Vit. B2 2.666,67mg ; Vit. B6 1.667mg ; Vit. B12 6.666,67mcg; Niacina
13.333,33mg; Acido Pantoténico 6.000mg; Acido Félico 833,33mg; Biotina 80.000mcg; Antioxidante
22.200mg. Mistura mineral (Conteudo por kg de premix): Ferro 23.333,33ppm; Cobre 2.666,67ppm;
lodo 333,3ppm; Zinco 33.333,33ppm; Manganés 40.000ppm; Selénio 80ppm ; Fitase 16.667g/kg ;
Complexo enximatico (xilanase, amilase e protease) 33,333g/kg.

As aves foram alojadas em galpdo climatizado (exaustores, placas
evaporativas e aquecimento através de campanulas elétricas), dividido em 36 boxes
de 3,52m?, cobertos com maravalha reutilizada (9° lote) sobre o piso. A temperatura
de conforto térmico foi mantida de acordo com a idade. As aves receberam 24 horas
de luz até os 21 dias, em funcao do sistema de aquecimento (lampada halégena de

300W), apos esse periodo 16 horas de luz e 8 de escuro.

Desempenho produtivo

Para calculo do desempenho produtivo as aves foram pesadas aos 7, 14, 21
e 42 dias, assim como a sobra de racao fornecida, para a avaliagao do peso médio,
ganho de peso, consumo de ragao e conversao alimentar. A conversao alimentar foi
corrigida pela mortalidade semanal das aves conforme metodologia escrita por

Sakomura e Rostagno (2007).
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Avaliacao da atividade antioxidante

Aos 28 e 42 dias de idade foi coletado sangue de 3 aves por repeticdo (27
aves/tratamento). Apos a coleta, o sangue foi centrifugado por 15 minutos a 3500
rpm para a extragado do soro e em seguida armazenado em microtubos em freezer —
80° C. Foram realizadas as analises de determinagdo da capacidade antioxidante
total no soro pelo método DPPH descrito por Chrzczanowicz et al. (2008). As
mesmas amostras foram utilizadas para a quantificagdo das substancias reativas ao
Acido Tiobarbitirico (TBARS) segundo a metodologia de Ohkawa et al. (1979). O
Malondialdeido (MDA) é o produto final da peroxidac&o lipidica e reage com o Acido
Tiobarbiturico (TBA) para formar o aduto MDA-TBA sendo os resultados expressos

em nmol/mg de proteina.

Rendimento de carcaga e cortes nobres e deposi¢cao de gordura abdominal

Para calculo do rendimento carcaga e cortes nobres e deposi¢céo de gordura
abdominal, aos 42 dias, foram abatidas 27 aves por tratamento, totalizando 108
aves. Previamente, as aves foram identificadas e submetidas ao jejum alimentar por
seis horas e abatidas por atordoamento com eletricidade e posterior sangria de
acordo com a Instrugdo Normativa n® 3 de janeiro de 2000 (Regulamento Técnico de
Métodos de Insensibilizacdo para o Abate Humanitario de Animais de Agougue).

Apos o abate, com o auxilio de uma balanca eletrénica foi determinado o
peso absoluto da ave, da carcaga, dos cortes e da gordura abdominal.

Para o célculo de rendimento de carcacga, foi considerado o peso da carcaca
eviscerada quente, sem os pés, cabega e gordura abdominal, em relacdo ao peso
vivo que foi obtido individualmente antes do abate das aves. Para o rendimento dos
cortes, foi considerado o rendimento do peito inteiro com pele e ossos, das pernas
(coxa e sobrecoxa com 0sso0s e pele), e asas com pele, que foi calculado em relagao
ao peso da carcaga eviscerada. A gordura abdominal presente ao redor da cloaca,
da bolsa cloacal, moela, proventriculo e dos musculos abdominais adjacentes foi

retirada, pesada e também calculada em relagéo ao peso da carcaca eviscerada.
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Avaliagcado da qualidade e propriedades funcionais da carne

Para as analises de qualidade e propriedades funcionais da carne foram
utilizados 27 peitos/tratamento. Os peitos foram posicionados em decubito e o pH foi
mensurado na porg¢ao cranial do musculo Pectoralis major direito, uma hora apos o
abate, obtendo-se o valor de pH da carcaga quente.

Para avaliagao da perda de agua por gotejamento foi seguida a metodologia
de Boccard et al., (1981). O musculo Pectoralis minor direito (sassami) foi pesado,
suspenso em ganchos de ago galvanizado, dentro de sacos de polietileno, mantidos
sob refrigeragdo por 48 horas e posteriormente pesados para o obtencdo do
percentual de perda de agua por gotejamento.

A perda de agua por pressao foi realizada utilizando uma amostra, de cerca
de dois gramas, com espessura semelhante (0,5cm) da porg¢do cranial do musculo
Pectoralis major esquerdo (filé do peito). As amostras foram posicionadas entre dois
papéis filtro e pressionadas por duas placas de acrilico com um peso de 10 kg por
cinco minutos. Apds a prensagem as amostras foram novamente pesadas para
obtencgao do percentual de perda de agua por pressao (BRIDI e SILVA, 2009).

A porgao caudal do musculo Pectoralis major esquerdo foi utilizada para a
realizacdo do teste de perda de agua por congelamento. As amostras foram
pesadas, congeladas por 24 horas, descongeladas e pesadas (BRIDI e SILVA,
2009).

Para a andlise de perda de agua por cocgdo, as por¢gbes medianas do
Pectoralis major esquerdo foram submetidas a cocgao dentro de sacos de polietileno
através de banho-maria por 60 minutos a 180°C. Apds a cocgdo as amostras foram
refrigeradas por 24 horas para posterior pesagem e obtencao do percentual de
perda de agua por cocgao. Ambas as técnicas foram conduzidas de acordo com a
metodologia modificada de Silva Sobrinho (1999).

Para analise de cor, o peito foi refrigerado por 24 horas e o musculo
Pectoralis major direito foi rebatido e permaneceu exposto por 30 minutos para que
houvesse reagao da mioglobina com o oxigénio atmosférico. Apds essa etapa, foram
realizadas trés leituras por amostra por meio do aparelho colorimetro portatil (Konica
Minolta, Color reader CR10, Mahwah, EUA) na superficie ventral do musculo
Pectoralis major direito. Os valores de luminosidade (L*) e indices de vermelho (a*) e

de amarelo (b*) foram expressos no sistema de cor CIELAB.
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Estabilidade oxidativa da carne de frango

Para a analise do efeito dos 6leos funcionais sobre a estabilidade oxidativa
da carne de frango, foram retirados partes de peitos e coxas para analise das
substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) resultantes da oxidagéo lipidica
das amostras. As analises foram realizadas 24 horas apds o abate com a carne
resfriada e 10 dias apdés o congelamento. As amostras coletadas foram
armazenadas em tubo Falcon e acondicionadas em freezer; conforme adaptacao da
metodologia de Vyncke (1970). Apdés o descongelamento da amostra, foram
retiradas sub-amostras de 10 g, as quais foram homogeneizadas com 50 ml de
solugao de acido tricloroacético (TCA) 7,5%. O sobrenadante foi filtrado e aliquotas
de 4ml foram tratadas com 5 ml de solugdo de Acido Tiobarbiturico (TBA) e
colocadas em banho fervente, esfriadas e medidas em espectrofotometro a 538 nm.
O resultado foi expresso em miligramas de Malonaldeido (MDA) por kilograma de

amostra.

Analise estatistica

Para a analise estatistica, os dados foram verificados quanto a presenca de
valores discrepantes (“outliers”) e testaram-se as pressuposi¢cbes de normalidade
dos erros studentizados (teste de Cramer Von Mises) e de homogeneidade de
variancia (teste de Brown-Forsythe). Depois de constatada a nao violagao dessas
pressuposi¢coes, os dados foram submetidos a analise de variancia através do
procedimento GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do desempenho produtivo das aves aos 7 dias de idade estao
descritos na Tabela 2. Nao houve efeito significativo (p>0,05) dos tratamentos para
peso médio e ganho de peso. Porém, houve efeito significativo (p<0,05) para
conversao alimentar. A suplementacdo da dieta materna com oleos funcionais
resultou em pior conversao alimentar da progénie em comparagédo com a progénie

proveniente de matrizes alimentadas com a dieta controle.



81

TABELA 2: DESEMPENHO PRODUTIVO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
OLEOS FUNCIONAIS DE 1 A 7 DIAS DE IDADE.

Peso Ganho de, Consumo de Conversao
Vivo, g peso, g ragao, g alimentar
Dieta materna
Controle 179,40 130,86 160,37 1,218°
Oleos funcionais 175,04 128,33 162,47 1,257°
Dieta Progénie
Controle 176,54 128,65 161,78 1,245
Oleos funcionais 177,90 130,54 161,06 1,228
CV, % 3,64 5,16 4,33 3,48
Dieta Materna (DM) 0,055 0,273 0,382 0,022
Dieta Progénie (DP) 0,537 0,411 0,761 0,277
DM X DP 0,701 0,967 0,019 0,099

FONTE: O autor (2016).
Letras minusculas diferem estatisticamente na coluna (P < 0,05)

O desenvolvimento embrionario é dependente dos nutrientes depositados no
ovo. Consequentemente o estado fisioldgico da progénie na eclosao ¢é influenciada
pela nutricdo e sanidade da matriz, impactando no tamanho do pintainho, vigor e
estado imunologico (CALINI e SIRRI, 2007). Neste sentido, uma hipotese a ser
considerada em relacédo a pior conversao alimentar dos pintos na primeira semana
oriundos de matrizes suplementadas com o6leos funcionais € a atuacdo desses
aditivos sobre a microbiota materna e em consequéncia sobre a microbiota da
progénie. O uso de aditivos fitogénicos e o efeito sobre a modulagéo e diversidade
da microbiota ainda é pouco conhecido. A composicdo da microbiota bacteriana é
afetada pelas bactérias presentes no intestino e pelos microrganismos naturais do
ambiente (YIN et al., 2010) de criacdo das aves e a redugao da diversidade da
microbiota intestinal pode ser um fator limitante para a digestdo e permite que o
intestino seja colonizado por patdégenos entéricos maléficos (PEDROSO et al.,
2005).

Para o consumo de ragdo na primeira semana observou-se interagado entre
os fatores (Tabela 2). Ao desdobrar a interagéo foi possivel observar que a progénie
proveniente de matrizes que receberam 6leos funcionais e que receberam dietas
suplementadas com APC consumiram mais ragdo, quando comparada com a

progénie suplementada com 6leos funcionais (Tabela 3).



82

TABELA 3: DESDOBRAMENTO DA INTERAGAO DO CONSUMO DE RAGAO PARA FRANGOS DE
CORTE SUPLEMENTADOS COM OLEOS FUNCIONAIS DE 1 A 7 DIAS DE IDADE.

Dieta progénie

Dieta materna Controle Oleos funcionais Valor de p
Controle 157,81 162,94 0,174
Oleos funcionais 165,76" 159,188 0,045
Valor de p 0,064 0,175

FONTE: O autor (2016).
Letras maiusculas diferem estatisticamente na linha ( P < 0,05 )

Segundo Bess et al. (2012), a utilizagao da associagao entre o 6leo de ricino
e 0 LCC pode fornecer até 100 Kcal de Energia Metabolizavel na dieta de frangos de
corte. Levando em consideragdo que o consumo de ragao pode ser regulado pela
densidade energética da dieta, o menor consumo de ragéo na aves que receberam
os Oleos funcionais pode ser atribuido ao maior nivel de energia dessa dieta.

Os resultados do desempenho produtivo de 1 a 14 dias de idade, de 1 a 21
dias de idade e de 1 a 42 dias de idade estdo descritos nas Tabelas 4, 5 e 6,
respectivamente. Ndo houve efeito significativo (p>0,05) para as variaveis
analisadas nos trés periodos. O resultado demonstra que a substituicdo de
melhoradores do crescimento por 6leos funcionais tanto na dieta das matrizes,

quanto da progénie pode resultar em desempenho produtivo semelhante.

TABELA 4: DESEMPENHO PRODUTIVO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
OLEOS FUNCIONAIS DE 1 A 14 DIAS DE IDADE.

Peso Ganho de peso, Consumo de Conversao
vivo, g g racao, g alimentar
Dieta materna
Controle 472,70 424,16 580,11 1,368
Oleos funcionais 467,01 419,23 583,31 1,391
Dieta progénie
Controle 467,50 419,44 583,55 1,391
Oleos funcionais 472,20 423,96 579,87 1,368
CV% 3,22 3,83 5,21 4,72
Dieta Materna (DM) 0,267 0,367 0,753 0,308
Dieta Progénie (DP) 0,359 0,408 0,718 0,301
DM X DP 0,717 0,714 0,847 0,985

FONTE: O autor (2016).
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TABELA 5: DESEMPENHO PRODUTIVO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
OLEOS FUNCIONAIS DE 1 A 21 DIAS DE IDADE.

Peso Ganho de, peso, Consumo de Conversao
Vivo, g g ragao, g alimentar
Dieta materna
Controle 981,58 931,79 1278,18 1,371
Oleos funcionais 985,16 934,29 1289,12 1,379
Dieta progénie
Controle 988,15 939,22 1291,64 1,375
Oleos funcionais 978,58 926,86 1275,66 1,376
CV% 2,80 3,27 4,53 3,10
Dieta Materna (DM) 0,699 0,807 0,577 0,593
Dieta Progénie (DP) 0,305 0,233 0,417 0,919
DM X DP 0,995 0,711 0,860 0,526

FONTE: O autor (2016).

TABELA 6: DESEMPENHO PRODUTIVO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
OLEOS FUNCIONAIS DE 1 A 42 DIAS DE IDADE.

Peso Ganho de, Consumo de Converséo
vivo, g peso, g racéo, g alimentar
Dieta materna
Controle 2855,54 2798,43 4351,99 1,554
Oleos funcionais 2941,67 2880,80 4542,33 1,576
Dieta progénie
Controle 2897,69 2842,41 4471,30 1,572
Oleos funcionais 2899,52 2836,81 4423,01 1,558
CV% 5,13 5,13 6,53 2,84
Dieta Materna (DM) 0,092 0,099 0,058 0,150
Dieta Progénie (DP) 0,970 0,908 0,621 0,368
DM X DP 0,977 0,954 0,961 0,876

FONTE: O autor (2016).

Resultados semelhantes foram encontrados por Jang et al. (2007) que
adicionaram O6leo essencial a base de timol, extraido do tomilho em racgbes de
frangos de corte e ndo encontraram diferenga de resultados comparando com o
grupo controle com adicdo do antibidtico Colistina. Da mesma forma, outros
trabalhos também demostraram a viabilidade da suplementacdo das dietas com
aditivos fitogénicos (JAMROZ et al. 2006; GABRIEL et al. 2009; MURAKAMI et al.
2014; BESS et al., 2012).

Esses resultados podem ser atribuidos aos diversos mecanismos de
atuacao dos aditivos fitogénicos como o controle da microbiota patogénica, através
da desnaturagéo das proteinas da membrana (ANDRADE et al., 2011), a melhora da
condicdao da mucosa intestinal (MAIORKA et al., 2003), além de proporcionar o
melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta, através da modulagdo da microbiota
da flora normal (OVIEDO-RONDON, 2009). Além disso, Jang et al. (2004)

verificaram que os Oleos essenciais utilizados como aditivos alimentares para
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frangos de corte podem proporcionar aumento nas atividades da amilase e tripsina,
melhorando a disponibilidade dos nutrientes da dieta, principalmente em dietas
compostas por ingredientes com baixa disponibilidade.

Os valores médios de malonaldeido (TBARS - nmol/mg de proteina) e do
DPPH do soro das aves estao descritos na Tabela 7. N&o houve efeito significativo
(p>0,05) dos tratamentos sobre os valores de malonaldeido sérico em nenhuma
idade avaliada. Entretanto, para os valores de DPPH analisados aos 42 dias de
idade, houve interacdo significativa (p<0,05) entre a dieta materna e a dieta da
progénie (Tabela 8).
TABELA 7: AVALIAGAO DOS VALORES MEDIOS DE TBARS (MDA NMOL/MG DE PROTEINA) E

VALORES MEDIOS DE DPPH EM SORO DE FRANGOS DE CORTE RECEBENDO DIETAS
SUPLEMENTADAS COM OLEOS FUNCIONAIS AOS 28 E AOS 42 DIAS DE IDADE.

TBARS (nmol/mg) DPPH (%) TBARS (nmol/mg) DPPH (%)

28 dias de idade 42 dias de idade

Dieta materna

Controle 0,143 0,726 0,072 0,291
Oleos funcionais 0,145 0,758 0,042 0,415
Dieta progénie

Controle 0,139 0,821 0,063 0,372
Oleos funcionais 0,149 0,675 0,051 0,334
CV% 80,51 84,90 83,79 57,68
Dieta Materna (DM) 0,974 0,851 0,073 0,077
Dieta Progénie (DP) 0,800 0,505 0,448 0,577
DM X DP 0,772 0,817 0,343 0,031

FONTE: O autor (2016).

TABELA 8: DESDOBRAMENTO DA INTERAGCAO DIETA MATERNA VS DIETA DA PROGENIE
SOBRE A CONCENTRAGAO DE DPPH (%) NO SORO DOS FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM OLEOS FUNCIONAIS AOS 42 DIAS DE IDADE.

Dieta progénie

Dieta materna Controle Oleos Funcionais Valor p
Controle 0,234 0,348" 0,033

Oleos funcionais 0,511° 0,320 0,151

Valor p 0,038 0,629

FONTE: O autor (2016).
Letras maiusculas diferem estatisticamente na linha e letras mindsculas na coluna ( P < 0,05).

Ao desdobrar a interacdo foi possivel observar que frangos de corte que
receberam Oleos funcionais nas dietas e que sao provenientes de matrizes
suplementadas com ragao controle apresentaram um maior percentual de DPPH
quando comparado com as aves que receberem dieta controle.

Da mesma forma, frangos que receberam a dieta controle e que sao

provenientes de matrizes suplementadas com dleos funcionais, apresentaram maior
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percentual de DPPH, quando comparados as aves provenientes de matrizes que
receberam dieta controle.

Esse ultimo efeito pode ser explicado pela transferéncia da capacidade
antioxidante da matriz para a progénie durante a fase embrionaria.

Segundo Visschedijk (1968) a mudanga da respiragado corioalantéica para
respiracdo pulmonar aumenta em 60% a aceleracdo do metabolismo oxidativo.
Nesta mesma fase o desenvolvimento do embrido esta associado ao consumo de
acidos graxos poliinsaturados (SPEAKE et al., 1998) e pode ocorrer portanto uma
excessiva producao de radicais livres que pode resultar na peroxidacao lipidica.

Traesel et al. (2011) observaram que a adicdo de Oleos essenciais,
substituindo os promotores de crescimento levou a redugdo da peroxidagao
plasmatica de lipidios e, consequentemente, a menor dano oxidativo em frangos de
corte. Esses resultados demonstram que os aditivos fitogénicos podem substituir os
aditivos melhoradores do crescimento e ainda contribuirem positivamente com a
manutencao da estabilidade oxidativa.

Da mesma forma, outros estudos demonstram o efeito positivo dos extratos
naturais como antioxidantes, através dos efeitos avaliados no soro sanguineo (LEE
et al., 2003; ZHANG et al., 2013), o que demonstra haver menor dano nos tecidos,
visto que os radicais livres, que levam a peroxidagdo, reagem com a maioria das
biomoléculas, iniciando uma reacdo em cadeia. Essas reagdes provocam alteragdes
na funcado celular e tecidual, além da gerar compostos secundarios que podem
prejudicar a saude animal. Na maioria das vezes o alvo dos radicais livres esta
relacionado ao seu local de formacdo (YU et al., 1997), e suas consequéncias
variam dependendo da intensidade do estresse imposto (GUTTERIDGE, 1998).

Corroborando com essa afirmacdo, Placha et al. (2014) observaram
diminuicdo na concentracdo de malonaldeido no duodeno de frangos de corte que
receberam o6leos essenciais provenientes do tomilho. Os autores associaram esse
resultado a melhor integridade intestinal dos frangos de corte.

Os resultados referentes ao peso da carcaca, cortes comerciais e deposi¢cao
de gordura abdominal considerando os pesos absolutos, estdo descritos na Tabela
9. Foi observado resultado significativo (p<0,05) para o peso de carcaga e peso de

coxa/sobrecoxa de frangos de corte oriundos de matrizes suplementas com o6leos
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funcionais, em comparagdo aquelas oriundas de matrizes que receberam dieta
controle.

Nao foi encontrado resultado significativo (p>0,05) para peso de peito, peso
de asa e deposi¢cédo de gordura abdominal.
TABELA 9: PESOS ABSOLUTOS DA CARACA, CORTES NOBRES E DA GORDURA ABDOMINAL

DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM OLEOS FUNCIONAIS AOS 42 DIAS DE
IDADE.

Peso de Peso de Peso de Peso das Peso da
Carcaga, Peito, Coxa/sobrecoxa, Asas, Gordura
g g g g abdominal, g
Dieta materna
Controle 2123,96° 813,07 665,37" 215,70 36,01
Oleos funcionais 2186,74° 830,33 693,162 219,47 39,79
Dieta progénie
Controle 2161,48 821,31 683,81 218,62 37,96
Oleos funcionais 2149,22 822,09 674,72 216,55 37,84
CV% 5,70 7,48 6,69 5,69 31,69
Dieta Materna (DM) 0,009 0,147 0,002 0,120 0,105
Dieta Progénie (DP) 0,605 0,947 0,301 0,393 0,958
DM X DP 0,879 0,691 0,984 0,063 0,312

FONTE: O autor (2016).
Letras minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p < 0,05)

Os resultados para o rendimento relativo da carcacga, cortes comerciais e
deposicao de gordura abdominal estdo descritos na Tabela 10. Para rendimento de
carcacga, observou-se efeito significativo (p<0,05) apenas para a dieta da progénie. A
suplementagcdo da dieta da progénie com déleos funcionais reduziu (p<0,05) o
rendimento da carcaca dos frangos ao abate, independente da suplementagao
materna. Para as demais caracteristicas avaliadas nao foi encontrado resultado
significativo (p>0,05).

Para o rendimento de asa, observou-se interagao significativa (p<0,05) entre
a dieta materna e a dieta da progénie (Tabela 11). Frangos de corte alimentados
com ragao controle e provenientes de matrizes que também receberam dieta

controle, resultaram em maior rendimento de asa.
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TABELA 10: RENDIMENTO DE CARCACA, RENDIMENTO DE PEITO, RENDIMENTO DE COXA E
RENDIMENTO DE ASAS DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM OLEOS
FUNCIONAIS AOS 42 DIAS DE IDADE.

Rendimento Rendimento Rendimento de Rendimento  Rendimento

de Carcaga, de Peito, Coxalsobrecoxa, de Asas, de Gordura,
% % % % %

Dieta materna

Controle 75,60 38,26 31,45 10,16 1,70
Oleos funcionais 75,89 37,97 31,62 10,05 1,82
Dieta progénie

Controle 75,99° 37,99 31,56 10,13 1,74
Oleos funcionais 75,50° 38,23 31,51 10,08 1,78
CV% 1,65 4,40 3,44 4,56 31,81
Dieta Materna (DM) 0,231 0,381 0,407 0,249 0,256
Dieta Progénie (DP) 0,046 0,461 0,819 0,524 0,731
DM X DP 0,465 0,649 0,644 0,045 0,424

FONTE: O autor (2016).

TABELA 11: DESDOBRAMENTO DA INTERAGAO DO RENDIMENTO DE ASAS DE FRANGOS DE
CORTE SUPLEMENTADOS COM OLEOS FUNCIONAIS AOS 42 DIAS DE IDADE.

Dieta progénie

Dieta materna Controle Oleos funcionais Valor p
Controle 10,28° 10,04 0,067
Oleos funcionais 9,99° 10,12 0,328
Valor p 0,018 0,570

FONTE: O autor (2016).
Letras minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p < 0,05 ).

Considerando que o objetivo da utilizagdo dos oleos funcionais € substituir
os antibidticos promotores do crescimento, € esperado que o desempenho produtivo
e o rendimento de carne na carcaga sejam compativeis (FRANCO et al., 2007).

Porém, os dados da literatura ainda ndo sao consistentes com a relacéo ao
rendimento de carcaca e de cortes comerciais de aves que receberam oleos
funcionais ou essenciais. Isso pode estar relacionado a metodologia de pesquisa,
uma vez que a maioria dos experimentos conduzidos nessa linha, avaliam essas
variaveis em condi¢des experimentais e dessa forma, o niumero de animais abatidos
pode ser insuficiente para comprovacao desses efeitos.

Koiyama et al. (2014) avaliaram a adicdo de uma mistura de 6leos funcionais
extraidos de diversas plantas em comparacdo com o tratamento controle com a
adicdo de virginamicina e nao encontraram diferenga entre os tratamentos para
rendimento de carcaca e rendimento de peito.

Rizzo et al. (2010) também n&o observaram diferenca significativa para
rendimento de carcaga, peito, asa, dorso e gordura abdominal em aves
suplementadas com uma mistura de extratos vegetais como alternativa ao uso de

antibidticos.
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Fascina et al. (2012) relataram maior rendimento de carcaga quando a dieta
dos frangos de corte foi suplementada com um blend de aditivos fitogénicos e acidos
organicos. Da mesma forma, Zhang et al. (2013) observaram aumento no
rendimento de carcaga de frangos quando suplementados com Astragalo
(Astragallus membranaceus), uma planta medicinal da familia das leguminosas.

As avaliagdes de perda de agua por gotejamento, pressao, congelamento e
cocgao estdo descritos na Tabela 12. A perda de agua nao foi influenciada (p>0,05)

pela dieta materna ou da progénie.

TABELA 12: AVALIACAO DE QUALIDADE DA CARNE DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM OLEOS FUNCIONAIS AOS 42 DIAS DE IDADE.

Perda por Perda por Perda por Perda por
gotejamento, % pressdo, %  congelamento, % cocgéo, %
Dieta materna
Controle 1,93 7,89 4,13 31,30
Oleos funcionais 1,81 7,73 4,39 31,17
Dieta progénie
Controle 1,88 7,92 4,19 31,20
Oleos funcionais 1,85 7,71 4,34 31,26
CV% 30,28 33,24 35,72 10,55
Dieta Materna (DM) 0,280 0,767 0,398 0,838
Dieta Progénie (DP) 0,806 0,686 0,645 0,931
DM X DP 0,618 0,705 0,519 0,913

FONTE: O autor (2016).

Esses fatores sdo importantes, pois influenciam tanto a escolha inicial do
produto pelo consumidor, como a aprovagao no momento do consumo (FLETCHER,
2002). Além disso, tem um impacto econdmico muito grande na industria de
processados e no rendimento da carne pds-congelamento. Assim, a habilidade de
reter dgua € uma propriedade da carne essencialmente importante, principalmente
sob o aspecto econbmico e sensorial.

Os valores da avaliagao de cor e pH apds o abate estdo descritos na Tabela
13. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos para o valor L*
(luminosidade), a* (indice de vermelho) e b* (indice de amarelo), nos peitos das
aves 24 horas apos o abate. Para pH pds abate, também nao foi encontrado efeito

significativo (p>0,05).
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TABELA 13: ANALISE DE COR E PH POS ABATE EM PEITO DE FRANGOS DE CORTE
RECEBENDO DIETAS SUPLEMENTADAS COM OLEOS FUNCIONAIS AOS 42 DIAS DE IDADE.

L* a” b* pH pods abate

Dieta materna

Controle 46,157 -1,696 2,604 6.39
Oleos funcionais 46,281 -1,782 2,666 6.38
Dieta progénie

Controle 46,217 -1,751 2,616 6.37
Oleos funcionais 46,221 1,727 2,654 6.40
CV% 5,11 24,99 40,68 3.22
Dieta Materna (DM) 0,785 0,310 0,764 0.903
Dieta Progénie (DP) 0,992 0,779 0,853 0.480
DM X DP 0,500 0,330 0,188 0.377

FONTE: O autor (2016).

A cor esta relacionada ao aspecto visual e tem forte influéncia na hora da
venda do produto (QIAO et al., 2002). Ela esta diretamente relacionada com o
pigmento de mioglobina e hemoglobina presente no sangue que possuem em sua
composicao ferro, que pode reagir com o oxigénio, alterando a coloragédo da carne.
Carnes escuras podem ser classificadas em DFD (Dark, Firm, Dry) e se apresentam
como uma carne firme e seca (SHIMOKOMAKI, 2004). Carnes claras podem ser
classificadas como PSE (Pale, Soft, Exudative) e devido a desnaturacdo das
proteinas, a carne fica amaciada, sem aderéncia e descolorida (TAKAHASHI, 2004).

Ambos os tipos de carne apresentam rejeicdo do consumidor e oferecem
prejuizos significativos para a industria. Portanto, o objetivo é garantir que os fatores
que levam ao aparecimento das carnes DFD e PSE sejam inibidos ou amenizados
ainda no animal vivo.

A utilizacao de 6leos funcionais n&o alterou nenhum parametro de qualidade
da carne avaliado, da mesma forma que o promotor de crescimento, que é utilizado
comumente.

Os resultados dos valores médios de malonaldeido em peito e coxa,
resfriados ou congelados estdo descritos na Tabela 14. Nao houve efeito

significativo (p>0,05) entre os tratamentos.
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TABELA 14: AVALIACAO DOS VALORES MEDIOS DE MALONALDEIDO EM PEITO E COXA,
FRESCA E CONGELADA, DE FRANGOS DE CORTE RECEBENDO DIETA CONTROLE E
SUPLEMENTADAS COM OLEOS FUNCIONAIS AOS 42 DIAS DE IDADE.

Peito Peito Coxa Coxa congelada
resfriado (mg/kg) congelado (mg/kg) resfriada (mg/kg) (mg/kg)

Dieta materna

Controle 0,019 0,023 0,008 0,087
Oleos funcionais 0,020 0,024 0,009 0,075
Dieta progénie

Controle 0,019 0,025 0,008 0,080
Oleos funcionais 0,021 0,023 0,009 0,082
CV% 46,90 21,00 45,24 46,47
Dieta Materna (DM) 0,717 0,422 0,305 0,210
Dieta Progénie (DP) 0,392 0,100 0,465 0,830
DM X DP 0,366 0,835 0,888 0,684

FONTE: O autor (2016).

Os antioxidantes podem ser naturais ou até mesmo sintéticos e o objetivo &
garantir a qualidade da carne e evitar alteragdes devido a acado de radicais livres,
prolongando a vida de prateleira da carnes e dos produtos carneos (MARIUTTI et
al., 2009). Sua agao geralmente esta relacionada aos mecanismos que protegem os
lipidios de serem alvos da oxidagcdo ou até mesmo interrompendo a fase de
propagacao. Além disso, atuam inativando os radicais livres de lipidios, diminuindo a
producao de espécies reativas e, consequentemente, interrompendo a fase de
propagacéo da auto-oxidagéao lipidica (MARIUTTI et al., 2009; GARCIA CRUSET et
al., 2002).

Florou-Paneri et al. (2005) observaram que a adi¢gado de 6leos essenciais de
orégano em racgdes de perus, foi capaz de aumentar a estabilidade lipidica da carne
fresca do peito e das pernas, corroborando com a afirmagao de Lewis, (1984), que
cita que a atividade antioxidante dos fitogénicos reduz a deterioracdo da carne,
diminuindo o grau de oxidag&o da gordura.

Neste estudo, embora, os aditivos fitogénicos utilizados sejam reconhecidos
por sua agao antioxidante, sua inclusdo na dieta ndo proporcionou nenhum beneficio
na protegcédo oxidativa da carne resfriada ou armazenada. Isso pode ser decorrente
das boas condicbes de temperatura e sanidade de criacdo das aves a niveis
experimentais, que n&o induziram as aves ao estresse oxidativo.

Para a carne congelada, é possivel que a baixa temperatura de
armazenamento da carne e o fato de terem sido armazenadas in natura possa ter

influenciado no retardo das reagbes oxidativa (GRAU et al., 2000).
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E importante considerar ainda, que a formagao do principio ativo dos 6leos
funcionais ¢é influenciada por fatores ambientais como o tipo de solo, estacdo do ano
e ciclo vegetativo da planta, em decorréncia dessas variagdes, a origem do Oleo
funcional pode interferir nas concentragbes do principio ativo e na atividade

antimicrobiana e antioxidante (WANG et al., 2008).

CONCLUSOES

A suplementagdo com odleos funcionais na dieta materna ou na dieta da
progénie resultaram em desempenho produtivo semelhante.

Aves provenientes de matrizes suplementas com Oleos funcionais
apresentaram maior peso de carcaga e maior peso de coxa, quando comparadas as
aves que receberam dieta controle.

A substituicdo dos antibiéticos promotores de crescimento na matriz € no
frango de corte por 6leos funcionais ndo alterou as caracteristicas de qualidade da
carne, porem melhorou o sistema antioxidante em aves provenientes de matrizes
suplementadas com 6leos funcionais e em aves que receberam dleos funcionais nas

dietas em comparacao as aves que receberam dieta controle.
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CAPITULO i AVALIAGAO DO EFEITO DO USO DE OLEOS FUNCIONAIS EM
ASSOCIACAO OU SUBSTITUICAO AOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO EM
DIETAS DE FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS AO DESAFIO SANITARIO

RESUMO

A utilizacado de promotores de crescimento e de anticoccidianos é uma
estratégia para melhorar o desempenho produtivo dos frangos de corte, porém a
utilizacao destes produtos vem sendo banida por paises importadores. O objetivo do
trabalho foi avaliar a utilizacdo de 6leos funcionais em substituicdo ou associacao a
promotores de crescimento e anticoccidianos sobre o desempenho produtivo, saude
intestinal e expresséo de citocinas inflamatorias em frangos de corte submetidos a
um modelo de desafio sanitario. Foram distribuidas 640 aves em um delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4 (com e sem desafio vs 4 dietas)
totalizando 8 tratamentos e 8 repeticdes de 10 aves cada. As dietas consistiram de:
Dieta basal isenta de antibidtico promotor de crescimento (APC) e anticoccidiano,
dieta basal com APC | (salinomicina) + 6leos funcionais, dieta basal com APC II
(Enramicina) + oleos funcionais e dieta basal + 6leos funcionais. Aos 21 dias de
idade, foi avaliado o desempenho produtivo e sacrificadas 16 aves/tratamento para
avaliacdo da saude intestinal e expressado de citocinas inflamatorias. A analise
estatistica dos dados foi realizada pelo procedimento GLM do software SAS. Aves
desafiadas apresentaram menor (p<0,05) peso vivo e ganho de peso, menor
(p<0,05) profundidade de cripta do duodeno e menor (p<0,05) largura de cripta no
jejuno quando comparadas com o tratamento controle. Houve interagdo (p<0,05)
entre desafio e dieta para a relacdo numero de criptas:numero de vilos onde aves
criadas sobre a cama nova e suplementadas com dietas isentas de aditivos
apresentaram maior numero de criptas em relagdo ao numero de vilos. Aves
desafiadas apresentaram menor (p<0,05) quantidade de células PCNA positivas e
aves suplementadas com APC [+OF apresentaram maior contagem de células
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) positivas quando comparadas com as
demais dietas. Aves que receberam a dieta controle e a dieta com dleos funcionais
apresentaram maior (p<0,05) concentragdes de TNF- a quando comparadas com as
aves que receberam dieta com APCI+OF e dieta APCII+ OF. A suplementagao

dietética de 6leos funcionais associados ou ndo com promotores e anticoccidianos
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nao preveniu a piora do desempenho e da integridade intestinal de frangos de corte

criados em situacio de desafio sanitario.

Palavras chaves: intestino, éleos funcionais, PCNA, promotor de crescimento

ABSTRACT

The use of growth promoters and anticoccidials is a strategy to improve the
performance of broiler; however, its use has been banned by buying countries. The
objective of this work was to evaluate the use of functional oils in substitution or
association to growth promoters and anticoccidials on productive performance,
intestinal health and expression of inflammatory cytokines in broilers submitted to a
health challenge model. 640 birds were housed and distributed in a completely
randomized design in a 2x4 factorial scheme (with and without challenge versus 4
diets), totaling 8 treatments, 8 replicates and 10 birds each. Diets consisted of:
Antibiotic grow promoter (AGP) and anticoccidial free basal diet, basal diet with AGP
| (Salinomycin) + functional oils, basal diet with AGP Il (Enramycin) + functional oils
and basal diet + functional oils. At 21 days of age, the productive performance was
evaluated and 16 birds / treatment were sacrificed for evaluation of intestinal health
and expression of inflammatory cytokines. Statistical analysis of the data was
performed using the GLM procedure of the SAS software. Challenged birds
presented lower (p <0.05) live weight and lower weight gain, lower (p <0.05) crypt
depth of the duodenum and lower (p <0.05) crypt width in the jejunum when
compared to the control treatment. There was an interaction (p <0.05) between
challenge and diet for the number of crypts: number of villi where birds raised on the
new bedding and supplemented with diets free of additives presented higher number
of crypts in relation to the number of villi. Challenged birds presented lower (p <0.05)
amount of PCNA positive cells and birds supplemented with AGP | + FO had higher
counts of PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) positive cells when compared with
the other diets. Birds that received the control diet and the diet with functional oils
showed higher (p <0.05) TNF-a concentrations when compared to the birds that
received AGP | + FO diet and AGP Il + FO diet. Dietary supplementation with

functional oils associated or not with growth promoters and anticoccidials did not
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prevent deterioration in the performance and intestinal integrity of broilers raised in a

challenging health situation.

Key-words: intestine, functional oils, PCNA, growth promoter

INTRODUCAO

O Brasil ocupa a posi¢cao de segundo maior produtor e maior exportador de
carne de frango do mundo. A avicultura € portanto uma atividade importante e
requer continuos avangos tecnoldgicos e sanitarios (AVISITE, 2016).

Para garantir a eficiéncia produtiva e para manter niveis satisfatérios de
sanidade, a utilizacdo de antibidticos promotores de crescimento (APC) nas dietas
avicolas é uma realidade. Entretanto, a limitagao da utilizacdo dos APC por parte de
alguns paises importadores, fez com que a industria e os centros de pesquisas
desenvolvessem estudos com produtos alternativos naturais, que podem oferecer
condi¢bes produtivas semelhantes aos promotores de crescimento comumente
utilizados. Por outro lado, estudos epidemiolégicos em paises onde o uso de APC foi
banido revelam um subsequente aumento na incidéncia de doengas, principalmente
entéricas, tais como enterite necrética e coccidiose, além de infeccbes por
Escherichia coli e aumento do risco de infecgdes de origem alimentar em humanos,
pelo menor controle de patégenos de origem alimentar como Salmonella spp.,
Campylobacter e E. coli (ROSTAGNO, 2011).

Os aditivos fitogénicos tém sido testados com resultados bastante
promissores como alternativos aos APC em dietas para frangos de corte. Além
disso, um grande numero de pesquisas buscam o sinergismo entre diferentes
aditivos fitogénicos, de forma a melhorar suas respostas sobre o metabolismo, a
produtividade e a condicdo da mucosa intestinal quando adicionados na dieta de
frangos de corte.

Os dleos funcionais sdo compostos aromaticos volateis extraidos de plantas,
nomeados de acordo com suas caracteristicas (KRISCHAN et al., 2014). Sao
denominados funcionais pois possuem atividades além do seu valor nutricional
(MURAKAMI et al., 2014), como por exemplo atividade antioxidante, antimicrobiana

e anti-inflamatoéria.
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Langhout (2005) cita que os 6leos essenciais melhoram o desempenho dos
animais por meio do aumento da palatabilidade da racio, do estimulo a secrecéo de
enzimas endodgenas, da modulagdo da microbiota intestinal e da redugdo de
infecgdes subclinicas.

Podem atuar também melhorando a condicdo da mucosa intestinal, efeito
bastante relevante, considerando que a renovacgao celular dos vilos é um processo
continuo e a reposicao celular se faz a custas de consumo de nutrientes, os quais
sao provenientes das reservas energéticas do organismo da ave e da racao
(MAIORKA et al., 2003).

Segundo Johnson (1987), o intestino é o maior 6érgdo imunolégico do corpo
animal, com pelo menos 25% da sua mucosa composta por tecido linfoide, isso
representa 70% do sistema imunoldgico do corpo. Além disso, segundo Mcbride e
kelly (1990), a manutencdo do epitélio intestinal e de todas as suas estruturas
anexas pode custar até 20% da energia bruta consumida pelo animal, o que o torna
um importante 6rgao, do ponto de vista nutricional.

Considerando que a ragéo representa de 60% a 70% dos custos de
producdo, o bom funcionamento dos mecanismos digestivos e absortivos dos
nutrientes no trato digestivo, ou seja, a integridade das células epiteliais da mucosa
gastrintestinal, € de vital relevancia para o bom desempenho das aves (FRANCO,
2011) e para o bom aproveitamento da dieta. Além disso, a integridade intestinal
garante a manutencdo da sanidade das aves, em especial quanto a doengas ou
agentes que atuam sobre o trato gastrintestinal (BOLELI et al., 2002; FRANCO,
2011).

Resultados mostrado o efeito positivo do uso de 6leos essenciais sobre a
morfometria intestinal da mucosa de frangos de corte foram observados por BONA
et al. (2012).

Melhorias na condi¢ao inflamatdria da mucosa intestinal de aves desafiadas
com coccidiose e suplementadas com a associagao do liquido da castanha de caju
(LCC) e com dleo ricinoleico foram apresentados por MURAKAMI et al. (2014).

Por outro lado, outros autores avaliaram variaveis semelhantes utilizando
aditivos fitogénicos e ndo encontram nenhum efeito significativo na mucosa intestinal
de frangos de corte (PERIC et al.,2010; TSIRTSIKOS et al., 2012).
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Os resultados observados na literatura com os extratos fitogénicos s&o
provenientes de experimentos que utilizaram uma variedade de plantas e podem
apresentar diferentes resultados quando utilizados em diferentes condigdes
sanitarias, ambientais e de manejo (DORMAN e DEANS, 2000). Assim, apesar de
alguns compostos comerciais ja serem utilizados comercialmente nas dietas das
aves, 0s mecanismos de atuagao ainda nido sao bem esclarecidos e podem ser
influenciados por essas diferentes condi¢des de criagao.

A mistura comercial composta por 6leo de ricino e LCC ja vem sendo
estudada como alternativa ao uso de APC. Os dleos funcionais da casca da
castanha de caju sdo compostos por acido anacardico, cardanol, cardol e
metillcardol e seus componentes tem apresentado acado antitumoral (ITOKAWA et
al.,, 1989 ) e atividade antimicrobiana (KUBO et al., 2003), além da propriedade
antimicrobiana sinergistica com antibiéticos comumente usados na avicultura
(MUROI e KUBO, 1996; MURAKAMI et al., 2014).

O dleo de ricino possui como molécula ativa, o 6leo ricinoleico que possui
atividade antimicrobiana (NOVAK et al., 1961) e portanto, pode ser uma alternativa
aos APC na prevengéao e redugao dos efeitos negativos causados pela colonizagao
intestinal por patégenos entéricos (MURAKAMI et al., 2014).

O objetivo foi avaliar a substituigdo ou associagdo do LCC e do 6leo de
ricino com APC e anticoccidiano sobre o desempenho produtivo e a integridade da

mucosa intestinal de frangos de corte submetidos a um desafio sanitario.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em gaiolas experimentais nas instalagdes da
Universidade Federal do Parana - Campus Palotina. Foram alojados 640 pintos
machos, Cobb Slow, provenientes de matrizes de 42 semanas de idade, distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4 (com e sem
desafio vs 4 dietas) totalizando 8 tratamentos e 8 repeticdes de 10 aves cada. Os
tratamentos consistiram de:

» Tratamento A: Dieta basal isenta de APC e anticoccidiano

= Tratamento B: Dieta basal com APC | (Salinomicina) + Oleos Funcionais

» Tratamento C: Dieta basal com APC Il (Enramicina) + Oleos Funcionais


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4093567/#b6-ajas-27-7-981-10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4093567/#b6-ajas-27-7-981-10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4093567/#b10-ajas-27-7-981-10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4093567/#b16-ajas-27-7-981-10
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= Tratamento D: Dieta basal isenta de APC + Oleos Funcionais

» Tratamento E: Dieta basal isenta de APC e anticoccidiano + desafio

* Tratamento F: Dieta basal com APC | (Salinomicina) + Oleos Funcionais +

desafio

= Tratamento G: Dieta basal com APC Il (Enramicina) + Oleos Funcionais +

desafio

= Tratamento H: Dieta basal isenta de APC + Oleos Funcionais + desafio

As dietas B e F foram suplementadas com o anticoccidiano a base de
Salinomicina na dose de 500g/tonelada de racéo (Coxistac® - Phibro Satide Animal -
Av. Pres. Tancredo A. Neves, 1063 — Guarulhos, SP). As dietas C e G foram
suplementadas com APC a base de enramicina, na dose de 125 g/ton de ragao
(Enramax® - Farmabase Saude Animal LTDA. Av. Emilio Marconato, 1000,
Jaguaritna, SP). A inclusdo dos 6leos funcionais (Essential®, US Patente N°.
8,377,485 B2: Oligo Basics Agroind. Ltda., Rua Sérgio Gasparetto 503, Cascavel,
PR) foi de 1,5 kg/ton de racéo, seguindo a recomendacgao do fabricante

O desafio experimental consistiu na reutilizagcdo de cama descartada de
aviario comercial associada com baixos indices zootécnicos e ocorréncia de
enterites inespecificas, a qual foi depositada no fundo das gaiolas e mantidas com
umidade o suficiente para estimular o crescimento microbiano e consequentemente
resultar em desafio para as aves. As gaiolas nao desafiadas foram mantidas com
maravalha nova e seca.

As aves permaneceram sob desafio sanitario durante todo o periodo
experimental de 1 a 21 dias. A temperatura ambiente foi controlada com exaustores,
aquecedores e ar condicionado e mantidas de acordo com a idade das aves. As
aves receberam 24h de iluminagdo durante todo o perido. Ragcdo e agua também
foram fornecidas a vontade durante todo o periodo experimental. As dietas, a base
de milho e farelo de soja, foram formuladas de acordo com os valores de
composi¢ao quimica dos alimentos e as recomendagdes nutricionais adotadas pelas

integragdes avicolas da regiao (Tabela 1).



TABELA 1: INGREDIENTES E COMPOSICAO NUTRICIONAL DAS DIETAS - 1 A 21 DIAS

Tratamentos
Ingredientes, % AeE BeF CeG DeH
Milho 58,49 58,49 58,49 58,49
Oleo de soja 1,40 1,40 1,40 1,40
Farelo de soja 36,10 36,10 36,10 36,10
Fosfato bicalcico 1,16 1,16 1,16 1,16
Sal 0,35 0,35 0,35 0,35
DL-Metionina 0,29 0,29 0,29 0,29
Bicarbonato de sédio 0,20 0,20 0,20 0,20
L-Treonina 0,09 0,09 0,09 0,09
Calcario calcitico 1,00 1,00 1,00 1,00
Premix vitaminico e mineral’ 0,30 0,30 0,30 0,30
Sulfato de Lisina 0,37 0,37 0,37 0,37
Cloreto de colina 0,06 0,06 0,06 0,06
Caulin 0,20 - 0,04 0,05
Oleos Funcionais - 0,15 0,15 0,15
Enramicina - - 0,0125 -
Salinomicina - 0,05 - -
Composigéao nutricional
EM Kcal/kg 2980 2980 2980 2980
PB, % 21,92 21,92 21,92 21,92
GB, % 3,82 3,82 3,82 3,82
FB, % 3,21 3,21 3,21 3,21
Cinzas, % 6,13 6,13 6,13 6,13
Calcio, % 0,94 0,94 0,94 0,94
P disp, % 0,44 0,44 0,44 0,44
Lisina dig, % 1,25 1,25 1,25 1,25
AAS dig, % 0,879 0,879 0,879 0,879
Treonina dig., % 0,811 0,811 0,811 0,811
Triptofano dig., % 0,236 0,236 0,236 0,236
Leucina dig., % 1,666 1,666 1,666 1,666
Isoleucina dig., % 0,863 0,863 0,863 0,863
Valina dig., % 0,923 0,923 0,923 0,923
Arginina dig., % 1,328 1,328 1,328 1,328
Colina, mg/kg 1596,91 1596,91 1596,91 1596,91
Na, % 0,22 0,22 0,22 0,22
Cl, % 0,267 0,267 0,267 0,267
K, % 0,917 0,917 0,917 0,917

FONTE: O autor (2016).
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'Mistura vitaminica (Conteudo por kg de premix): Vit. A 4.000Ul; Vit. D3 1.167Ul; Vit.E 10.000Ul; Vit.
K3 1.000mg; Vit. B1 1.000mg; Vit. B2 2.666,67mg; Vit. B6 1.667,00mg; Vit. B12 6.666,67mcg; Niacina
13.333,33mg; Acido Pantoténico 6.000mg; Acido Félico 833,33mg; Biotina 80.000mcg; Antioxidante
22.200mg. Mistura mineral (Conteudo por kg de premix): Ferro 23.333,33ppm; Cobre 2.666,67ppm;
lodo 333,3ppm; Zinco 33.333,33ppm; Manganés 40.000ppm; Selénio 80ppm. Fitase 16.667g/kg ;

Complexo enximatico (xilanase, amilase e protease) 33,333g/kg
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Desempenho produtivo

Para calculo do desempenho produtivo as aves e sobras de ragao foram
pesadas ao alojamento e aos 21 dias, para a avaliagdo do peso médio, ganho de
peso, consumo de ragédo e conversdo alimentar. A converséo alimentar foi corrigida
pela mortalidade semanal das aves conforme metodologia escrita por Sakomura e
Rostagno (2007).

Avaliacdo da saude intestinal — alteragao macroscépica da mucosa intestinal

Aos 21 dias, 16 aves/tratamento foram sacrificadas por deslocamento
cervical. Apos o sacrificio, o intestino foi removido e exposto para a avaliagao da
mucosa intestinal de acordo com a metodologia de Bracarense et al. (2012)
modificada. Para cada alteracdo macroscopica observada na mucosa intestinal das
aves, foi atribuido um grau de severidade (GS) entre 0 e 3, sendo grau 0 sem
alteracdo, grau 1 alteracao leve, grau 2 alteragdo moderada e grau 3 alteragao
severa, de acordo com a sua importancia em reduzir a capacidade funcional do
orgao, ou seja, digestdo e absorgao de alimentos. Para cada alteragdo observada
foram atribuidos escores de 0 a 3 conforme a intensidade da lesdo, escore 0 sem
leséo, escore 1 € baixa extensdo (25%), escore 2 € média extensao (50%), e escore
3 é grande extensdo (75%). Os valores de escores foram multiplicados pelo GS e
estabelecido um valor total de alteracdes visualizadas na mucosa de cada segmento

intestinal.

Avaliacado da saude intestinal - histomorfometria e células caliciformes

Das mesmas aves sacrificadas, foram retirados partes de aproximadamente
5cm de comprimento do duodeno, jejuno e ileo. Cada fragmento foi fixado em
formalina 10% tamponada em submetido a cortes semi-seriados de 5um de
espessura, submetidos aos procedimentos e corados por PAS (Acido Periédico de
Schiff).

Para o estudo morfométrico, as imagens dos segmentos do intestino foram
capturadas por meio da microscopia de luz, utilizando-se o sistema analisador de
imagens computadorizado (Image Pro-Plus - Versao 5.2 — Media Cibernética). Foi
contabilizado o numero, de criptas em 20 vilos para a determinagdo da relagéo
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numero de criptas:numero de vilos de cada repetigdo para cada segmento. Foi
mensurado a altura e largura de 20 vilos e a profundidade e largura de 20 criptas de
cada repeticdo para cada segmento e destes valores foi obtida a média para o
calculo da relagcdo comprimento do vilo;profundidade da cripta. As medidas foram
utilizadas para o calculo da area da superficie de absor¢do da mucosa intestinal,

através da seguinte férmula, segundo Kisielinskiet al. (2002):

Area de absorcgo:(LV x AV)+(LV/2 + LC/2)? - (LV/2)?
(LV/2 + LC/2)?

Onde: LV: largura de vilo, AV: altura de vilo, LC: largura de cripta

Para a contagem das células caliciformes, as imagens foram capturadas em
aumento de 40x, utilizando-se o sistema analisador de imagens computadorizado
(ImagePro-Plus - Versédo 5.2 — Média Cibernética). A contagem de células

caliciformes foi feita por mm? de area de vilo.

Avaliacdo da saude intestinal — Analise da capacidade proliferativa das células
intestinais

Novas laminas sinalizadas foram confeccionadas com cortes provenientes
dos 16 segmentos de jejuno/tratamento emblocadas para a avaliacdo da atividade
proliferativa das céluas intestinais, analisada por imunohistoquimica para PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen). O PCNA (anti-PCNA; FL-261; Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, Ca, USA) foi detectado com um rabbit polyclonal
antibody contra os aminoacidos 1-261 do PCNA humano.

De cada lamina foram capturadas cinco imagens da regido da base e do
meio do vilo em aumento de 40x. Em cada imagem foi quantificada as células PCNA

positivas por milimetro quadrado.

Analises de expressao génica das citocinas inflamatérias

Das 16 aves sacrificadas/tratamento, foram coletados 4 partes/tratamento e
armazenadas em ultra freezer a -80°C até o momento da extracdo de RNA. O RNA
total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de

acordo com as normas do fabricante, na proporgdo de 1 mL para cada 80 mg de
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tecido. Todos os materiais utilizados foram previamente tratados com inibidor de
RNAse - RNAse AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Inicialmente, o tecido foi
triturado com homogeneizador elétrico Polytron (tecido + Trizol) até a completa
dissociagao, sendo mantido a temperatura ambiente por cinco minutos. Logo apos
foram adicionados 200 pL de cloroférmio e homogeneizados manualmente por 15
segundos. Apds permanecer em temperatura ambiente por trés minutos, o material
foi centrifugado por 15 minutos a 12.000 x g a 4°C, sendo a fase liquida coletada e
transferida para tubo limpo. Ao sobrenadante foram adicionados 500 uL de
isopropanol, e apds dez minutos a temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados por dez minutos a 12.000 x g, a 4°C. Foi descartado o sobrenadante e
o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75%. Apds nova centrifugagéo a 7.500 x
g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, sendo que o pelet foi seco
por 15 minutos e ressuspendido em agua ultrapura livre de RNAse. Por fim, as
amostras foram incubadas a 60°C por 15 minutos, sendo posteriormente
armazenadas a -80°C.

Para avaliar a concentracao total de RNA, as amostras foram mensuradas
pelo método fluorimétrico utilizando o kit Qubit RNA BR Assay Kit (Invitrogen,
Carlsbad CA, USA). A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%,
corado com SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) e
visualizado em aparelho transluminador com luz ultravioleta.

Para remocado de possiveis residuos de DNA gendmico, as amostras de
RNA foram tratadas com Quanti Novag DNA Removal Mix (QiagenGmbH, Hilden,
Germany) a 45°C por 2 min, conforme instrugbes do fabricante. Apds remogao do
DNA genbmico, foram utilizados 5 pg de RNA para sintese do cDNA, utilizando o kit
Quanti Nova reverse transcription kit (QiagenGmbH) de acordo com as normas do
fabricante. Em tubo estéril, foram adicionados 5ug de RNA total, 1 pl Quanti Nova
Reverse Transcription Enzyme e 4 pl Quanti Nova Reverse Transcription Mix. A
reacao de transcriptase reversa foi incubada por 3 min a 25°C, seguida de 45°C por
10 min e subsequente inativagdo por 5 min a 85°C, sendo imediatamente colocada
sobre o gelo. As amostras foram armazenadas a -20°C até o momento do uso.

As andlises de qPCR foram conduzidas utilizando em um Step One Plus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), utilizando o kit
Quanti Nova SYBR Green PCR Kit, em duplicatas. Utilizou-se um volume total da
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reacao de 20 pl, contendo 10 pl de 2x SYBR Green PCR Master Mix, 2 yl de QN
Rox Reference Dye, 0,8 ul de cada primer (400 nM), 5 pl cDNA (400 ng) e 1,4 pl de
RNAse free water.

As reacdes de gRT-PCR foram inicialmente incubadas a 95°C por 2 min,
seguido de 40 ciclos de: desnaturagao a 95°C por 5 seg, anelamento/extensao 60°C
por 10 seg. As curvas de dissociacdo (melting curve) foram conduzidas para
determinar a especificidade das reacoes.

Para avaliar por PCR em tempo real (QRT-PCR) o gene TNF-a e R-actina
foram utilizados os primers desenvolvido por Du et al. (2016) (Tabela 2). Para o
gene IL-I, foi utilizado o primer desenvolvido por Gasparino (2016, ainda néao
publicado). Como controle enddgeno, foi utilizada a p-actina. As caracteristicas dos

primers podem ser observadas na Tabela 2.

TABELA 2: CARACTERISTICAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NESTE ESTUDO.

Primer Sequéncia Tamanho do

i Accession no. Referéncia
amplicon (pb)

F: GAGCGTTGACTTGGCTGTC
TNF-a 64 NM_204267 64  Du et al. (2016)
R: AAGCAACAACCAGCTATGCAC

F: GTCAACATCGCCACCTACAA a -
IL-I 90 HM179638.1 grof Dra. Eliane
R: GGTTTCCATCTCGTATGTACCG asparino (UEM)
F: GAGAAATTGTGCGTGACATCA
B-actina 152 L08165 152 Du et al. (2016)

R: CCTGAACCTCTCATTGCCA

FONTE: Du et al. (2016)

O método 22°T foi utilizado para as analises de quantificacéo relativa, sendo
os dados expressos em unidade arbitraria (UA).

Os primers para os genes analisados neste estudo (TNF, IL-I e B-actina)
provaram ser adequados para a analise de PCR em tempo real. A eficiéncia de
amplificagdo foi semelhante para os genes de interesse, variando entre 90 e 110%.
A analise das curvas de dissociagdo nao revelou presenga de produtos nao
especificos, ou formacédo de dimeros de primers, o que demonstra a confiabilidade
dos dados na expressdo de mRNA dos genes estudados. Analise estatistica da [3-
actina como controle enddégeno nao mostrou diferenga significativa entre os
tratamentos, comprovando desta forma a eficiéncia de seu uso como controle

endogeno.
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Os valores de Ct (cicle threshold ou ciclo limiar) utilizados na analise
estatistica foram calculados como: 40 — [(Ct médio da amostra ) + ( Ct mediano 28S
— Ct médio 28S) x (gene alvo slope/28S slope)].

Onde: Ct mediano: 22,6682; Slope B-actina: -2,9475; Slope IL-1: -2,8341;
Slope TNF-a: -2,8129

Analise estatistica

Para a analise estatistica, os dados foram verificados quanto a presenca de
valores discrepantes (“outliers”) e testaram-se as pressuposicbes de normalidade
dos erros studentizados (teste de Cramer Von Mises) e de homogeneidade de
variancia (teste de Brown-Forsythe). Depois de constatada a n&o violagao dessas
pressuposi¢coes, os dados foram submetidos a analise de variancia através do
procedimento GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002).

Para as analises das citocinas foi utilizado o procedimento GENMOD, para
avaliacao de TNF utilizou-se a fungao de distribuicdo normal e para avaliagao de IL -
1 utilizou —se a distribuicao binomial negativa com funcao de ligagao logistica.

Para a avaliagao das variaveis ndo paramétricas das lesbes macroscopicas
do intestino os resultados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis a 5 % de

significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do desempenho produtivo estdo descritos na Tabela 3. Aves
submetidas ao desafio sanitario apresentaram menor (p<0,05) peso vivo e ganho de
peso aos 21 dias, quando comparadas com as aves criadas sob cama nova,
independente da dieta. Para as demais variaves ndo houve efeito significativo

(p>0,05) do desafio ou dietas.
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TABELA 3: DESEMPENHO PRODUTIVO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E OLEOS FUNCIONAIS DE 1 A 21
DIAS DE IDADE E SUBMETIDOS A UM MODELO DE DESAFIO ENTERICO

Peso vivo (g) Ganho de peso (g) Consumo de ragdo (g) Conversao alimentar

Dietas

Controle 746,43 701,45 1061,87 1,505
APC | + OF 754,33 710,82 1037,62 1,461
APC Il + OF 751,02 706,19 1047,95 1,455
OF 768,75 722,78 1041,65 1,443
Desafio

Controle 771,38° 726,08° 1059,79 1,452
Desafiadas 738,88° 694,54° 1034,86 1,487
CV, % 6,92 7,43 6,17 5,02
Analise de variancia

Dietas 0,0161 0,0203 0,1390 0,0730
Desafio 0,6540 0,6976 0,7452 0,1342
Dietas x desafio 0,6500 0,6811 0,5821 0,1631

FONTE: O autor (2016).
APC: antibiético promotor de crescimento (I: salinomicina, II: enramicina), OF: 6leos funcionais. Letras
minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p< 0,05 )

Varios estudos tém documentado que a cama de aviario contém uma
microbiota complexa e dinamica, composta principalmente de bactérias do trato
gastrintestinal e do ambiente. O manejo da cama resulta em mudangas
consideraveis nas condigbes quimicas e microbioldgicas devido principalmente ao
aumento da umidade com aumentos concomitantes de aménia e pH, influenciando a
densidade e a diversidade do microbioma (OMEIRA et al., 2006). Camas de aviario
nessas condicdées moldam a microbiota do trato gastrointestinal das aves porque a
exposicdo de pintos jovens a diferentes indculos bacterianos pode afetar
profundamente o desenvolvimento da microbiota permanente do intestino (YIN et al.,
2010).

Cressman et al. (2010) demonstraram que a microbiota da cama e a
microbiota do trato gastrintestinal exercem influéncia de maneira reciproca, além
disso, esses autores observaram que camas novas apresentam menor diversidade e
predominancia de bactérias do ambiente na microbiota do trato gastrintestinal de
pintainhos, enquanto que camas reutilizadas e mal manejadas resultaram no
aumento de bactérias de origem intestinal. Outro estudo recente (WANG et al. 2016)
revelou ainda, a predominéncia de Enterococcus no ileo de pintainhos de 10 dias, o
que sugere que a cama pode representar uma fonte de Enterococcus na fase inicial
de vida das aves. Esses autores também mostram haver uma maior susceptibilidade

de aves jovens as condi¢des de manejo da cama que aves adultas, uma vez que
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com a idade ha um aumento na diversidade e na resisténcia a colonizagdo (SPEES
et al., 2013).

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que a melhoria
nas praticas de produgdo, como manejo e ambiéncia e maior atengcdo aos
procedimentos de higiene e desinfecgdo podem ter um maior impacto na redugéo do
desafio microbiolégico dos lotes do que o uso de aditivos. E importante ressaltar,
que estes resultados foram obtidos em condigdes experimentais. Desta forma, os
aditivos APC, anticoccidianos ou fitogénicos podem nao ter o mesmo impacto
quanto utilizados nas dietas para frangos de corte criados em condi¢gées comerciais.

O menor ganho de peso das aves criadas sob camas mal manejadas pode
ser atribuido a maior demanda de nutrientes para manter a homeostase frente ao
desafio microbiolégico. Quando a mucosa sofre processo de agressao, a reposi¢ao
celular se faz as custas de consumo de nutrientes, os quais sdo provenientes das
reservas energeticas do organismo da ave e da racdo ingerida. McBride & Kelly
(1990) estimaram que a manutengao do epitélio intestinal e estruturas anexas de
suporte tem custo de 20% da energia bruta consumida pelo animal.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram relatados por
Toledo et al. (2007). Os autores n&o observaram diferencas nas variaveis de
desempenho produtivo quando adicionaram oOleos essenciais associados ou nao a
antibiético quando comparados ao tratamento controle. Da mesma forma, Barreto et
al. (2008) também nao observaram diferencas significativas com 6leos essenciais
sobre o desempenho de frangos de corte aos 42 dias de idade.

Por outro lado, Bess et al. (2012) demonstraram que a utilizagdo de 6leo de
caju e mamona melhorou o desempenho de frangos de corte e Murakami et al.
(2014) relataram beneficios da associacao de 6leo de ricino com o 6leo da casca da
castanha do caju em aves desafiadas com coccideos de Eimeria sp.

Silva et al. (2011) avaliaram o Oleo essencial de aroeira-vermelha e
verificaram efeitos compativeis ao uso de APC.

Segundo Applegate et al. (2010), os principios ativos dos aditivos fitogénicos
sao produzidos como mecanismo de defesa da planta contra fatores externos, o que
pode alterar a composigao dos constituintes metabdlicos da planta. Além disso,

diferengcas no método de extracado/destilacdo e estabilizagao utilizado assim como a
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associacao de principios ativos diversos pode influenciar as caracteristicas desses
produtos.

Os resultados da morfometria da mucosa intestinal do duodeno de frangos
de corte aos 21 dias de idade estdo descritos na Tabela 4. Houve efeito significativo
(p<0,05) para o desafio sanitario, onde aves alojadas sobre camas com alto desafio
sanitario apresentaram menor profundidade de cripta quando comparadas com o
tratamento controle, o que indica menor capacidade de proliferagdo de novas células

pela cripta intestinal.

TABELA 4: MORFOMETRIA DA MUCOSA INTESTINAL DO DUODENO DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E OLEOS
FUNCIONAIS DE 1 A 21 DIAS DE IDADE E SUBMETIDOS A UM MODELO DE DESAFIO

ENTERICO
Duodeno
CVilo, LVilo, PCripta, LCripta, CV-PC  NC:NV Areg de ,
um um um um, absorgdo, um
Dietas
Controle 1482,70 153,71 119,03 38,78 13,22 4,36 25,43
APC | + OF 1602,63 157,01 106,87 39,38 15,45 3,77 26,51
APC Il + OF 1489,60 175,62 110,16 38,41 14,98 4,03 24,10
OF 1521,95 167,88 114,04 40,16 13,41 3,60 24,14
Desafio
Controle 1522,46 165,84 120,04° 40,18 13,66 3,74 24,53
Desafiadas 1517,01 161,94 105,37° 38,15 14,77 4,18 25,42
CV, % 16,34 28,82 22,28 12,31 26,73 26,59 22,25
Analise de variancia
Dietas 0,7062 0,6590 0,6121 0,8256 0,3967 0,2578 0,7671
Desafio 0,9727 0,8145 0,0373 0,1215 0,2620 0,0778 0,5568
Dietas x 02273 01897 04427 07395 goggq 0,098 0,0537
desafio

FONTE: O autor (2016).

APC: antibiético promotor de crescimento (l: salinomicina, Il: enramicina), OF: éleos funcionais.
Comprimento do vilo (CVilo), largura do vilo (LVilo), profundidade de cripta (PCripta), relagcéo
comprimento do vilo: profundidade da cripta (CV:PC), numero de criptas: nimero de vilos (NC:NV).
Letras minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p< 0,05)

A renovacao celular da mucosa intestinal € um processo continuo que se da
pelo equilibrio entre os processos de proliferacao e diferenciacéo celular e a perda
de células por descamagao (UNI, 1998), mecanismo conhecido como turnover
celular.

Apesar da menor profundidade da cripta n&o influenciar negativamente o
comprimento do vilo, pode ter contribuido para o menor ganho de peso das aves
desafiadas. Em situacdo de desafios entéricos, € necessario ocorrer a maturacao
das células epiteliais para manter as inumeras atividades funcionais da mucosa
intestinal. O surgimento de “enterdécitos imaturos” com baixa capacidade absortiva,

bem como reduzida atividade das enzimas na bordadura em escova pode
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comprometer a absorcdo de nutrientes e consequentemente o desempenho
produtivo.

As demais mensuragdes da mucosa intestinal do duodeno nao foram
alteradas (p>0,05) pelo desafio ou dietas.

Os resultados da morfometria da mucosa intestinal do jejuno de frangos de
corte aos 21 dias de idade estdo descritos na Tabela 5. Aves desafiadas
apresentaram menor (p<0,05) largura de cripta quando comparadas com as aves
nao desafiadas, o que confirma que desafios entéricos podem alterar a capacidade
proliferativa das criptas intestinais, a exemplo do observado para a profundidade da
cripta do duodeno.

Houve uma interacédo significativa (p<0,05) entre desafio e dieta para a
relacdo numero de criptas:numero de vilos (Tabela 5). No desdobramento da
interagdo (Tabela 6), as aves criadas sobre a cama nova e suplementadas com
dietas isentas de aditivos apresentaram maior numero de criptas em relagdo ao
numero de vilos. Para as aves desafiadas, ndo houve diferenga significativa
(p<0,05). Na comparacao entre aves que receberam dieta controle e desafiadas ou
nao observou-se menor numero de criptas:numero de vilos. Para a dieta acrescida
de anticococcidiano (APC | — salinomicina) e oleos funcionais, observou-se

comportamento oposto.

TABELA 5: MORFOMETRIA DA MUCOSA INTESTINAL DO JEJUNO DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E OLEOS
FUNCIONAIS DE 1 A 21 DIAS DE IDADE E SUBMETIDOS A UM MODELO DE DESAFIO

ENTERICO
Jejuno
CVilo, ym LVilo, ~ PCripta, LCripta, ~\.pc  NC:NV Areg de
um gm um, absorgao, um

Dietas
Controle 864,57 119,33 91,78 36,05 9,68 3,10 18,13%
APC | + OF 774,07 131,34 81,04 37,70 10,00 3,13 15,50%°
APC Il + OF 737,94 130,81 84,10 35,81 9,04 3,47 14,67°
OF 837,83 109,43 87,50 36,75 10,16 3,05 19,11%
Desafio
Controle 832,11 121,48 89,04 39,06° 9,58 2,95° 16,65
Desafiadas 773,88 122,94 83,57 33,87° 9,83 3,44° 17,20
CV, % 16,76 26,35 23,61 18,168 20,43 24,11 28,402
Analise de varidncia
Dietas 0,0529 0,1977 0,5781 0,8690 0,4144 0,3834 0,0390
Desafio 0,1516 0,7933 0,3211 0,0038 0,6365 0,0129 0,6119
Dietas x desafio 0,6473 0,1450 0,5213 0,9133 0,7242 0,0049 0,3897

FONTE: O autor (2016).

APC: antibiético promotor de crescimento (l: salinomicina, Il: enramicina), OF: éleos funcionais.
Comprimento do vilo (CVilo), largura do vilo (LVilo), profundidade de cripta (PCripta), relacao
comprimento do vilo: profundidade da cripta (CV:PC), numero de criptas: nimero de vilos (NC:NV).
Letras minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p< 0,05)
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TABELA 6: DESDOBRAMENTO DA INTERAGAO DIETA E DESAFIO PARA A RELAGAO NUMERO
DE CRIPTAS:NUMERO DE VILOS DO JEJUNO DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E OLEOS
FUNCIONAIS DE 1 A 21 DIAS DE IDADE E SUBMETIDOS A UM MODELO DE DESAFIO

ENTERICO
Controle Desafiadas Valor de P

NC:NV
Controle 3,45™ 2,707 0.0416
APC | + OF 2,47%° 3,80" 0.0210
APC Il + OF 3,03%° 3,92 0.0620
OF 2,75 3,35 0.1062
Valor de P 0,0399 0,0656

FONTE: O autor (2016).

APC: antibiético promotor de crescimento (I: salinomicina, Il: enramicina), OF: dleos funcionais.
Letras minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p< 0,05)
Letras maiusculas diferem estatisticamente na linha (p<0,05)

A maior quantidade de criptas por vilo observadas no jejuno de aves
mantidas sobre camas com alto desafio sanitario pode ser uma forma compensatoria
de manter a capacidade de absorcdo da mucosa intestinal, uma vez que essas aves
apresentaram menor profundidade de cripta do duodeno e menor largura de cripta
do jujuno.Houve efeito significativo (p<0,05) da dieta sobre a area de absorcao da
mucosa do jejuno. Aves suplementadas com 6leos funcionais apresentaram maior
area de absorgdo apenas em comparagao a associacdo de o6leos funcionais e
enramicina. Os resultados da morfometria da mucosa intestinal do ileo de frangos de
corte aos 21 dias de idade estdo descritos na Tabela 7. Nao houve efeito
significativo (p>0,05) do desafio sanitario ou das dietas sobre nenhuma das variaveis

analisadas.
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TABELA 7: MORFOMETRIA DA MUCOSA INTESTINAL DO iLEO DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E OLEOS
FUNCIONAIS DE 1 A 21 DIAS DE IDADE E SUBMETIDOS A UM MODELO DE DESAFIO

ENTERICO
fleo
CVilo, LVilo, PCripta, LCripta, CV:PC  NC:NV Are? de ,
um um um um, absorgao, um

Dietas
Controle 574,16 149,66 91,59 41,41 5,88 3,21 10,21
APC | + OF 496,45 148,93 83,66 41,65 5,97 3,20 8,88
APC Il + OF 590,58 151,69 100,59 38,94 5,90 3,39 10,50
OF 554,77 155,77 99,22 41,17 5,77 3,56 10,11
Desafio
Controle 547,37 154,34 92,39 42,22 5,81 3,36 9,80
Desafiadas 560,24 148,47 95,56 39,19 5,95 3,33 10,07
CV, % 25,50 21,52 24,16 18,83 16,64 22,90 33,99
Analise de variancia
Dietas 0,3100 0,9309 0,2007 0,7353 0,9161 0,4621 0,5686
Desafio 0,6255 0,5309 0,5669 0,1606 0,5550 0,9672 0,7098
Dietas x desafio 0,2983 0,6810 0,8617 0,1490 0,3645 0,3085 0,6529

FONTE: O autor (2016).

APC: antibiético promotor de crescimento (I: salinomicina, II: enramicina), OF: déleos funcionais.
Comprimento do vilo (CVilo), largura do vilo (LVilo), profundidade de cripta (PCripta), relagéo
comprimento do vilo: profundidade da cripta (CV:PC), numero de criptas: numero de vilos (NC:NV).
Letras minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p< 0,05)

Com relagao ao efeito da dieta na mucosa intestinal de frangos desafiados
ou nao, os dados observados demonstram que a utilizacdo de promotores,
anticoccidianos e 6leos funcionais ainda requer mais estudos, uma vez que seus
efeitos nao ficaram claros, até mesmo em aves desafiadas.

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que o controle sanitario eficiente,
boas condigdes de ambiéncia e manejo, além do uso de matérias primas de melhor
qualidade na formulacdo das ragdes podem contribuir de forma mais impactante
sobre a integridade intestinal. A utilizagdo de aditivos pode ser pontual em situacoes
extremas, visto que era esperado que a associagao ou até mesmo o0 uso dos oOleos
funcionais de forma isolada apresentassem melhorias na mucosa intestinal das
aves, principalmente nas aves desafidas. Nesse sentido, mais pesquisas s&o
necessarias para o melhor entendimento da interagdo da microbiota ambiental,
principalmente que compde a cama do aviario € a microbiota intestinal, a fim de
desenvolver ferramentas de manipulagcdo em favor do desempenho produtivo, e da
prevencao e controle de patdégenos entéricos.

Vuki¢-vranje$ et al. (2013) ndo observaram diferencas estatisticas para a
altura das vilosidades e para a profundidade de cripta no jejuno de aves

suplementadas com uma mistura de 6leos essenciais de orégano, anis e citros.
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Jerzsele et al. (2012) avaliaram a adi¢cdo de Oleos essenciais de gengibre e
carvacrol na dieta de frangos de corte e observaram um aumento significativo no
tamanho das vilosidades, comparado com o tratamento controle sem qualquer tipo
de aditivo promotor.

Hong et al. (2012), suplementaram frangos de corte com uma mistura de
Oleos essenciais de orégano, anis e citros e observaram um aumento significativo na
altura dos vilos do duodeno nos animais do tratamento com Oleos essenciais em
comparacgao ao tratamento controle negativo e o tratamento contendo APC.

Silva et al. (2011) suplementaram frangos de corte com 0leos extraidos da
aroeira vermelha e ndo encontraram diferenga significativa na profundidade das
criptas e na altura dos vilos entre os tratamentos.

Amad et al. (2013) verificaram que a adicdo da mistura de 6leos essenciais a
base de timol e anetol, aumentou a relagao vilo:cripta em frangos de corte.

Os resultados do numero de células caliciformes na mucosa intestinal do
duodeno, jejuno e ileo estdo descritos na Tabela 8. Nao houve efeito significativo

(p>0,05) para as variaveis avaliadas.

TABELA 8: NUMERO DE CELULAS CALICIFORMES (MM?) NA MUCOSA INTESTINAL DO
DUODENO, JEJUNO E iLEO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E OLEOS FUNCIONAIS DE 1 A 21
DIAS DE IDADE E SUBMETIDOS A UM MODELO DE DESAFIO ENTERICO

Duodeno Jejuno lleo
Dietas
Controle 1,71 3,80 2,57
APC | + OF 1,42 3,68 2,87
APC Il + OF 1,42 3,08 2,37
OF 1,71 3,28 2,60
Desafio
Controle 1,51 3,40 2,54
Desafiadas 1,63 3,54 2,65
CV, % 32,75 32,88 37,87
Analise de variancia
Dietas 0,1889 0,6202 0,6414
Desafio 0,3694 0,3173 0,7496
Dietas x desafio 0,5129 0,9694 0,5375

FONTE: O autor (2016).
APC: antibiético promotor de crescimento (l: salinomicina, Il: enramicina), OF: dleos funcionais. Letras
minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p< 0,05)

As células caliciformes sao secretoras de glicoproteinas, cuja funcéo é
proteger o epitélio da acdo de enzimas digestivas e efeitos abrasivos da digesta
(MAIORKA et al., 2003). Além disso, a secregao funciona como uma barreira a
infecgdes, pois impedem o contato direto de microrganismos patogénicos com as

células epiteliais. Quando a mucosa sofre agressao por qualquer tipo de injaria ou
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por acdo de enterotoxinas, ocorre um aumento do numero de células caliciformes
nos vilos e com isso aumenta-se a liberagdo de muco (FORDER et al., 2007).

Akbarian et al. (2013) avaliaram a adigdo do extrato da casca de limao,
extrato da casca de laranja e 6leo essencial de curcuma na dieta de frangos de corte
e observaram diminuigdo na contagem de coliformes no ileo em relagdo ao grupo
controle.

Bona et al. (2012) avaliaram a suplementacéo de 6leo essencial de orégano,
alecrim e extrato de pimenta em aves desafiadas com Salmonela Enteritides e
observaram que o numero de células caliciformes nas aves suplementadas com o
composto vegetal foi significativamente maior no duodeno em relagdo ao grupo que
recebeu APC, mostrando que dependendo do estimulo imunogénico, a utilizagao do
APC pode ser mais efetiva do que de aditivos fitogénicos.

Os resultados da contagem de células positivas PCNA e expressao génica
das citocinas IL-1 e TNF-a da mucosa intestinal do jejuno de frangos de corte aos 21
dias estdo descritas na Tabela 9. Houve efeito significativo (p<0,05) da cama com
alto desafio sanitario para a contagem de células PCNA positivas independente da
dieta fornecida. Aves desafiadas apresentaram menor quantidade de células PCNA
positivas em comparagdo com as aves criadas em camas novas.

As células PCNA-positivas sdo células que expressam antigenos da fase G1
tardia e durante a fase S do ciclo celular. Esta técnica € uma das formas de fazer a
avaliacao da proliferacao celular, permitindo medi¢cdes acuradas sem a necessidade
da administragdo de nenhuma substancia ao animal em estudo (RABENHORST,
BURINI e SCHMITT, 1993).

Esse resultado confirma o que foi observado nas avaliagdes ja descritas. O
desafio sanitario resultou em menor ganho de peso, menor profundidade de cripta
do duodeno e menor largura de criptas do jejuno.

A menor capacidade proliferativa observada nessas aves pode ser resultado
da resposta inflamatéria induzida pela microbiota presente na cama mal manejada
(SHANMUGASUNDARAM et al., 2012). Wang et al. (2016) relatam que algumas
bactérias benéficas produtoras de butirato e Lactobacillus localizados no ileo das
aves sao afetadas pelo pior manejo da cama. O butirato é conhecido pelas
propriedades anti-inflamatorias além de importante fonte de energia para a mucosa
intestinal do ceco e do colon (STEVENS e HUME, 1998) e com isso pode atuar
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positivamente na absor¢cdo dos nutrientes do vitelo e no desenvolvimento do trato
gastrintestinal das aves pods-eclosao.

Em relagao as dietas, pode ser observado uma maior contagem (p<0,05) de
células PCNA na mucosa do jejuno de aves suplementadas com APC |
(salinomicina) associado aos oleos funcionais (6leo de ricino e 6leo da casca da
castanha do caju). Esse resultado também esta relacionado com a observagéao de
que para esse tratamento foi encontrado um maior numero de criptas:vilo, o que
demonstra que a associagdo de um anticoccidiano com um aditivo fitogénico pode
ser promissora na manuteng¢ao da capacidade absortiva intestinal.

Apesar de ndo haver diferengas significativas no comprimento do vilo de
nenhum segmento avaliado, € importante considerar que a manutengdo do
comprimento do vilo € um indicador morfolégico da integridade do tecido intestinal,
uma vez que representa que o processo de mitose esta ativo mesmo havendo um
maior turnover celular (SAMANYA e YAMUCHI, 2002).

Houve resultado significativo (p<0,05) para a avaliagado da expressao génica
de TNF- a (Tabela 9). Aves que receberam a dieta controle e a dieta com dleos
funcionais apresentaram maior concentragdes de TNF- a quando comparadas com
as aves que receberam dieta com APC | + OF e dieta APC Il + OF. Para a citocinas
IL-1, ndo houve efeito significativo (p>0,05) para o desafio sanitario ou para as

dietas.

TABELA 9: CONTAGEM DE CELULAS POSITIVAS-PCNA (MM?) E EXPRESSAO DE CITOCINAS
IL-1 E TNF-A NA MUCOSA INTESTINAL DO JEJUNO DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E OLEOS
FUNCIONAIS DE 1 A 21 DIAS DE IDADE E SUBMETIDOS A UM MODELO DE DESAFIO

ENTERICO

PCNA IL-1 TNF-a
Dietas
Controle 8,16° 0,00205 0,64282
APC | + OF 10,13° 0,00114 0,4100°
APC Il + OF 8,75% 0,00183 0,3480°
OF 8,11° 0,00151 0,6131°
Desafio
Controle 9,91° 0,00164 0,4547
Desafiadas 7,70° 0,00163 0,5522
CV, % 24,52 59,85 43,82
Analise de varidncia
Dietas 0,0390 0,4094 0,0050
Desafio 0,0002 0,9789 0,1655
Dietas x desafio 0,8311 0,9384 0,5121

FONTE: O autor (2016).
APC: antibiético promotor de crescimento (I: salinomicina, Il: enramicina), OF: éleos funcionais. Letras
minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p< 0,05)
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Provavelmente o estimulo inflamatério ndo foi intenso o suficiente para
aumentar a expressao das citocinas pro-inflamatérias IL-1 e TNF- a, uma vez que o
desafio sanitario utilizado nesse experimento ndo resultou na alteragdo da
expressao dessas citocinas. A IL-1 é considerada a maior mediadora da inflamacéao
em mamiferos e aves e é produzida também por enterécitos e outras células
mediante um estimulo inflamatério (BAR-SHIRA e FRIEDMAN, 2006).

Em contraste, a inflamagao reduzida tem sido associada a estabilizagao de
populagdes bacterianas comensais conhecidas por reduzir a expressao de citocinas
inflamatorias e a ocorréncia de disbacteriose e enterite necrética (MASLOWSKI e
MACKEY, 2011).

Nas Figuras 1 e 2 estdo representados graficamente os resultados obtidos
para os Ct ajustados (representa o ponto em que o sinal de amplificacdo é
detectado) para TNF-a e IL-1. Pode ser observado que para a expressao de TNF-q,
o comportamento entre aves desafiadas ou ndao € semelhante entre os aditivos
utilizados. Ja para a analise da expressao da IL-1, observa-se uma queda gradativa
da dieta controle em relagdo as demais, sendo menor para o uso isolado de oOleos
essenciais. Apesar de nao significativos estatisticamente, a analise de outras
citocinas pode trazer maior entendimento da relagdo desses aditivos com a
inflamacdo da mucosa intestinal tanto em situagdes adequadas quanto de desafio

sanitario.

FIGURA 1: EXPRESSAO DE TNF-A POR DIETA NA MUCOSA INTESTINAL DE FRANGOS DE
CORTE DESAFIADOS OU NAO COM CAMA DE AVIARIO MAL MANEJADA
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FONTE: O autor (2016).


http://ps.oxfordjournals.org/content/87/7/1335.full#ref-6

118

FIGURA 2: EXPRESSAO DE IL-1 POR DIETA NA MUCOSA INTESTINAL DE FRANGOS DE
CORTE DESAFIADOS OU NAO COM CAMA DE AVIARIO MAL MANEJADA
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FONTE: O autor (2016).

Citocinas sdo moléculas proteicas, responsaveis por enviar sinais
estimulatérios, modulatérios ou mesmo inibitérios para as diferentes células do
sistema imunoldgico. Agem na propria célula produtora e podem atuar nas células
proximas, geralmente apds a estimulacao antigena (VARELLA e FORTE, 2001).

A sintese da IL — 1 (interleucina 1) é geralmente induzida pela presenga de
antigenos e suas atividades biolégicas incluem a estimulagdo de células CD4+ a
secretarem IL-2; estimulacdo da proliferacdo e ativacao de linfécitos B, neutrofilos,
monadcitos/macréfagos, aumentando consequentemente as atividades quimiotaticas
e fagocitarias. Além disso, estimulam a adesdo de leucdcitos e aumentam a
expressao das moléculas de adesao pelas células endoteliais. (DINARELLO, 1989;
AREND, 1991).

Ja o fator de necrose tumoral (TNF- a) € um mediador da apoptose e da
resposta imune celular, além de fungdes semelhantes a IL-1 e estimula a producéao
de IL- 6 fazendo com que os hepatdcitos produzam proteinas da fase aguda da
inflamagao (TARTAGLIA et al., 1993; VARELLA e FORTE, 2001).

Geralmente o estresse imunoldgico sofrido por uma ave que entra em
contato com um antigeno, resulta em um aumento da taxa metabdlica, diminuindo o

apetite e redirecionando os nutrientes ingeridos para atender as necessidades da
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resposta imune em vez de estar sendo gasto com a deposigédo de proteina muscular
(QURESHI, 2002).

Qureshi (2002) afirma que é importante alcangar um equilibrio nas respostas
de protecdo e imunopatoldgicas, uma vez que se o sistema imune for super
estimulado pode gerar um estado de disfungéo e piorar o desempenho animal.

Os resultados da analise macroscopica da condicdo inflamatoria da mucosa
do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte aos 21 dias de idade estdo descritos
na Tabela 10. Nao houve efeito significativo (p>0,05) para lesdo macroscopica na
mucosa do duodeno e na mucosa do jejuno independente dos tratamentos.

Entretanto, houve interagéo significativa (p<0,05) entre a dieta e o desafio
para a quantidade de petéquias no ileo. Aves nao desafiadas e que receberam dieta
controle apresentaram maior quantidade de petéquias quando comparadas as aves
que receberam dieta APC | + OF e APCIlI + OF e nao diferiram das aves que
receberam apenas Oleos funcionais. Aves desafiadas e que receberam somente
Oleos funcionais apresentaram maior quantidade de petéquias quando comparadas
com a dieta controle e nao diferiram das aves que receberam APC | + OF e APC Il +
OF.
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TABELA 10: ANALISE MACROSCOPICA DA CONDIGAO INFLAMATORIA DA MUCOSA DO DUODENO, JEJUNO E ILEO DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E OLEOS FUNCIONAIS DE 1 A 21 DIAS DE IDADE E
SUBMETIDOS A UM MODELO DE DESAFIO ENTERICO

Material mucoso Congestéo Petéquias
Controle Desafiadas média Controle Desafiadas média Controle Desafiadas média
Duodeno
Racao basal 2,75 0,75 1,75 0,00 0,00 0,00 2,87 1,00 1,94
APC | + OF 3,62 1,25 2,44 1,50 0,25 0,88 1,62 0,87 1,25
APC Il + OF 3,00 2,75 2,88 0,42 0,12 0,27 2,00 0,62 1,31
OF 1,88 1,62 1,75 1,33 0,75 1,04 0,66 1,87 1,27
Média 2,81 1,59 0,81 0,28 1,79 1,09
CV, % 55,89 34,22 54,62
Dieta x desafio 0,537 0,229 0,946
Jejuno
Racao basal 1,25 1,12 1,19 0,87 0,00 0,44 2,12 0,15 1,14
APC | + OF 2,62 0,75 1,69 0,00 0,00 0,00 1,00 0,27 0,64
APC Il + OF 3,00 0,37 1,69 0,42 0,00 0,21 1,14 0,09 0,62
OF 1,66 0,87 1,27 0,00 0,00 0,00 0,55 0,75 0,65
Média 2,13 0,78 0,32 0,00 1,20 0,32
CV, % 55,34 20,83 53,69
Dieta x desafio 0,915 0,279 0,729
lleo

Racao basal 0,62 0,12 0,37 0,87 0,00 0,44 1,257 0,12° 0,69
APC | + OF 0,87 0,25 0,56 0,00 0,00 0,00 0,25° 0,37* 0,31
APC Il + OF 0,14 0,37 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00° 0,37%* 0,19
OF 0,88 0,25 0,57 0,00 0,00 0,00 1,00% 1,622 1,31
Média 0,63 0,25 0,22 0,00 0,63 0,62
CV, % 45,33 16,82 47,19
Dieta x desafio 0,966 0,104 0,07

FONTE: O autor (2016).
APC: antibidtico promotor de crescimento (l: salinomicina, Il: enramicina), OF: éleos funcionais.
Letras minusculas diferem estatisticamente na coluna ( p< 0,05 ) e letras maiusculas diferem estatisticamente na linha (p<0,05).
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Para o desafio sanitario, os resultados foram contraditorios, pois as aves que
receberam dieta controle sem a adicdo de 6leos funcionais, promotores ou
anticoccidianos, apresentaram menor quantidade de petéquias. Esse resultado pode
ter sido influenciado por outras variaves nao controladas no estudo, uma vez que o
desafio se mostrou eficiente em afetar o desempenho das aves e em alterar a
morfometria intestinal, uma vez que a acéo das coccideas nas células epiteliais leva
a modificagdes na estrutura celular e pode resultar no surgimento de inflamagdes
cronicas na mucosa intestinal.

Resultados diferentes foram encontrados por Bona et al. (2012) que
avaliaram a inclusdo de um composto vegetal a base de 6leo essencial de orégano,
alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha em frangos de corte. Os autores néo
observaram diferencas nas avaliacdes de enterites inespecificas apds a inoculagao
de eimerias entre os tratamentos com extratos vegetais e o tratamento com
avilamicina. Entretanto, para lesbes de E. maximae E. tenella, as aves dos
tratamentos com avilamicina e composto vegetal apresentaram significativa redugao
em severidade, com relagao ao tratamento controle sem a adigao de aditivos.

Da mesma forma, Murakami et al. (2014) forneceram déleos funcionais a
base de 6leos extraidos da mamona e da casca da castanha do caju e observaram
menor indice de lesdo na mucosa intestinal do duodeno e do ceco em aves
desafiadas com coccidiose e concluiram que o composto pode funcionar como um

anticoccidiando alternativo.

CONCLUSOES

O desafio intestinal proporcionado pela exposi¢cao das aves a cama de baixa
qualidade foi eficiente em piorar o desempenho das aves e em diminuir a
capacidade proliferativa de reparo da mucosa intestinal.

O desafio intestinal ndo foi intenso suficiente para aumentar a expressao
génica das citocinas inflamatérias.

A suplementagao de 6leos funcionais associados ou ndo com promotor de
crescimento e anticoccidiano nao alterou o desempenho produtivo das aves, nem a

morfometria da mucosa intestinal.
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A suplementacao de dleos funcionais associados ou ndo com promotores e
anticoccidianos necessita de mais pesquisas para um melhor entendimento sobre os

efeitos no trato gastrointestinal de frangos de corte.
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4 CONCLUSOES GERAIS

A substituicdo dos promotores de crescimento nas dietas das matrizes
pesadas por 6leos funcionais € uma alternativa viavel e pode ser utilizada em ampla
escala produtiva, desde que associada a boas praticas de manejo, nutricdo e
biosseguridade. Os efeitos dos 6leos funcionais em substituicdo aos promotores de
crescimento vao além do efeito antimicrobiano e podem garantir maior estabilidade
oxidativa metabdlica para a matriz e também para o ovo. Esses efeitos antioxidantes
podem ter relagdo direta com a melhor fertilidade, eclosdo, eclodibilidade e com a
producao de pintinhos de melhor qualidade.

A suplementagdo com 6leos funcionais na dieta materna e na dieta da
progénie proporcionam desempenho produtivo semelhante na progénie em
comparagao ao uso de promotores de crescimento e ndo ha perdas econbmicas
com a retirada dos promotores em condi¢cdes de baixo desafio sanitario. Da mesma
forma, a qualidade da carne nao é afetada pela substituicdo dos promotores de
crescimento e aves provenientes de matrizes suplementas com o6leos funcionais
podem apresentar ganhos no peso de carcaga, no peso de coxa e na estabilidade
oxidativa metabdlica.

A suplementagao de 6leos funcionais associados ou ndo com promotor de
crescimento e anticoccidiano nao alterou o desempenho produtivo das aves, nem a
morfometria da mucosa intestinal e mais pesquisas sao necessarias para um melhor
entendimento dos efeitos destes aditivos, principalmente em aves criadas em

condicbes comerciais de desafio sanitario.
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