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RESUMO

Obijetivou-se avaliar, nesta tese, o efeito da inclusdo na racdo das poedeiras do anacardato de
calcio (ANC), associado ou ndo ao acido citrico (AC), sobre o desempenho, qualidade interna
e externa dos ovos frescos, perfil bioquimico sérico, peroxidacéo lipidica do soro e gemas bem
como atividade enzimatica, peroxidagdo lipidica do figado e tecidos do sistema reprodutor
(ovéario, magno e Utero). Para isso, 432 poedeiras com peso médio de (1,440 + 100 g), da
linhagem comercial Hy-Line W-36, no periodo de 63 a 75 semanas de idade, foram distribuidas
em um delineamento inteiramente casualizado de nove tratamentos e seis repeticGes. Os
tratamentos consistiram em: T1 — racdo sem adigédo de antioxidantes; T2 — racdo com adicédo de
0,25% de ANC; T3 — racdo com 0,25% de ANC associado a 0,25% de AC; T4 — racdo com
0,50% de ANC; T5 — racdo com 0,50% de ANC associado a 0,25% de AC; T6 — racdo com
0,50% de ANC associado a 0,50% de AC; T7 — ragdo com 0,75% de ANC; T8 — ragcdo com
0,75% de ANC associado a 0,25% de AC; T9 — ragdo com 0,75% de ANC associado a 0,50%
de AC. Nao houve efeito significativo dos tratamentos sobre o desempenho, porcentagem de
gema, albimen e casca, densidade especifica, unidades Haugh e espessura da casca dos ovos,
pH e pesos relativos dos 6rgdos e segmentos do trato gastrointestinal, desenvolvimento do
sistema reprodutor e parametros bioquimicos do sangue. No entanto, tratamentos com 0,75%
ANC e suas associa¢fes com o AC (0,25 e 0,50) apresentaram aumento da pigmentacao das
gemas. Para os valores de oxidacéo lipidica das gemas, as aves que receberam doses isoladas
de ANC (0,50% e 0,75%) apresentam menor oxidacdo; ja as aves que receberam racdo sem
adicédo de antioxidantes 0,25% de ANC; 0,50% de ANC + 0,25% de AC e 0,75% de ANC +
0,25% de AC apresentaram efeito prd-oxidante. Observou-se ainda menores concentracdes de
malonaldéido (MDA) no soro sanguineo das aves que consumiram ra¢do com dose isolada de
ANC (0,75 e 0,50%) e associados a 0,50% de AC. Para atividade enzimatica nos érgaos,
observou-se efeito significativo dos tratamentos nas variaveis CAT do figado e magno. No caso
em que as aves que receberam doses isoladas de ACN (0,50 e 0,75) e as associa¢des com o0 AC
nas doses de (0,25 e 0,50), elas apresentam menor atividade enzimatica no figado e maior
atividade enzimatica no magno. Para SOD, observou-se efeito significativo dos tratamentos nos
tecidos do ovario, magno e Utero; a atividade enzimatica, no ovario, apresentou maiores valores
para aves alimentadas com racdo sem adi¢do de antioxidantes e 0,25% de ANC e menor
oxidagéo para as aves que consumiram ragéo contendo 0,50% de ANC associado AC (0,25 e
0,50%) e 0,75% de ANC associados a AC (0,25 e 0,50%). No magno e Gtero, as aves que

consumiram ragdo sem adicdo de antioxidantes apresentaram maiores valores da SOD. Desta



forma, doses isoladas de ANC ou associadas com o AC podem ser adicionadas na ragdo de
poedeiras leves até o nivel de 0,75%, sem que ocorram alteragcdes no desempenho, qualidade
dos ovos e bioquimico sérico no periodo de 63 a 75 semanas de idade. Contudo, a atividade
antioxidante nos tecidos do figado, sistema reprodutivo e a qualidade dos ovos pode ser
melhorada com a reducéo lipidica das gemas quando se acrescenta nas ragdes doses isoladas
de ANC (0,50 e 0,75). Se o objetivo for a pigmentacdo das gemas recomenda-se a utilizacdo
de 0,75% de ANC.

Palavras-chave: castanha de caju; Anacardium Occidentale; fitogénico; acido orgéanico;
antioxidante natural; peroxidacao lipidica.



ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of the inclusion of calcium anacardate (ANC)
associated or not with citric acid (CA) in the diet of laying hens on performance, internal and
external quality of fresh eggs, serum biochemical profile, serum lipid peroxidation and yolks
as well as enzymatic activity and lipid peroxidation of the liver and tissues of the reproductive
system (ovary, magnum and uterus). For this, two experiments were carried out using 432
laying hens with an average weight of (1450 + 100g) of the commercial strain Hy-Line W-36
in the period from 63 to 75 weeks of age. Distributed in a completely randomized design with
nine treatments and six replications. The treatments consisted of: T1 — ration without addition
of antioxidant; T2 — ration with the addition of 0.25% of ANC; T3 — diet with 0.25% ANC
associated with 0.25% AC; T4 — ration with 0.50% of ANC; T5 — diet with 0.50% ANC
associated with 0.25% AC; T6 — diet with 0.50% ANC associated with 0.50% AC; T7 —ration
with 0.75% of ANC; T8 — diet with 0.75% ANC associated with 0.25% AC; T9 — diet with
0.75% ANC associated with 0.50% AC. There was no significant effect of treatments on
laying hens performance, pH, relative weight of the gastrointestinal tract; gizzard; liver and
reproductive system, percentage of yolk, aloumen and shell, specific gravity, Haugh units,
shell thickness, Cr, ALT, AST, COL.Total and TAG. However, treatments with 0.75% ANC
and its association with AC (0.25 and 0.50) showed an increase in bud pigmentation. For the
values of lipid oxidation of the yolks, the birds that received isolated doses of ANC (0.50%
and 0.75%) presented lower oxidation, whereas the birds that received feed without the
addition of antioxidants; 0.25% ANC; 0.50% of ANC + 0.25% of AC and 0.75% of ANC +
0.25% of AC showed a pro-oxidant effect. Even lower concentrations of Malonaldehyde
(MDA) were observed in the blood serum of birds that consumed rations with an isolated dose
of ANC (0.75 and 0.50%) and associated with 0.50% of AC. For enzymatic activity in the
organs, there was a significant effect of the treatments on the liver and magnum CAT
variables. Where birds that received isolated doses of ACN (0.50 and 0.75) and associations
with AC at doses of (0.25 and 0.50) have lower enzymatic activity in the liver and higher
enzymatic activity in the magnum. For SOD, there was a significant effect of treatments on
the ovary, magnum and uterus tissues, the enzymatic activity in the ovary showed higher
values for birds fed with ration without addition of antioxidant and 0.25% of ANC and lower
oxidation for birds who consumed rations containing 0.50% of ANC associated with AC (0.25
and 0.50%) and 0.75% of ANC associated with AC (0.25 and 0.50%). In the magnum and

uterus, birds that consumed feed without the addition of antioxidants had higher SOD values.



In this way, the use of isolated doses of ANC or associated with AC can be added to the diet
of laying hens up to the level of 0.75%, without changes in performance, egg quality and
serum biochemistry in the period from 63 to 75 weeks old. However, the antioxidant activity
in the tissues of the liver and reproductive system and the quality of the eggs can be improved
with the lipid reduction of the yolks when isolated doses of ANC (0.50 and 0.75) are added to
the diets or if the objective is to pigmentation of the yolks, the use of 0.75% ANC is

recommended.

Keywords: cashew nuts; Anacardium Occidentale L; phytogenic; organic acid; natural

antioxidant; lipid peroxidation.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

A eficiéncia produtiva é fundamental para alcancar resultados econémicos
expressivos. Logo, qualquer fator que favoreca o desempenho das aves merece ser analisado.
Além da utilizacdo das linhagens melhoradas, em associagdo com o manejo adequado, é
necessario que as aves recebam aporte nutricional de acordo com a fase e estejam em
adequado estado sanitario.

Porém, em poedeiras, a partir do pico de producdo, as perdas de ovos aumentam devido
a uma série de mudangas fisioldgicas e hormonais. Com o decorrer da idade, o peso do ovo
aumenta sem, no entanto, aumentar a deposicdo de célcio, o que acarreta queda no
desempenho e qualidade dos ovos (ALBINO et al.,2014). Além desse aumento do tamanho
do ovo, a medida que avanga a idade da ave, as células da mucosa intestinal enfraquecem e
h& uma diminuicdo na altura das vilosidades do duodeno, o que prejudica a absor¢do dos
nutrientes necessarios para a formacgéo da casca de ovo (SENGOR et al., 2007). Isso exige
uma maior atencdo ao balanceamento da racéo de acordo com as necessidades nas diferentes
fases de postura.

Em contrapartida, atualmente existem formas de melhorar a biodisponibilidade e
absorcdo dos nutrientes presentes nas matérias-primas utilizadas no preparo das ragdes
(HONG et al., 2012). O uso de acidos organicos e aditivos fitogénicos podem reduzir
problemas econémicos, sanitarios e fornecer produtos seguros e de qualidade ao consumidor,
pois, quando adicionados a dietas das aves, tem como funcdo inibir a microflora intestinal
patogénica e, consequentemente, seus metabdlitos toxicos, estimular a proliferacéo de células
epiteliais e o tamanho de vilosidades, aumentando a superficie de absor¢do e atuando para
melhorar o desempenho na dieta de ave (BRUGALLI, 2003; FUKAYAMA et al., 2005;
SUIRYANRAYNA, RAMANA, 2015).

O é&cido anacardico € um composto fenolico presente em diferentes partes do cajueiro
(Anacardium occidentale L.) e é o principal constituinte naturalmente encontrado no liquido
da casca da castanha de caju (LCC). Ele apresenta atividade antitumoral, antibacteriana,
antifungica, antioxidante e também a habilidade de inibir as enzimas tirosinase,
prostaglandina sintese e lipoxigenase (TOYOMIZU et al., 2003).

Pesquisas recentes com acido anacardico apontam esse elemento como promotor do
crescimento das aves quando administrado na alimentacéo, na forma de anacardato de célcio.
Isso tem demonstrado alguns efeitos nas diferentes fases de producdo, mas sem impacto
quando se considera o ciclo completo (SANTOS, 2014; CRUZ, 2015).
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Cruz et al. (2019) relacionaram a auséncia de efeito significativo da adi¢cdo do
anacardato de célcio sobre os parametros 6sseos de frangos de corte ao comprometimento da
sua hidrolise e, consequentemente, da liberacdo do &cido anacardico em pH normal do trato
digestorio das aves.

Atualmente existe a possibilidade de uma acdo combinada de aditivos a dieta como
uma alternativa interessante para potencializar o desempenho dos animais, uma vez que 0 uso
de um acido organico na racdo facilitaria a dissociagédo do acido anacardico durante 0 processo
digestivo, permitindo que este, em sua forma livre, atue como promotor de crescimento sobre
a microbiota, além de viabilizar sua absor¢do pelo organismo, trazendo beneficios por meio
da sua acdo antioxidante.

Dentre os acidos organicos, o acido citrico destaca-se por sua acao antioxidante e seus
efeitos sobre o controle e reducdo do pH intestinal, prevenindo o desenvolvimento e o
crescimento de microrganismos patégenos (OSTERMANN, SANFEKUCE & VIEIRA, 2005;
DEEPA et al., 2011). Assim, ao utilizar a associacéo acido citrico e anacardato de célcio na
dieta de leitbes desmamados, Ferreira et al. (2020) constataram efeitos positivos no
desempenho e morfologia intestinal dos leitdes.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a acdo do anacardato de célcio associado ao
acido citrico nas racGes de poedeiras comerciais leves sobre os parametros de desempenho,
qualidade interna e externa dos ovos, perfil bioquimico sérico e a atividade enzimaética

relacionados ao estresse oxidativo em alguns 6rgéos
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2. REFERENCIAL TEORICO

Na producédo avicola comercial moderna, uma variedade de estressores ambientais,
tecnoldgicos, nutricionais e bioldgicos podem intensificar a formacdo bioldgica de radicais
livres que, por sua vez, causam estresse oxidativo. 1sso ocasiona um comprometimento da
saude animal, bem como o desempenho produtivo, reprodutivo e a qualidade dos produtos de
origem animal (SURALI, 2016).

Diante desse cenario, diversos estudos evidenciaram que 0 maior estresse para as
poedeiras comerciais desencadeia-se quando a ave entra no pico de produgédo. Nessa fase da
vida da ave, quando os principais compostos da gema do ovo sdo sintetizados no figado, este,
que trabalha em capacidade maxima, apresenta queda na producdo de ovos quando a ave se
depara com qualquer nivel de estresse (SURAI, 2002; SURAI & FISININ, 2012b; 2015). O
sistema antioxidante natural da ave torna-se, entdo, mais fragil, levando ao aumento de
radicais livres no corpo (BENZER E YILMAZ, 2009), que, em niveis elevados, causam danos
aos tecidos e prejudicam o desempenho (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999).

Devemos citar que os estresses anteriormente citados afetam dramaticamente a
resposta do sistema imunoldgico. Em geral, a relacdo entre estresse e imunidade é bastante
complexa (DHABHAR, 2014); porém € notdrio que a saude intestinal das aves é afetada e o
estresse oxidativo pode causar alteraces no equilibrio do trato gastrointestinal, impactando a
absorcdo de nutrientes (SURAI & FISININ, 2015) e a producéo de ovos.

Nesse sentido, é necessario o desenvolvimento de uma estratégia eficaz para lidar com
0s estresses nutricionais e internos na producao avicola. Atualmente, os produtores tém sido
motivados a fazer uso de antioxidantes naturais ja que existem diversos estudos demonstrando
que compostos fitogénicos sdo benéficos para a saude preventiva, tanto dos animais quanto
dos consumidores.

Os é&cidos organicos e os compostos fitogénicos representam uma classe de aditivos
que podem substituir os antibioticos promotores de crescimento (APC) com éxito.
Paralelamente, também tém uma amplitude de beneficios que se estendem desde a prevengéo
de contaminantes dietéticos a acOes anti-inflamatorias, palatabilizantes, moduladoras da
microbiota e da renovacdo dos tecidos intestinais, além dos beneficios da sua agédo
antioxidante no organismo, que pode assegurar melhora na imunidade da ave e retardar a
oxidacéo lipidica (RACANICCI et al., 2011; PARASKEUAS et al., 2017).

Obviamente, a utilizacdo de produtos naturais, em substituicdo aos sintéticos,

estimulou o consumidor, cada vez mais ciente das tendéncias globais, a posicionar-se
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contrariamente a aquisicdo de produtos que ndo respeitem o bem-estar animal, que causem

impactos ambientais e inseguranga alimentar.
2.1 Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante

A vida na aerobiose é caracterizada por uma constante producao de radicais livres
(RL) contrabalanceada com a producéo equivalente de mecanismos antioxidantes, que visam
destruir ou neutralizar seus efeitos nocivos no organismo. Quando esta relacdo néo é possivel
devido a sobrecarga do mecanismo antioxidante, dizemos que ha uma situacdo de estresse
oxidativo, levando a geracéo de diversos danos aos sistemas bioldgicos (RENZ, 2003).

Vaérios estudos sugeriram que o estresse oxidativo em animais de producdo pode estar
envolvido em condigdes patoldgicas que afetam a sua produtividade e o bem-estar animal
(LYKKESFELDT E SVENDSEN, 2007). Por exemplo, o ambiente quente e umido em
aviarios pode causar estresse oxidativo induzido pelo calor em galinhas, o que, por sua vez,
reduz o crescimento e a qualidade dos produtos como carne, ovos e produtos carneos
(RHOADS et al., 2013).

Portanto, € importante saber que os radicais livres sdo moléculas produzidas e
liberadas pelo metabolismo normal de individuos, porém tem alta instabilidade energética e
cinética, o que significa que precisam doar ou retirar elétrons de uma molécula para se manter
estaveis por conta dos elétrons desemparelhados em sua Ultima camada, estado que se
caracteriza como processo de redox celular e desempenha um papel duplo, com compostos
toxicos e benéficos. Esse delicado equilibrio entre seus dois efeitos antagdnicos é claramente
um aspecto importante da vida (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992;
COTINGUIBA et al., 2013).

Os radicais livres ttm a capacidade de existir independentemente e apresentam uma
meia vida muito curta. Sao divididos em quatro categorias principais, com base em seu &tomo
central: oxigénio, nitrogénio, enxofre e cloro (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007).
Entretanto, RL ndo € a designacao ideal para o conjunto dos agentes reativos patogénicos,
pois alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima camada, embora
participem das reagoes de oxirredugdo. Assim, os termos coletivos “espécies reativas de
oxigénio” (ERO) e “espécies reativas de nitrogénio” (ERN) sdo considerados mais
apropriados por descreverem melhor esses agentes quimicos (HALLIWELL, 1992;
TRACHOOTHAM et al., 2009)

3s reativas de nitrogénio (ERN)
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Dentre as principais ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO-), 6xido nitroso (N203),
acido nitroso (HNO2), nitritos (NO2-), nitratos (NO3-) e peroxinitritos (ONOO-). O NOs ¢
ONOO- sédo as moléculas com funcdes biologicamente ativas mais importantes.

O radical 6xido nitrico (NO-) pode ser produzido no organismo pela a¢cdo da enzima
oxido nitrico sintetase a partir de arginina, oxigénio e NADPH, gerando também NADP+ e
citrulina. O nitrato (NO3-) pode transformar-se em nitrito (NO2-), que reage com 0s acidos
géstricos gerando o acido nitroso (HNO2). O o6xido nitroso (N203) também é precursor do
HNO?2 através de sua reacdo com a agua. O &cido nitroso promove a desaminacdo das bases
do DNA que contém o grupo amina (‘NH2) livre, que sdo citosina, adenina e guanina,
formando-se uracila, hipoxantina e xantina (BARREIRQOS et al., 2006).

O éxido nitrico ndo é suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente, mas pode
reagir com o radical anion superéxido (02-), produzido pelos fagdcitos, gerando peroxinitrito,
que pode sofrer reacBes secundarias formando agentes capazes de nitrar aminoacidos
aromaticos (BARREIROS et al., 2006).

2.1.2 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

As principais ERO distribuem-se em dois grupos: os radicais- hidroxila (HO-), superoxido
(02-), peroxila (ROO-) e alcoxila (RO-) - e 0s ndo-radicais: oxigénio (02), peroxido de
hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HCIO).

A espécie reativa mais nociva ¢ o radical hidroxil *OH dentre as ERO, sendo capaz de
reagir rapidamente com quase todas as biomoléculas: carboidratos, lipidios, aminoacidos,
DNA e &cidos organicos. Ele é gerado pelas reacdes de Fenton (1) e de Haber-Weiss (2), na
presenca de um metal de transicdo, geralmente ferro (Fe) ou cobre (Cu). Apresenta uma alta
reatividade, o que o torna muito perigoso, além de possuir uma meia vida muito curta in vivo,
de aproximadamente 10-9 segundos (PASTOR et al., 2000).

(1) - Reagdo de Fenton: Fe2* + H202 - Fes* + OH + OH™
(2) - Reacao de Haber—Weiss: O2~ + H202 - 02 + OH + OH™

O anion superdxido O, produzido a partir de processos metabdlicos ou por irradiacao
fisica que "ativa" o oxigénio, é considerado a ERO "priméaria” e pode ainda interagir com

outras moléculas para gerar as ERO "secundarias", diretamente ou predominantemente por
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meio de processos catalisados por enzimas ou metais. Ao contrario da maioria dos RL, é
inativo e, em meio aquoso, sua reacdo principal é a dismutacdo, na qual é produzida uma
molécula de peroxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio (VALKO et al., 2005).

A molécula de peroxido de hidrogénio (H202) é um néo-radical, mais estavel e
seletivo quanto as suas reacdes bioldgicas com espécies ndo-radicais, sendo rapidamente
destruido por enzimas antioxidantes. Na presenca de O2e-, pode ocorrer a formacao de H20-
em pH fisioldgico, aceitando 2 prétons e 1 elétron, em uma reacdo nao catalisada
enzimaticamente. O H>O> exerce suas atividades bioldgicas de sinalizagdo celular e defesa
contra patdgenos, por meio da oxidagdo de residuos de cisteina nas proteinas. Embora essa
molécula apresente baixa reatividade, ela pode ser convertida a radicais altamente reativos,
como *OH e o HOCI (BARREIROS et al., 2006).

A forma mais deletéria do oxigénio ao organismo é o oxigénio singleto (*O,). Ele é
a causa ou o intermediario da toxicidade fotoinduzida do O, nos organismos Vivos
(BARREIROS et al., 2006). E a forma excitada de oxigénio molecular e ndo possui elétrons
desemparelhados em sua ultima camada. Podem atuar de forma benéfica, na defesa contra
infeccdes, quando a bactéria estimula os neutréfilos a produzirem ERO com a finalidade de
destruir o microrganismo (FERREIRA E MATSUBARA, 1997).

Ressalta-se que, em animais saudaveis, a producdo e destruicdo das ERO/ERN sao
mantidas em equilibrio (REUTER et al., 2010). No entanto, quando ha um maior contrapeso
em favor da producdo das espécies reativas, isto €, disparidade entre substancias oxidantes e
antioxidantes, estabelece-se o estresse oxidativo (WANG et al., 2016). Os efeitos deletérios
das ERO estéo relacionados com a capacidade de se combinarem inespecificamente com
qualquer molécula integrante da estrutura celular como lipidios, proteinas, carboidratos e
DNA (SURAL, 2000), provocando uma reacdo de oxidacdo em cascata que pode resultar em
disfuncdes e morte celular. Isso dependera de fatores como a natureza do estressor, tempo de
exposicdo e mecanismos de agdo (HALLIWELL E CROSS, 1994).

Os efeitos benéficos das ERO ocorrem em concentragfes baixas/moderadas e
envolvem funcgdes fisiologicas em respostas celulares, como por exemplo a defesa contra
agentes infecciosos, sistemas de sinalizagdo intracelular e indugdo de resposta mitogénica.
Como efeitos prejudiciais, as ERO causam potenciais danos bioldgicos, por meio do chamado
estresse oxidativo, que afeta estruturas celulares, incluindo lipideos e membranas, proteinas e
acidos nucleicos (KOVACIC E JACINTHO, 2001; VALKO et al., 2001; RIDNOUR et al.,
2005; VALKO et al.,2007). Normalmente, isto ocorre em sistemas bioldgicos quando ha uma

superproducédo de ERO de um lado e uma deficiéncia de antioxidantes enzimaticos e nao
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enzimaticos de outro lado.

Sabe-se que os sistemas bioldgicos oferecem condicBes favoraveis para ocorréncia
de reacOes de carater oxidativo, devido a existéncia de lipideos insaturados nas membranas
celulares e pela abundancia de reacdes oxidativas que ocorrem durante o metabolismo normal.
(JORDAO et al., 1998). Para se proteger contra oxidacao, o organismo dispde de mecanismos
de defesa antioxidante enzimética (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e
ndo enzimaticas, que pode ter origem enddgena ou dietética (NORDBERG E ARNER, 2001;
BARBOSA et al., 2011).

2.2 Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante se divide em enzimatico e ndo enzimatico. Entre 0s
antioxidantes ndo enzimaticos, a grande maioria deles, com excecdo dos antioxidantes de
baixo peso molecular, é obtida de fontes dietéticas, que séo classificados em vérias classes,
das quais os polifenois sdo a maior. As outras classes incluem as vitaminas C, E (a-tocoferol),
carotendides, compostos organosulfurados, minerais e cofatores que desempenham um papel

importante na manutencdo da saude (RATNAM et al., 2006).
2.2.1 Sistema enzimatico

As principais enzimas antioxidantes diretamente envolvidas na neutralizacdo de ERO e
ERN sdo: Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A
primeira linha de defesa da célula contra o excesso das espécies reativas tem a acdo
detoxificadora dos agentes oxidantes, antes que eles causem lesdes. Estdo presentes,
essencialmente, em todas as células do corpo e atualmente existem em trés isoformas: a
citoplasmatica, Cu/ZnSOD (ou SOD1), a mitocondrial, MnSOD (ou SOD?2) e a extracelular,
Cu/ZnSOD (ou SOD3) (PERRY et al., 2010).

Todas as isoformas da SOD agem por um mecanismo comum de dismutacado do anion
superdxido (O2), produzindo o perdxido de hidrogénio (H202), que é menos potente em meio

aquoso, como mostra a equacéo de reducao:
e 20— +2H++SOD — H202 + O2

Outra enzima importante que participa do sistema de defesa antioxidante € a catalase,

presente em células de plantas, animais e bacterias aerdbicas, mas a sua concentracao é mais
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elevada em eritrocitos e no figado (MASTERS et al., 1986). A catalase estd localizada
principalmente nos peroxissomos, mas também na mitocondria e no nudcleo. A enzima é
considerada uma das substancias celulares antioxidantes mais importantes do organismo,
atuando na conversdo do H202 em H20 + Oz para eliminar o efeito prejudicial do acumulo
das ERO (INCE et al., 2014), mantendo, assim, a homeostasia, uma vez que impede a
formagdo do radical OHe que ¢ muito prejudicial. A catalase apresenta uma das mais altas
taxas de rotatividade para todas as enzimas, sendo que uma molécula de catalase pode
converter aproximadamente 6 milhdes de moléculas de H202 a cada minuto (VALKO et al.,

2006), de acordo com a reagéo:
o 2H202+ CAT — 2H20 + O2

A catalase € mais eficaz quando h& concentracdes elevadas de H»O,. Em baixas
concentragdes deste composto ou outros perdxidos, o sistema de defesa da glutationa entra em
acdo. Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevencdo, impedindo e/ou
controlando a formacéo de RL e espécies ndo radicais, envolvidos com a iniciacdo das reacdes
em cadeia que culminam com propagacéo e amplificacdo do processo e, consequentemente,
com a ocorréncia de danos oxidativos (TRABER, 1997; BARBOSA et al.,2011; URBANSKA
etal., 2014).

As Glutationas peroxidases (GPx) sdo uma familia de enzimas que incluem trés enzimas
dependentes de selénio e uma peroxidase independente desse elemento. Podem ser divididas
em dois grupos: celulares e extracelulares. Em geral, a GPx é uma proteina tetramérica (85
kDa) e requer quatro atomos de selénio vinculados como por¢des seleno-cisteina, que
conferem a atividade catalitica. A GPx reduz o H.O; a H20, oxidando a glutationa
(KINNULA et al., 1995), conforme a reacéo:

e H202+2GSH — 2H20 + GSSG

A reducéo da forma oxidada da glutationa (GSSG) é catalisada pela glutationa redutase
(GR). Esta enzima ndo age diretamente na remocao das espécies reativas, poréem é responsavel
pela regeneragdo da glutationa na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisagdo do ciclo metabolico da glutationa
(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1989) segundo a reacao:

e GSSG +NADPH + H+ — 2GSH + NADP+
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Essa capacidade de reciclar a glutationa faz com que esse ciclo seja essencial para o
mecanismo de defesa antioxidante da célula e evite o esgotamento dos tidis celulares
(HEFFNER E REPINE, 1989), sendo que, para a manutencdo do ambiente redutor
intracelular, a razdo GSH/GSSG deve ser mantida em niveis altos (SIES E MOSS, 1978;
HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007).

Assim, a CAT e a GPx reduzem o H202 a H20, uma vez que o aumento do H20:
inativa lentamente a SOD. Portanto, a CAT e a GPx, ao reduzir o H20>, conserva a SOD e
esta, por sua vez, reduzindo o superoxido, conserva a CAT e a GPx. Baixos niveis da CAT,
GPx e SOD, assim como de superoxido e perdxido de hidrogénio, sdo, entdo, mantidos por
um mecanismo de feedback em organismos normais (RAHMAN et al., 2006).

Segundo Song et al (2000), em estudos com aves induzidas ao estresse observou-se
que ha diminuicdo na atividade da enzima CAT, aumento na liberacdo de GSH do figado e de
outros tecidos para a corrente sanguinea. Assim, a partir do sistema redox da glutationa, é
possivel realizar a dismutagcdo do H>O. em 4gua e oxigénio por agdo da enzima GSH-PX,
obtida pela transformacdo da forma da glutationa reduzida para sua forma oxidada
(BARREIROS et al., 2006). De acordo com Surai, (2016) existem interacGes complexas
dentro da rede antioxidante da célula/corpo para garantir uma manutencdo eficaz da
homeostase em condicOes de estresse. Na verdade, em muitos casos, antioxidantes
nutricionais (vitamina E, selénio, fitoquimicos, etc.) na racdo podem também aumentar a

expressao de SOD.
2.2.2 Sistema ndo enzimatico

As defesas ndo enzimaticas sdo consideradas substancias essenciais. Em sua maioria sao
exdgenas, ou seja, necessitam ser absorvidos pela alimentacdo e ndo sdo sintetizadas pelas
células na auséncia de moléculas precursoras (NOGUEIRA et al., 2010; BARBOSA et al.,
2011).

O sistema antioxidante ndo enzimatico € formado por muitas substancias, com destaque
para a glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular, vitaminas lipossoluveis
(vitamina A, vitamina E), vitaminas hidrossoltveis (vitamina C, vitaminas do complexo B),
os bioflavonodides (derivados de plantas), além dos carotendides - licopeno, -caroteno e
luteina (BERGER, 2005) - e metais de transicdo (Zn, Cu, Se e Mg), que sdo potenciais
formadores de espécies reativas por meio da reacdo com outros compostos, uma vez que

sofrem reacgdes redox.
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Dessa forma, h& a necessidade de serem transportados associados & proteinas,
impedindo que essas reacdes ocorram (VASCONCELOS et al., 2007). Esse sistema pode
atuar em duas linhas: como removedor do agente, antes que ele cause lesdo, ou como reparador
da lesdo ocorrida, com excecao da vitamina E, que é um antioxidante estrutural da membrana
(FERREIRA E MATSUBARA, 1997).

Como dito acima, alguns nutrientes essenciais podem atacar diretamente as ERO.
Um exemplo é a vitamina E (alfa-tocoferol), maior antioxidante lipossoltvel presente em
todas as membranas celulares, que, portanto, atua na protecéo contra a lipoperoxidacao (KAY
et al., 1986). O a-tocoferol é um potente lipidio ligado a membrana, antioxidante solvel que
é conhecido por reagir de maneira direta com oxigénio singlet (SETTLE E KLANDOREF,
2014).

A vitamina E também é conhecida como um eliminador do radical peroxil e tem a
mais potente capacidade antioxidante, em comparacdo com outros tocoferois, agindo como
doadores de H para o radical peroxila, interrompendo a reacdo radicalar em cadeia. Cada
tocoferol pode reagir com até dois radicais peroxila e, nesse caso, o tocoferol é
irreversivelmente desativado (BARREIROS et al, 2006). Durante um estado de deficiéncia,
foi relatado que o baixo nivel de vitamina E resultou na deplecdo de outros antioxidantes,
como o ascorbato (SHVEDOVA et al, 2007).

A vitamina C (&cido ascérbico ou ascorbato) também é um antioxidante exégeno que
pode ser derivado da dieta. A vitamina C é um importante antioxidante citosolico solivel em
4gua, atua como agente redutor, reduzindo metais de transicio (em particular Fe** e Cu?")
presentes nos sitios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo (HALLIWELL,
1998). Por ser um bom agente redutor, 0 ascorbato pode ser oxidado pela maioria das ERO
que chegam ou sdo formadas nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos. Essa
vitamina possui também propriedades pro-oxidantes, pois os ions Fe?* e Cu'* reagem com o

peroxido de hidrogénio e geram o radical hidroxila, de acordo com a reagdo de Fenton.

e Fe?* + H202Fe¥* + HO" + HO-

Porém, em funcédo do Fe encontrar-se, na maior parte do tempo, ligado a proteinas de
transporte ou armazenamento, em situacdo normal, as propriedades antioxidantes do ascorbato
superam suas propriedades pro-oxidantes (BARREIROS et al, 2006). A vitamina C elimina
os radicais superoxidos, bem como outros singletes (SETTLE E KLANDORF, 2014). Na

membrana celular, ele atua em parceria com o a-tocoferol, doando um hidrogénio para esse
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radical e formando o lipidio-hidroperédxido e o radical tocoferoxil; assim foi observado que
existe uma relacdo sinérgica entre a vitamina C e a vitamina E (NIKI, 1991).

Os carotendides também podem prevenir a peroxidacao lipidica e desempenhar um
papel protetor no organismo (ZHANG,1991). Embora benéfica em concentragdo moderada,
altas doses de suplementagio de P-carotendides podem atuar como pré-oxidante
(PROCHAZKOVA et al., 2011).

Os flavonoides representam uma classe de fitoquimicos que séo conhecidos por terem
propriedades antioxidantes, dependendo de caracteristicas estruturais como o ndmero € a
posicao dos grupos hidroxila e o nimero de anéis fendlicos (PROCHAZKOVA et al., 2011;
RICE-EVANS,1996). Prochazkova (2011) descreve que os flavonoides eliminam radicais
peroxil, inibem a peroxidacdo lipidica e quelam fons metéalicos (PROCHAZKOVA et al.,
2011).

Frutas, vegetais, sementes oleaginosas, nozes, cereais, especiarias, ervas e graos sao
fontes importantes de antioxidantes, como fendlicos, flavonoides e carotendides. Muitas
pesquisas tém sido realizadas sobre suas propriedades antioxidantes in vivo, in vitro, bem
como sobre métodos de extracdo e purificacdo, aplicacbes em produtos alimenticios,
biodisponibilidade e aspectos antinutricionais (DUTHIE E CROZIE, 2000; ABOURASHED,
2013; RE, 1999; POKORNY, 1991). Entre muitas fontes vegetais, bagas e frutos s&o
conhecidos por seu alto contetdo fendlico, incluindo &cidos fendlicos, antocianinas e sua alta
capacidade antioxidante (KAHKONEN, 1999), a exemplo do 4acido anacérdico.

Existe, ainda, uma série de outros antioxidantes ndo enzimaticos que participam da
defesa contra as espécies reativas nos sistemas bioldgicos como, por exemplo, a ubiquinona,
a ceruloplasmina, o &cido Urico, a taurina e outros compostos fendlicos de origem vegetal
(HALLIWELL, 1990; SIES, 1991).

2.3 Antioxidantes

Os antioxidantes, quer sejam naturais ou sintéticos, possuem elevada estabilidade
oxidativa em funcdo de sua estrutura molecular e, por isso, desempenham papel fundamental
na prevencao a oxidagdo de substancias. Sendo assim, os antioxidantes podem ser definidos
como compostos ou sistemas que, quando presentes no organismo, atrasam, previnem ou
removem o dano oxidativo de uma molécula-alvo (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007).

O antioxidante pode ter agdo nas membranas das células e/ou alimentos por: (1) sequestrar

radicais livres, ndo iniciando o processo oxidacdo; (2) inativar ions metalicos; (3) remover
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espécies reativas ao oxigénio; (4) sequestrar oxigénio; (5) destruir peroxidos e prevenir
formacéo de radicais e (6) remover e/ou diminuir a concentragdo do oxigénio local (NAMIKI,
1990; SIMIC E JAVANOVIC, 1994).

A eficacia do antioxidante esta relacionada a energia de ativacdo, potencial de oxidagéo-
reducdo, facilidade com a qual o antioxidante é perdido ou destruido (volatilidade e
suscetibilidade ao calor) e solubilidade antioxidante (NAWAR 1996). Além disso, o inibidor
e as reacOes de propagacdo em cadeia sdo exotérmicos. Conforme aumentam as energias de
dissociacdo das ligacdes A: H e R: H, a ativacdo aumenta e a eficiéncia antioxidante diminui.
Por outro lado, a medida que essas energias de ligagdo diminuem, a eficiéncia antioxidante
aumenta.

Os antioxidantes mais eficazes sdo aqueles que interrompem a reacao em cadeia dos
RL. Normalmente, por conter anéis aromaticos ou fendlicos, esses antioxidantes doam H ¢ aos
RL formados durante a oxidacao, tornando-se, eles préprios, um radical. Esses intermediarios
radicais sdo estabilizados pela deslocalizagdo de ressonancia do elétron dentro do anel
aromatico e formacdo de estruturas quinonas (NAWAR 1996). Além disso, muitos dos
fenolicos carecem de posicBGes adequadas para o ataque de oxigénio molecular. Ambos os
antioxidantes sintéticos - hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA) - e
0s extratos vegetais que contém fendlicos (flavonéides) funcionam dessa maneira.

Segundo Bailey (1996), os antioxidantes podem ser classificados em primarios,
sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos.
Os antioxidantes primarios sdo compostos fendlicos (mono ou tetrafendlicos) que promovem
a remocéo ou inativacdo dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacao da
reacdo, por meio da doagdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a
reacdo em cadeia. Os principais antioxidantes e mais conhecidos deste grupo sao os polifendis,
como BHA, BHT, terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG), que sdo sintéticos, e
tocoferdis, que sdo naturais (NAMIKI, 1990). Os tocoferdis também podem ser classificados
como antioxidantes bioldgicos (NAMIKI,1990; BAILEY,1996).

Os sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante, que
podem aumentar a atividade dos antioxidantes priméarios quando usados em combinagéo
adequada com eles. Alguns antioxidantes primarios, quando usados em combinacao, podem
atuar sinergicamente (BAILEY, 1996).

Os removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o oxigénio presente
no meio, por meio de reacBes quimicas estiveis, tornando-os, consequentemente,

indisponiveis para atuarem como propagadores da auto-oxidacdo. Acido ascorbico, seus
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isdbmeros e derivados sdo os melhores exemplos deste grupo. O &cido ascorbico pode atuar
também como sinergista na regeneracdo de antioxidantes primarios (BAILEY, 1996;
BELITZ,1998).

Os antioxidantes bioldgicos incluem varias enzimas, como glucose oxidase, superoxido
dismutase e catalases. Estas substancias podem remover oxigénio ou compostos altamente
reativos de um sistema alimenticio (BAILEY, 1996; KEHRER E SMITH 1992).

Os agentes quelantes/sequestrantes complexam ions metalicos, principalmente cobre e
ferro, que catalisam a oxidacgdo lipidica. Um par de elétrons ndo compartilhados na sua
estrutura molecular promove a acdo de complexacdo. Os mais comuns sao cidos citricos e
seus sais, fosfatos e sais de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (BAILEY, 1996;
LABUZA, 1971).

Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo vérias proteinas

hidrolisadas, flavonoides e derivados de acido cindmico (&cido caféico) (BAILEY, 1996).

2.4 Acidos organicos e aditivos fitogénicos na alimentacéo de aves
2.4.1 Acidos organicos

Os acidos organicos sdo constituintes naturais das plantas e animais. Alguns podem ser
formados por intermédio da fermentacdo microbioldgica no intestino e outros em rotas
metabdlicas intermediérias. Na fermentacdo microbiana acontece a producdo de &cidos
organicos que estabelecem um importante fornecimento energético para 0s animais
(LEHNINGER et. al., 1995, LANGHOUT E SUS 2005). Como um grupo de produtos
quimicos, sdo considerados acidos organicos qualquer acido carboxilico organico da estrutura
geral R-COOH (incluindo &cidos graxos e aminoacidos) e eles estdo associados a atividade
antimicrobiana (SHAHIDI et al. 2014).

Quando utilizados na producdo animal, o termo acido organico é empregado aos acidos
fracos e de cadeia curta (C1-C7) e sdo classificados como acidos monocarboxilicos simples:
acido foérmico (C1), acético (C2), propidnico (C3) e butirico (C4) ou acidos carboxilicos com
grupo hidroxila: &cido latico, malico, tartarico e citrico, que produzem menor quantidade de
prétons por molécula ao se dissociarem (SCHEUERMANN, 2009). Podem ser utilizados
também na forma de sais ou ésteres (HAYASHI, 2012) e estdo disponiveis no mercado na
forma liquida ou em po para serem aplicados na agua de bebida ou na racéo.

Uma caracteristica importante dos &cidos organicos é a formacéo de quelatos, estruturas
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em forma de anel com ions metalicos. Eles previnem a reacdo dos ions metalicos, como célcio
(Ca+2), ferro (Fe+2), cobre (Cu+2), magnésio (Mg+2), assim como outros nutrientes,
aumentando a digestibilidade mineral e a retencdo desses, a0 mesmo tempo que inibem a sua
acdo como catalisadores de reacdes danosas (GIESTING E EASTER, 1985, ADAMS, 1999)

Suplementados nas dietas, os &cidos organicos e seus sais podem ter efeito benéfico
sobre o desempenho, diminuindo os microrganismos patégenos, atuando na porgdo proximal
do trato digestivo (estbmago e intestino) e acidificando o0 meio (BANSOD et al., 2020).

A forma ndo dissociada dos &cidos organicos € solivel em lipideos e, dessa maneira,
tem a capacidade de penetrar passivamente a parede celular bacteriana. Dentro do citoplasma,
diminuem o pH interno, afetando o metabolismo celular, assim como o gradiente de prétons
e cargas com o meio externo, interferindo no sistema enzimatico (descarboxilases e catalases),
inibindo a glicolise, impedindo o transporte ativo e interferindo na transducéo de sinal (KHAN
etal., 2016, BANSOD et al., 2020).

Outro dano causado no interior da célula pela presenca do &cido é o aumento da pressao
osmotica celular, que provoca desequilibrio das cargas elétricas, obrigando o aumento dos
niveis de sodio (Na*) e potassio (K*). Isso ocasiona o aumento da pressdo mecanica sobre a
parede celular, podendo levar até o rompimento do microrganismo (MROZ et al., 2006).

A eficécia de um &cido na inibicdo de microrganismos pode estar ligada a diferentes
fatores, tais como seu valor de pKa, que é o pH no qual 50% do &cido esta dissociado, também
0 tipo de acido (comprimento e tipo de insaturacdo), acidez e capacidade tamponante da
digesta intraluminal, especificidade dos patdgenos, tempo de exposicdo, da temperatura do
ambiente e nivel de inclusdo (MROZ et al., 2006).

Concentra¢Ges minimas sao especificas para cada acido (STRAUSS; HAYLER, 2001),
sendo bactérias Gram-negativas sensiveis a acidos com menos de 8 carbonos, enguanto
bactérias Gram-positivas sdo sensiveis a acidos de cadeias mais longas (PARTANEN, 2001,
HUYGHEBAERT et al. 2011).

Assim, e compreensivel que cada &cido tenha seu préprio espectro de atividade
microbiana relacionada a uma faixa especifica de pH, estrutura de membrana, fisiologia
celular e espécies da microbiota. As utilizagdes da mistura de varios acidos organicos
representam uma série de valores de pKa e sdo usadas, ja que desempenham espectro mais

amplo de sua atividade antimicrobiana semelhante ao dos antibidticos.

2.4.1.1 Acido citrico
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O écido citrico (AC) é um acido organico fraco, tricarboxilico (2-hidroxi-1, 2,3-
propanotricarboxilico), presente na maioria das frutas, principalmente nas citricas. Pode ser
classificado como promotor de crescimento, acidulante, inibidor bacteriano, mas é
considerado um antioxidante por quelar ions metalicos (GAVA, 2009; SALGADO-
TRANSITO et al., 2011; ISLAM, 2012). Seu modo de absorcio € o transporte dependente de
Na*, mecanismo através da membrana da borda em escova intestinal (WOLFFRAM ET AL.,
1990, 1992).

Apresenta-se cristalino e inodoro e, quando acrescentado na racdo animal, tem
apresentado respostas positivas quanto ao ganho de peso diario, eficiéncia alimentar, além de
melhorar a conversdo alimentar, sendo metabolizado atraves do ciclo do acido citrico como
fonte de energia. Além disso, o &cido citrico pode apresentar efeito sinérgico como
antioxidantes, prevenindo a oxidacdo de 6leos e gorduras (PARTANEN e MROZ, 1999;
BELLAVER, 2000; DIBNER e BUTTIN, 2002; BRAZ, 2007; VILAS BOAS, 2014).

Este &cido organico é produzido em grande escala por microrganismos e, portanto, tem
baixo efeito antimicrobiano. Sua principal funcédo é reduzir o pH gastrico que, por sua vez,
aumenta a pepsina e a protedlise gastrica (KIRCHGESSNER E ROTH, 1982), resultando em
aumento de peptideos que desencadeiam a liberacdo de hormonios, incluindo a gastrina e
colecistocinina, que regulam a digestdio e absorcdo de proteinas e aumentam
significativamente a digestibilidade da fibra bruta (ATTAPATTU & NELLIGASWATTA,
2005).

Em pH reduzido, o AC pode servir como doador de protons para fitar e prevenir a
formacdo de complexos insollveis de calcio com fitato. A hidrélise do fitato aumenta o que
resulta em liberacéo de foésforo (P), que pode diminuir a eficacia das fitases (BALLAM et al.,
1984; Yl et al., 1996; MAENZ E CLANSEN, 1998; RAVINDRAN et al., 2000; MAENZ,
2000). O é&cido citrico vem sendo usado em varios paises como alternativa aos antibidticos
promotores de crescimento (ESTIEVE et al., 1997). Estudos diferentes revelaram que o AC é
um aditivo Util tendo mais potencial como promotor de crescimento em compara¢do com 0s
promotores avilamicina (CHOWDHURY et al., 2009) e flavomicina (HAQUE et al., 2010).

Seu uso cria um ambiente acido (pH 3,5 a 4,0) no intestino que favorece o
desenvolvimento de lactobacilos e inibe a replicagdo de Escherichia coli, Salmonella e outras
bactérias gram-negativas, tornando a area de absorcdo mais eficaz (DOFING E
GOTTSCHAL, 1997) e os nutrientes mais disponiveis (BOLING et al., 2001). Ele age na
ativacdo de enzimas proteoliticas, estimulando o consumo de ragdo, melhorando a

palatabilidade, reduzindo a producdo de amonia e outros metabdlitos microbianos que
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deprimem o crescimento e diminuem a incidéncia de infec¢des subclinicas (CHOWDHURY
et al., 2009). Outra acdo da utilizacdo do AC na dieta é a reducdo na taxa de esvaziamento
gastrico e menor formacéo de sais insoltveis de calcio, permitindo que uma maior quantidade
de calcio seja absorvida (RADCLIFFE et al., 1998).

Chowdhury et al., (2009) e Haque et al. (2010), estudando diferentes tipos de pintos
de corte, observaram respostas positivas a suplementacdo de AC na melhoria da utilizagdo do
P e aumento na cinza da tibia, sendo o AC considerado um bom indicador de mineralizagédo
Ossea em aves domesticas. Islam, em 2012, relatou que o AC aumentou a proporcao da altura
das vilosidades/profundidade da cripta e aumentou as bactérias benéficas, enquanto diminuiu
0S organismos patogénicos na alimentacdo e no intestino (EIDELSBURGER &
KIRCHGESSNER, 1994; DEEPA et al., 2011).

No entanto, por ndo ser um forte agente antimicrobiano, observa-se seu uso potencial
em combinacdo com outros acidos organicos ou outros aditivos, com o objetivo de melhorar
o desempenho das aves. Ao nivel do metabolismo, uma dosagem elevada de AC dietético
pode causar acidose no sangue, que ocorre quando o pH do sangue cai abaixo de 7,4. As
mudancas dietéticas desempenham papéis criticos na ocorréncia de acidose (REMER, 2000).

Mudancas do equilibrio &cido-base normal em direcdo a acidose resultaram em
desempenho suprimido (BUSHINSKY et al., 1999). Al-Sharafatet et al., (2009) e
Esmaeilipour et al., (2012) observaram que suplementacdo de AC em nivel superior (4%)
pode ter efeito negativo na palatabilidade, que causa diminui¢cdo no consumo de racdo e pode
causar também menor peso corporal dos frangos de corte. Boling et al., (2000) e Snow et al.
(2004) observaram que dietas contendo 38g/kg de AC n&o melhoraram a utilizagéo de P
dietético para poedeiras, ja Brenes et al. (2003) relataram que a combinacdo de fitase e acido
citrico ndo melhorou a disponibilidade de fésforo e célcio acima do obtido com a fitase
sozinha.

No geral, é importante notar que a adi¢do de AC na dieta aumenta a disponibilidade
de minerais, mas apenas até certo nivel na dieta padréo, o que pode refletir na melhoria do
estado de salde das aves e na qualidade externa e interna dos ovos de poedeiras. Sendo assim,
0 &cido citrico pode ser considerado uma alternativa potencial ao promotor de crescimento
quando adicionados em dietas para aves, considerando seus efeitos na melhoria da saude
intestinal, crescimento, eficiéncia de conversdo alimentar, utilizacdo de macro minerais,
qualidade da carcaca e retornos econdmicos resultantes da producao comercial.

2.4.2 Aditivos fitogénicos
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As propriedades medicinais das plantas tém sido observadas desde a antiguidade e a
primeira avaliagdo da utilizacdo de extratos de plantas com atividade antibacteriana data de
1881 (R1ZZO et al., 2008). No Brasil, devido a grande biodiversidade existente, 0 uso de
plantas como medicamentos teve influéncia das culturas indigenas, africanas e europeias (DI
STASI, 1996).

Na metade do seculo XIX, cerca de 80% de todos os medicamentos eram derivados de
plantas, mas seu uso ficou cada vez mais restrito com a revolucdo inspirada pelo
desenvolvimento da industria farmacéutica e os farmacos sintéticos passaram a prevalecer
ante a medicina tradicional (CALIXTO, 2019). No entanto, no século XX, com as guerras
mundiais, o interesse pelas plantas medicinais voltou devido a necessidade de medicamentos
eficientes e de baixo custo para multiplas enfermidades (HOTESTTMANN et al., 2003).

O fator mais importante que contribuiu para o surgimento do interesse no uso de
plantas na producdo animal é o rigor das legislacbes em torno dos aditivos convencionais
(GREATHEAD, 2003). Nos Estados Unidos de América o grupo dos aditivos fitogénicos, a
exemplo dos 06leos essenciais, é reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA) como
substancias seguras para uso na alimentacdo dos animais e seres humanos (Code of Federal
Regulations, Title 21, v.6; Part 582) (JANG et al., 2007). Na Europa, tem o seu uso em racgdes
autorizado pela Diretiva do Conselho 70/524/EEC Cap. 11l (SUZUKI et al., 2008), ap6s uma
avaliacdo demonstrando que esses aditivos ndo tém efeitos nocivos a satide humana, animal e
ambiente.

A busca por produtos alternativos intensificou-se claramente nos Gltimos anos com o
aumento das regulamentacdes relacionadas ao uso de antibioticos promotores de crescimento
(APC) e 0 aumento da demanda do consumidor por produtos avicolas produzidos sem o uso
de antibiotico, que sdo denominados: “Raised Without Antibiotics” ou “No Antibiotics Ever”
(GADDE et al., 2017)

Para alimentacdo animal no Brasil, 0 uso de aditivos é regulamentado pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) e definido como ‘“substancia, micro-
organismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos produtos, que ndo é
utilizado normalmente como ingrediente, tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as
caracteristicas dos produtos destinados a alimentagdo animal dos produtos animais, melhore
0 desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades nutricionais — IN 13/04 (alterada
pela IN 44/15)”, MAPA (2021).

Os aditivos fitogénicos para ragfes sdao comumente definidos como substancias

derivadas de partes da planta, incorporados a dieta para melhorar a produtividade da pecuaria,
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na promocédo do seu desenvolvimento e melhoria das qualidades dos alimentos derivados
desses animais (WINDISCH et al., 2008). Qualificados como uma classe relativamente nova
dentro dos aditivos, os fitogénicos e sua utilizacdo na producdo animal estdo associados ao
inicio do conhecimento das propriedades dos fitoquimicos, fitobidticos e compostos
secundarios de plantas (GABBI et al., 2009; SINGH e GAIKWAD, 2020).

Segundo Hashemi e Davoodi (2011), os aditivos fitogénicos compreendem uma
grande variedade de substancias com respeito a origem biologica, formulacéo, caracterizagdo
quimica e pureza, estando divididos em quatro subgrupos: 1) ervas (produto da floragdo, ndo
lenhoso e de plantas ndo persistentes), 2) plantas (partes inteiras ou processadas de uma planta,
por exemplo, raiz, folhas, cascas), 3) 6leos essenciais (compostos lipofilicos extraidos por
vaporizacdo ou destilacdo a alcool) e 4) oleoresinas (extratos baseados em solventes nao
aquosos ou extracdo direta).

Windisch et al. (2008) afirmam que a utilidade dos fitogénicos para contribuir com a
salde do hospedeiro é bem documentada. Segundo os mesmos autores, os fitogénicos
representam um grupo diverso de produtos naturais, alguns dos quais podem ser
nutricionalmente valiosos, mas muitos ndo tém valor nutricional ou mesmo propriedades
nutricionais.

Embora os nimeros ndo sejam precisos, uma estimativa é que exista mais de 320.000
metabdlicos secundarios conhecidos (BANERJEE et al., 2015) e acredita-se que até 1.000.000
de metabdlitos diferentes sejam produzidos no reino vegetal e continuam sendo descobertos e
explorados pelos diversos ramos cientificos (SAITO et al.,, 2010). Outra categoria de
compostos é extraida exclusivamente de frutas. Elas sdo representadas por polifenois solUveis
em &gua (flavonoides) que também podem ser usados na alimentacdo animal (LOPEZ-BOTE,
2004).

O conteldo de substancias ativas nesses produtos pode variar muito dependendo de
qual parte da planta é usada (gréos, folhas, raizes, cascas, flores ou botbes), estagio de
maturidade, origem geogréafica e fatores geneticos que Ihes conferem vantagens adaptativas
(MARTINS et al., 1995). Estas substancias, geralmente, ndo se encontram em estado puro nas
plantas, mas sob a forma de complexos, cujos diferentes componentes se completam e
reforcam sua acéo sobre o organismo (OETTING, 2005).

Segundo Martins et al. (1995) muitos desses compostos sdo capazes de provocar
reacOes nos organismos Vvivos e, devido a esta caracteristica, sdo chamados de principios
ativos, caracterizando tais plantas como medicinais por possuirem atividade terapéutica

devido a existéncia de um ou mais principios ativos. Martins et al. (2000) e Huyghebaert
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(2003) descreveram que 0s principios ativos sdo compostos quimicos derivados do
metabolismo secundario das plantas com baixo peso molecular, quando comparados com 0s
metabolitos primarios, sendo usualmente classificados de acordo com a sua rota biossintética.

De acordo com Pereira e Cardoso (2012), a origem de todos os metabolitos secundarios
pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o
acido chiquimico e o acetato. O acido chiquimico é precursor de taninos hidrolisaveis,
cumarinas, alcalbides derivados dos aminoacidos e fenilpropanoides, compostos que tém em
comum a presenca de um anel aromatico na sua constituicdo. Os derivados do acetato séo 0s
aminoacidos alifaticos e os alcal6ides derivados deles; terpendides, esterdides, acidos graxos
e triglicerideos.

Segundo Lillehoj et al. (2018) os aditivos fitogénicos tém sido testados na forma de
extrato seco ou aquoso (brutos ou concentrados), ou através de éleos essenciais e oleoresinas,
dependendo do processo usado para derivar os ingredientes ativos.

Os extratos sdo preparacdes concentradas extraidas a partir de matérias-primas
vegetais, podendo ser obtidos por meio de diferentes processos, sendo que os mais utilizados
séo a hidrodestilacdo (extracdo com clevenger), destilacdo por arraste a vapor, extracdo com
solventes organicos, enfleurage (uso de solventes vegetais), maceracgdo, extracdo por CO>
supercritico e prensagem a frio (SMITH et al., 2005; SIMOES et al., 2007). Segundo Oetting
(2005), a principal diferenca entre os extratos vegetais e 0s 6leos essenciais € 0 método de
extracdo. Os 6leos essenciais, apesar de ndo deixarem de ser considerados extratos vegetais,
séo obtidos somente pelo método de extracdo a vapor.

Para compreender a justificativa da utilizacdo destas plantas faz-se necessario
conhecer seus componentes quimicos e principais atividades bioldgicas. Na Tabela 1
encontram-se as principais plantas, especiarias e frutas usadas para extracdo de aditivos

fitogénicos.



Tabela 1. Principio ativo e propriedades de aditivos fitogénicos utilizados na alimentacdo de aves

30

Nome popular Nome cientifico Principio ativo Parte Modo de acdo
. Antioxidante; anti-inflamatorio; reducdo de
~ o Curcuma zedoaria . i e
Acafrédo da India | Curcumina Folha colesterol; aumento da secrecao biliar;
onga . , g
indutor de apoptose de células defeituosas
. Rosmarinus Cineol; rosmarinol; Estimulante da digestéo; antibacteriano;
Alecrim o . . Folha 2
officinalis rosmaricina, timol antioxidante
Alho Allium sativum Alicina Bulbo Antisseptico, e.stlmule}nte da digestdo,
antibacteriano
Boconia Macleava cordata Sanquinarina Hastes, folhas e Analgésico, anti-inflamatdrio,
y 9 sementes antimicrobiano, imunomodulador
Boldo do Chile Peumus boldus Boldina; eupallptol; ascgrldol; Folhas AnF|o>,<|_dar.1te; t_estlmulante de s~ecre_g:_:10
pneumosideo; boldosideo enzimatica; estimulante secrecdo biliar
Antioxidante; anti-inflamatorios,
Ché verde Camellia sinensis L. | Epigalocatequina-galato; cafeina Folhas antiaterogénicos, hipoglicemiantes,
anticarcinogénicos; antiparasitario
. Anacardium Acido anacardico, cardol, Antioxidante, Anti-inflamatoria,
Caju . Fruto o ! .
occidentale cardanol antimicrobiano, antitumoral
Canela Cinnamomum spp Cinaladeido; Eugenol; Linalol Casca Antibacteriano; e:sﬂmulante da digestdo;
antioxidante
Cominho Cuminun cyminun Cuminaldeido; y-terpine Semente Estimulante da digestdo, antibacteriano
Cravo Syzygium spp Eugenol Semente Antibacteriano; antifangica
Feno Grego Trigonella Trlgonellr]a; .ac_ldo ma_lonlco; Semente Antioxidante; estimulante de apetite
foenumgraecum carpaina; tigogenina
Gengibre Zingiber officinale Gingerol Rizoma Estimulante gastrico; antibacteriano
Horteld-Pimenta Mentha piperita Mentol Folha Estimula o apetite e a digestdo, antisseptico,

antioxidante
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Estimulante da digestdo; antimicrobiano;

Louro Laurus nobilis Cineol Folha AP
antisséptico
o : - Cineol, linalol, citral, Antimicrobianas, inseticidas, nematicidas,
Manjericao Ocimum asilicum Folha . . . .
estragol, eugenol fungicidas, anti-inflamatorias, antioxidantes
- . . I Anticarcinogénico; antioxidante e anti-
Mamona Ricinus communis Ricina, ricinina Folha e sementes : ‘o
inflamatorio
Moringa Moringa oleifera Acido beénico Folha bactericida, d|ure:uco, estrogenica,
vermifugo
Noz moscada Myristica fragrans Sabinina Semente Estimulante da digestdo e antidiarreico
Oliva Oleo europea L. H|drOX|t|roCsac:cléitC|;osol, acido Folhas e fruto Antioxidante

Carvacrol; timol; carvone;

Orégano Origanum spp ) . Folha Antibacteriano; antifungica
yterpine; pCimene
Pimenta Capsicum s Capsaicina: piperina: Eruto Anti-inflamatorio; antidiarreico; estimulante
vermelha/preta P PP P » PIP ' da digestéo
Sélvia Salvia spp Cineol; pineno; salviol Folha Estlmulant_e ,da (_jlgfastaq, anﬂbactenano;
antifungica; antioxidante
Tomilho Thymus spp Timol; carg\;ar(;rnoilo;lp-mmene; Folha Antibacteriano; antioxidante; antifingica
Antocianinas; flavanas;
Uva Vitis vinifera catequina; epicatequina; Folhas e semente Antioxidante; aumenta HDL; antibacteriano;

procianidinas; antocianinas;
resveratrol

antiviral; anti-inflamatoria

Fonte: Adaptado de BURT (2004); BUTOLO (2005) e FASCINA (2011).
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2.4.2.1 Extratos fitogénicos e sua aplicabilidade na avicultura

A inclusdo de aditivos tem fornecido forte auxilio na manutencdo da qualidade dos
ingredientes das ragdes. Estes compostos se apresentam cada vez mais seguros quanto ao seu
uso e inclusdo nas formulacGes, visando evitar qualquer prejuizo aos animais e aos
consumidores, minimizando os residuos nos produtos consumidos pelo homem e diminuindo
a contaminacdo do ambiente (CATALAN et al., 2012; LEMOS et al., 2016).

O uso de aditivos fitogénicos em dietas de aves ja ndo é um assunto tdo atual.
Entretanto, seu potencial de resposta, quando incluido nas dietas, ainda é algo surpreendente.
Os extratos fitogénicos possuem diversas caracteristicas e podem ser aplicados para auxiliar
em diversos aspectos, desde a saude do animal até o estimulo para aumentar a ingestdo de
alimento. Além disso, contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal, pois
proporcionam melhor consumo de racgdo, incremento de secre¢des digestivas, aumento das
atividades antioxidantes e a eubiose do trato gastrointestinal (GONZALEZ, 2008). Essas

melhorias tornam o aproveitamento de nutrientes mais eficiente nos animais.

2.4.2.2 Agdo antimicrobiana

O metabolismo secundario das plantas pode originar produtos com atividade
antimicrobiana. Estudos para quantificar e verificar esta atividade tem sido realizado in vitro
(DORMAN & DEANS, 2000; NASCIMENTO et al., 2000; BONA et al., 2012;
WITKOWSKA et al., 2013).

Embora os efeitos benéficos de muitas alternativas desenvolvidas tenham sido bem
demonstrados, faltam informacdes sobre seu mecanismo de acdo, eficicia, vantagens e
desvantagens de suas aplica¢cdes no campo, sendo algumas hipdteses sugeridas: 1) controle de
patdgenos pela atividade antimicrobiana e modula¢do da microbiota intestinal; 2) atividade
antioxidante; 3) atividade imunomodulatéria e 4) atividade sobre o TGI resultando em
melhoria do desempenho animal (OETTING, 2005; WINDISCH et al., 2008).

Negi (2012) acredita que o mecanismo de acdo da atividade antimicrobiana dos
aditivos fitogénicos aconteca mediante ruptura da membrana por terpendides e compostos
fendlicos, bem como a quelagdo de metais por fenois e flavonoides, e seu efeito sobre o
material genético por cumarina e alcaloides que inibem o crescimento de microrganismos. De
acordo com 0 mesmo autor, o alvo exato dos agentes antimicrobianos naturais, muitas vezes,

ndo é conhecido ou bem definido, dificultando o conhecimento do local especifico de agdo
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onde ocorrem as reagoes.

Pesquisas baseadas no método de Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), como indice
de eficiéncia bacteriostatica, demonstraram que 0s extratos vegetais possuem efeitos muito
préximos aos antibidticos disponiveis no mercado, mas nao existe um processo padrdo como
existe para antibioticos (KAMEL, 2000). Além disso, existem variagdes que podem dificultar
as comparagdes entre os dados: métodos de extracdo, fase de crescimento bacteriano, meio de
cultura utilizado, microrganismo utilizado (FRIEDMAN et al., 2002), época de coleta das
plantas e a quantidade de extrato testada (OSTROSKY et al., 2008). Para garantir a utilizacédo
adequada, deve ser consenso entre a comunidade cientifica a preocupacdo com a qualidade,
padronizacdo, realizacdo de ensaios clinicos e verificacdo da eficacia (HASHEMI &
DAVOODI, 2011).

Alguns fitogénicos tém demonstrado acdo antimicrobiana, quando adicionados a
alimentacdo animal, podendo melhorar a higiene das carcacas (WINDISCH et al., 2008),
diminuindo a carga total de bactérias, bem como de agentes especificos como Salmonella nas
carcacas de frangos (AKSIT et al., 2006). O efeito antimicrobiano também melhora a satde
intestinal dos animais, protegendo-os de toxinas microbianas e outros metabolitos
indesejaveis, como amonia e aminas biogénicas, o que resulta no alivio do desafio intestinal
e do estresse imunoldgico, melhorando, assim, o desempenho animal (FRANZ et al., 2010;
KIM et al., 2015)

Os 6leos essenciais (OES) e seus compostos derivados atuam, principalmente, a partir
do potencial hidrofébico, por invadir a membrana celular bacteriana, desintegrar estruturas de
membrana e promover liberacdo dos ions de hidrogénio (H") e potassio (K*), causando a
ruptura e, consequente, morte da célula (DORMAN E DEANS, 2000). De acordo com 0s
mesmos autores, o rompimento das paredes celulares das bactérias deve-se ao carater
lipofilico dos OEs que se acumulam nas membranas. Esses compostos também sao relatados
por sua acdo contra patdgenos e predadores e varios estressores ambientais
(HUYGHEBAERT 2003).

As acbes dos OEs nas celulas microbianas diferem na presenca de grupos funcionais,
especialmente aqueles que contém fenol e aldeidos, a exemplo do cinamaldeido, citral, timol
e eugenol. Eles atuam como componentes principais € mostram consideravel atividade
antibacteriana (DORMANS E DEANS, 2000), mas tém mecanismos de a¢édo diferentes em
bactérias gram-negativas e gram-positivas, uma vez que as bactérias gram-negativas sdo
menos sensiveis do que as gram-positivas em relacdo aos OEs (DORMAN E DEANS 2000;
KOHLERT et al. 2000). As bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa que
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contém lipossacarideos. Eles atuam como uma barreira a difusdo dos componentes
hidrofébicos dos OEs (NAIK et al., 2010), o que explica a maior resisténcia destas bactérias
(CHAO et al., 2000; SAKOMURA et al., 2014).

Segundo Burt, (2004) outras substancias nao fenolicas também apresentam atividade
antibacteriana, como por exemplo as saponinas. A atividade antimicrobiana das saponinas,
que sdo compostos glicosideos de esterdides e terpenos policiclicos, deve-se a complexagao
destas com o0s ester0ides de membrana presentes nos microrganismos que promovem
alteracdo da permeabilidade e destruicdo das membranas (SCHENKEL et al., 2001;
HASHEMI & DAVOODI, 2011).

Brugalli (2003) ressalta que, na préatica, a maioria dos EVs deveria ser incluida em
altissimas doses para ter o mesmo efeito bactericida ou bacteriostatico observados in vitro.
Assim, no animal, o0 modo de acdo e local de atuacdo dos componentes ativos presentes nos
aditivos fitogénicos (fitocomponentes e fitomoléculas) sdo dependentes de sua estrutura,
metabolismo e do nivel de incluséo.

Um crescente corpo de evidéncias cientificas tém demonstrado que muitas das
atividades de promocdo da salde dos fitoquimicos sdo mediadas por sua capacidade de
aumentar a defesa do hospedeiro contra infecgfes microbianas e este efeito tém sido
comprovados in vivo com frangos de corte (ALLEN et al., 1998; YOUNG et al., 2003;
KOSCOVA etal., 2006; TOLEDO et al., 2007; BONA et al., 2012; ABUDABUS et al., 2018)
e poedeiras (BOTSOGLOU et al.,1997; PARPINELLO et al., 2005; BOLUKBASI e ERHAN
2007; CHILANTE et al., 2012; AHMAD et al 2018), evidenciando seu potencial como
alternativa aos antibioticos e quimioterapicos utilizados nas ragdes.

Allen et al. (1998) verificaram que a suplementacdo de racdo com 1% de acafréo
melhora o ganho de peso e reduz as lesdes intestinais e a excre¢do de oocistos em frangos
infectados com Eimeria maxima. A curcumina exerce seu efeito anticoccidiano por meio de
sua agdo antioxidante sobre o sistema imunoldgico.

Em estudos com OEs de orégano e tomilho, Burt e Reindeers (2003) notaram um efeito
antibacteriano contra E. coli (gram -) na dose de 0,6 ml/l. Koscova et al. (2006) ressaltaram
que o OE de orégano contém cerca de 60% carvacrol e 10% de timol ativo contra Salmonelas
localizadas no trato digestivo de frango. No entanto, os autores reforcam que, para ter uma
boa eficicia contra varios tipos de microrganismos, € interessante combinar varios extratos
desprovidos de incompatibilidade quimica.

Lippens et al. (2005), ao comparar os extratos de canela, orégano, tomilho, pimenta

caiena, citricos e acidos organicos com promotores de crescimento (avilamicina) em frango,
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observaram que 0os EVs suplementados nas aves melhoraram a taxa de conversao alimentar
(0,4% menor do que o grupo avilamicina e 2,9% menor do que o grupo dos acidos organicos).

Bolukbasi e Erhan (2007) estudaram o efeito da suplementacgéo alimentar com tomilho
sobre o desempenho de poedeiras e concentracdes de E. coli em suas fezes. A adi¢cdo de
tomilho a dieta basal no nivel de 0,1 - 0,5% proporcionou uma melhoria na conversdo
alimentar e producdo de ovos associada ao declinio da concentracdo de E. coli nas excretas.

Avaliando o desempenho de frangos de corte criados em galpdes com baixo desafio
sanitario, Toledo et al. (2007) verificaram melhor ganho de peso e maior taxa de viabilidade
nos tratamentos que receberam uma mistura de OEs de orégano, canela, eucalipto (Eucaliptus
spp), artemisia (Artemisia vulgaris L.) e trevo (Trifolium spp.).

O uso de extrato de semente de uva em dietas para frangos de corte manteve os valores
de conversdo alimentar e ganho de peso similares aos das aves suplementadas com antibidticos
promotores de crescimento (APC) na racdo, sendo os resultados atribuidos a capacidade
antioxidante deste composto (NAIDOO et al., 2008).

Matrizes pesadas que receberam dieta contendo OEs (tomilho, orégano, alecrim e
pimenta) também apresentaram resultados promissores com relacdo a integridade da mucosa
intestinal e aumento na producéo de ovos (CHILANTE et al., 2012). Roofchaee et al. (2011)
encontraram melhorias na conversao alimentar, no ganho de peso e diminui¢do nos niveis de
Escherichia coli cecal com a inclusdo de 600 mg de 6leo de orégano em racdes de frangos da
linhagem Ross 308.

Lee et al. (2011) descreveram que aves desafiadas contra coccidiose apresentam
melhora de desempenho e de diversos parametros imunoldgicos, quando suplementadas com
6leo-resina de pimenta. Os autores evidenciam que 0s mecanismos responsaveis pelo efeito
sobre a resposta imune ainda ndo foram determinados; mesmo assim, afirmam que o uso de
Oleo-resina de pimenta pode ser uma alternativa profilatica para controlar os efeitos negativos
causados pela coccidiose nas aves.

Bona et al., (2012) constataram que a contagem de unidades formadoras de colbnias
(UFC) de Clostridium perfringens foi reduzida no contetido do ceco das aves que receberam
OEs de orégano, alecrim, canela e pimenta vermelha na dose de 100 ppm em relag¢&o ao grupo
controle. Eles também observaram que a utilizacdo do composto vegetal e avilamicina diminui
a excregdo de Salmonella em aves 72 horas ap6s a inoculagdo de 10°UFC de Salmonella
Enteritidis.

Utilizando OE de mamona, Bess et al. (2012) verificaram melhora no desempenho das

aves (ganho de peso e converséo alimentar), afirmando os autores que esse fato poderia estar
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relacionado as atividades antimicrobianas e anti-inflamatéria dos OEs. Sadeghi et al. (2013)
relataram que a suplementacdo de gengibre em pé nas racfes reduz a umidade da cama de
frangos de corte desafiados contra Salmonella, devido a menor incidéncia de diarreia,
diminuindo assim os indices de mortalidade do lote, elevando o desempenho em relacdo a
dietas livres de antibiotico. Porém, os autores ressaltaram que os resultados foram inferiores
ao de aves recebendo APC nas ragoes.

Segundo Abudabos et al. (2018), frangos Ross 308 desafiados por Clostridium
perfringens, tratados com dietas com adicéo de orégano, diminuiram as lesdes intestinais com
melhora na morfologia intestinal e diminuiram a resposta inflamatéria, com incremento na

imunidade especifica.

2.4.2.3 Acdo antioxidante

A reacdo espontanea do oxigénio atmosférico com os lipidios, conhecida como auto-
oxidacdo, é o processo mais comum que leva a deterioracdo oxidativa. Esse processo, em
geral, inicia-se na ligacdo carbono-hidrogénio, adjacente a dupla ligacao da cadeia de carbono,
podendo ser catalisado por grande numero de fatores, tais como os ambientais (umidade, calor,
luz e oxigénio), pela presenga de metais (cobre, ferro e manganés) e de enzimas (ADAMS,
1999).

A deterioracdo oxidativa de racdo ou alimento como ovos, carne e produtos carneos
leva a producdo de aroma desagradavel, diminuindo a seguranca e a qualidade do alimento
pela formacdo de produtos potencialmente téxicos e outros compostos durante o
processamento e cozimento, o que diminui a aceitagdo do produto por parte do consumidor
(LEE E SHIBAMOTO, 2002; LIN et al., 2016).

Os antioxidantes naturais, assim como 0s antioxidantes sintéticos, agem na fase de
iniciacdo da reacdo, interferindo na participagdo do O2 ou competindo com os radicais livres
dos &cidos graxos (BOBBIO et al., 1992). As atividades de sequestro de radicais livres e
antioxidantes dependem do arranjo dos grupos funcionais ao redor da estrutura nuclear, sendo
que o namero e a configuragdo dos grupos hidroxila, doadores de hidrogénio, sdo as principais
caracteristicas que as influenciam (CAO et al., 1996).

Nos ultimos anos, 0 uso de aditivos fitogénicos como antioxidantes naturais tem
atraido o interesse por parte da industria por apresentar grande capacidade antioxidante
qguando adicionado aos alimentos e produtos carneos ou até mesmo substituindo produtos

sintéticos como BHT e BHA, antioxidantes amplamente utilizados nas ra¢fes animais
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(RACANICCI et al., 2004).

A atividade antioxidante dos fitogénicos sdo atribuidas aos metabdlitos secundarios
das plantas, tais como certos compostos fenolicos (BOURNE E RICE-EVANS et al., 1997),
carotenoides (MILLER et al., 1996) e flavonoides (PIETTA, 1999). Quando esses compostos
reagem com um radical livre, tém a acdo de inativa-los, pois apresentam a capacidade de doar
um atomo de hidrogénio. Ocorre assim, portanto, a estabilizacdo pelo efeito de ressonéncia
do nucleo aromatico, que evita a continuacdo da reacdo em cadeia do radical livre (TSAO E
DENG, 2004). Quando esses compostos sdo absorvidos pelos animais, ha retencdo de pequena
quantidade nos tecidos, porém em concentracdes suficientes para apresentar atividade
antioxidante (BOTSOGLUO et al., 2004).

Quantitativamente, os compostos fendlicos sdo os antioxidantes mais representativos
do reino vegetal e podem ser quimicamente definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com uma ou mais hidroxilas. Podem também apresentar outros grupos substitutivos
em sua estrutura, como ésteres, metil-ésteres e glicosideos (MARTINEZ-VALVERDE et al.,
2000). Esses compostos apresentam capacidade de inibir a oxidacdo por meio de uma
variedade de mecanismos, em vez de um unico modo de acdo, tipico dos antioxidantes
sintéticos (CUVELIER, RICHARD E BERSET, 1992; KAHKONEN et al., 1999).

As ervas medicinais naturais tém sido sugeridas como bons antioxidantes e tém sido
usadas como aditivos para rac6es na producédo de animais por mais de 2.000 anos (WANG et
al., 1998), demonstrando exercer seus beneficios antioxidantes positivos no desempenho,
qualidade de producdo e sistema antioxidante endogeno, afetando diretamente alvos
moleculares especificos ou, indiretamente, afetando a via metabolica (ANSARI et al., 2012;
LEE et al., 2013). Por exemplo, a suplementagdo de 6leo essencial de Zataria multiflora na
dieta pode atrasar a peroxidacdo e deterioracdo microbiana de filés de peito de frango
(JEBELLI et al., 2013).

Na selecéo de antioxidantes naturais, 0s extratos de plantas devem apresentar auséncia
de odor ou sabor estranho ao produto, uma vez que alguns fitogénicos guardam compostos
com aroma extremamente acentuado, como, por exemplo, o eugenol (cravo), o timol (tomilho)
e o carvacrol (orégano). Desta forma, eles ndo devem ser acrescentados em grandes
quantidades nos alimentos, pois podem influenciar o sabor do produto final (MADSEN;
BERTELSEN; SKIBSTED, 1997), limitando assim seu uso como agente antioxidante.

Outro fator importante na escolha dos aditivos fitogénicos é que estes devem
apresentar estabilidade no processo de aquecimento e nas condi¢fes de armazenamento, além

de ser de facil aplicacdo e incorporacdo ao alimento (MELO; GUERRA, 2002). Na
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alimentacdo de animais, os OEs tém papéis como agentes hipolipemiantes e
imunomoduladores, bem como aliviadores do estresse térmico (TUZCO et al., 2008; SAHIN
etal., 2011).

Os efeitos da adicédo de aditivos fitogénicos no desempenho da producéo de aves tém
apresentado resultados promissores. Botsoglou et al. (1997) avaliaram o efeito da racéo
contendo extrato de tomilho sobre a estabilidade oxidativa de ovos, mensurada pela formagao
de malondialdeido. Estes autores observaram que esse antioxidante foi efetivo em manter a
estabilidade lipidica dos ovos, armazenados a 4°C por 60 dias, comprovando assim a eficacia
do aditivo.

Young et al. (2003) fizeram um estudo visando melhorar os efeitos negativos do
estresse sobre as caracteristicas de qualidade de carne. Frangos foram alimentados com uma
combinag¢ao de acido ascorbico (1000 ppm) e a-tocoferol (200 ppm) ou de orégano (3%). Os
autores verificaram que as atividades das enzimas antioxidantes (catalase, superdxido
dismutase e glutationa peroxidase) na musculatura do peito, da coxa e do figado foram
afetados pela suplementacéo, reduzindo as atividades oxidantes gerados pelo estresse.

Botsoglou et al. (2005), ao incluirem o extrato de acafrdo (10 ou 20 ppm) na dieta de
poedeiras, observaram que a atividade antioxidante promovida pelo extrato, nos ovos,
aumentou com a maior concentracdo do extrato. Parpinelli et al. (2006) adicionaram o extrato
de alecrim (500 e 1000 ppm) em racdes enriquecidas com &cidos graxos polinsaturados da
série n-3. Estes autores avaliaram a qualidade sensorial dos ovos com a estocagem e
observaram que a inclusdo do antioxidante foi efetiva em manter as caracteristicas sensoriais
dos ovos.

Em alguns estudos com extratos de carvacrol, cinamaldeido e 6leo resina de capsicum,
em dosagem de 150mg/kg na racdo de frangos de corte Ross 308, observou-se que as
propriedades da carne de frango como a maciez, paladar, tenacidade e firmeza, apresentaram
melhorias, além de ganho nas propriedades quimicas, como a diminui¢do de malonaldeido e
0 aumento de acidos graxos poli-insaturados (IPCAK E ALCICEK, 2018).

Ahmad et al. (2018), ao suplementar poedeiras HyLine W36 de 50 semanas de idade
com 0,5, 1,0 ou 1,5% de folha seca em p6 de Moringa oleifera (MLM), concluiram que MLM
pode ser usado como aditivo fitogénico para rac¢des, pois 0 mesmo melhora o desempenho da
producdo, o estado de salde das poedeiras e enriquece ovos com bioativos € compostos

funcionais, agregando assim valor ao produto.



39

2.4.2.4 Acido anacéardico

Originario da Ameérica Tropical, o cajueiro pertence a familia Anacardiaceae e €
considerado uma das mais importantes espécies cultivadas nas regides tropicais. Ele envolve
0 género Anacardium, a variedade mais comum, Anacardium occidentale L., € uma arvore
originaria do norte e nordeste do Brasil, apresentando como principal produto de expressdo
econdmica a améndoa comestivel e o liquido da casca da castanha do caju (LCC) (AGOSTIN-
COSTA et al., 2004).

O LCC ¢é um liquido viscoso, escuro e oleoso, que pode ser extraido da castanha de
caju. Este compreende 25% do peso do fruto e se constitui como umas das fontes mais ricas
em compostos fenolicos alquilicos do Anacardium occidentale, formado por uma mistura de
quatro constituintes: &cido anacérdico (&cido 3-n-pentadecilsalicilico), carddis (3-n-
pentadecilresorcinol), metilcarddis (2-metil-5-n-pentadecilresorcinol) e cardandis (3-n-
pentadecilfenol) (MOREIRA et al., 1998; TREVISAN et al., 2006; VIEIRA et al., 2007).

Grandes quantidades de &cido anacérdico foram detectadas na castanha de caju,
contido no LCC (353,6g/kg), em que é o principal constituinte; em menor concentracao,
também é encontrado no peddnculo do caju (6,19/Kg), sendo parte destes transferidos para o
suco e a outra, remanescente, permanece no bagago apds a extragdo do suco e na castanha
torrada (0,659/Kg) (TREVISAN et al., 2006; BROINIZI et al., 2008).

Convencionalmente, a quantidade e a qualidade do LCC no extrato bruto dependem
do método de extracdo e das condi¢cdes do acondicionamento das castanhas. A extracdo
comercial desse liquido faz do LCC uma possibilidade de agregar valor a exploracdo da
cultura do caju e pode ser realizada a quente, forma mais utilizada na inddstria de
beneficiamento da castanha para obtencdo da améndoa, ou a frio. A extracao a quente produz
um LCC diferente do extraido a frio, pois, com o aquecimento, o acido anacardico sofre
descarboxilacdo e € convertido em cardanol.

O liquido extraido no processo de extragdo a quente ¢ chamado de “LCC técnico” e
apresenta uma composi¢éo de aproximadas 63%-65% de cardanol, 11%-20% de cardol e 24%
de material polimérico (TYMAN, 1975, LUBI, 2003; LUBIC, 2003). Ja o “LCC natural” ¢ 0
liguido obtido pela extracdo realizada por meio do uso de solventes e contém
aproximadamente 65%-70% de acido anacardico, 11-20% de cardol e 2-3% de 2-metil cardol.
(LUBI, 2003).

O LCC configura-se como uma matéria-prima valiosa, em fungéo da abundéncia e das

caracteristicas estruturais dos seus compostos fenélicos constituintes de carater aromatico e
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aciclico, aliado a existéncia de diversos grupos funcionais no anel aromético, uma cadeia
alquilica lateral com 15 atomos de carbono e mdltiplas insaturacdes na cadeia alifatica no C-
8. A abundancia, a versatilidade e os varios registros de atividades bioldgicas de constituintes
fenolicos do LCC e seus derivados, em conjunto, tém motivado ao longo de alguns anos o
interesse em pesquisas No campo quimico e bioldgico (SANTOS E MAGALHAES, 1993;
SANTOS E MAGALHAES,1999; LOGRADO, 2005).

Em relacdo a sua composicdo quimica, o acido anacardico é uma mistura de acidos 6-
alquil-salicilico, lipossoluveis, em que os grupos alquilicos variam tanto no comprimento da
cadeia lateral como no grau de instauracdo, sendo mais frequentes cadeias mono, di ou tri-
insaturadas. O comprimento das cadeias alquilicas influencia nas atividades biolégicas do
acido anacardico, que podem estar relacionadas com o aumento da solubilidade das por¢oes
fenolicas nas regides lipidicas, em que é requerida protecdo contra degradacdo bioldgica ou
oxidacdo quimica. Dessa forma, a influéncia da cadeia alquilica no mecanismo de protecdo é
similar ao efeito que é proposto para a cadeia poliprenilica do tocoferol (CORREIA et al,
2006).

Ao longo dos anos, varios autores vém apontando as diversas fungdes bioativas deste
composto fenodlico. Dentre elas podemos destacar: atividade antiinflamatoria (OLAJIDE et
al., 2004), antigenotdxica, (MELO-CAVALCANTE et al., 2011), antiulcerogénica
(BEHRAVAN et al., 2012), antibacteriana, antifungica, larvicida (BEHRAVAN et al., 2012),
gastroprotetora (MORALIS et al., 2010), propriedade inibitoria de enzimas a-glucosidase,
invertase e da aldose redutase, tirosinase, xantina oxidase, lipo-oxigenase (GRAZZINI et al.,
1991; KUBO et al., 2006; OMANAKUTTAN et al., 2012) e da ciclooxigenase, possuindo
também atividade antimutagénica e antioxidante (MELO-CAVALCANTE et al., 2003;
MASUOKA e KUBO, 2004; TREVISAN et al., 2006).

A atividade antimicrobiana do liquido da castanha de caju tem sido atribuida ao
namero de terpendides e de compostos fendlicos (OSMARI et al., 2015). Para Benchaar et al.
(2008) e Osmari et al. (2015), uma importante caracteristica deste aditivo e seus componentes
é 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.

Em estudos avaliando o potencial de modulacéo da microbiota, Lopez et al. (2012), ao
suplementar as dietas de frango de corte com o LCC, observaram que o produto n&o
influenciou as varidveis produtivas; porém, ele controlou a proliferacdo de E.coli, Clostridium

perfringes e Salmonella spp. no conteudo intestinal dos animais.
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Trevisan et al. (2006), ao analisarem a capacidade antioxidante do acido anacardico,
cardanois e cardois presentes no caju (pseudofruto, castanhas e LCC), observaram que esse
acido tem maior capacidade antioxidante em comparacdo a cardois e cardanois. As
propriedades antioxidantes do acido anacardico sdo capazes de proteger as células humanas
do estresse oxidativo (TREVISAN et al., 2006; MORAIS et al., 2010). Essa atividade é
promovida pela cadeia alquenil, estando associada com a ligagdo hidrofébica da xantina
oxidase (MASUOKA e KUBO, 2004).

Ela pode ocorrer de varias formas, incluindo a inibicdo de enzimas pro-oxidativas
envolvidas na produgdo de espécies reativas de oxigénio. A conversdo da maioria das espécies
reativas de oxigénio na presenca de ions metéalicos é a quelacdo dos ions divalentes tais como
o Fe*?2 e 0 Cu*?, sendo esta uma vantagem adicional a partir do momento que reduz o efeito
de transicdo da catalizacdo do metal na peroxidacao lipidica (MASUOKA e KUBO, 2004).

Sabe-se, entéo, que agentes quelantes que formam ligagcdes com um metal séo eficazes
como antioxidantes secundarios, pois reduzem o potencial redox, estabilizando a forma
oxidada do ion metalico (LODOVICI et al., 2001; KUBO et al., 2006). Outro importante ponto
é que, no organismo animal, espécies reativas de oxigénio sdo produzidas na reducdo do
oxigénio molecular a 4gua (ROSS e MOLDEUS, 1991) e o &cido anacérdico pode reforgar a
barreira celular, diminuindo a incidéncia das espécies reativas no meio intracelular, evitando
lesGes pela oxidacao dos tecidos.

Quanto a absorc¢do do &cido anacéardico pelos animais, Kubo et al. (2006) sugeriram
que ele é absorvido no trato gastrointestinal e direcionado para os locais onde estad sendo
necessario. Para a avaliacdo desses compostos na alimentacdo animal é necessaria uma analise
dos parametros sanguineos, pois estes estdo relacionados com o estado nutricional e sanitario
das aves.

Braz et al., (2017), ao avaliar os parametros bioquimicos sanguineos, bem como a
atividade enzimaética e a peroxidacdo lipidica do figado e tecidos do sistema reprodutor
(ovério, magno e Utero) de poedeiras comerciais alimentadas com dietas contendo liquido da
castanha de caju (LCC) como uma fonte de &cido anacardico, observaram que a adicéo de
LCC em até 1% na ragdo de poedeiras ndo influenciou os pard@metros bioquimicos do sangue,
a atividade de enzimas relacionada ao estresse oxidativo no figado, ovario, magno e Utero e 0
desempenho das aves (BRAZ et al., 2019).

Na qualidade dos ovos também ndo foi observado nenhum prejuizo nas variaveis
avaliadas. Contudo, constatou-se melhorias na pigmentacdo e estabilidade lipidica da gema
(BRAZ et al. 2019) e do ovario (BRAZ et al., 2018) com a adig¢éo de 0,75% do LCC. Esse
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nivel de adi¢do, também foi efetivo em reduzir a oxidacdo lipidica em gemas frescas e
armazenadas (ABREU et al. 2017).

Avaliando a oxidacdo lipidica da carne dos frangos alimentados com anacardato de
calcio, Abreu et al. (2019) verificaram que a adi¢cdo de 0,75% na racao foi suficiente para
reduzir a oxidag&o lipidica e que o nivel de 1% apresentou efeito pro-oxidante. Na alimentacéo
de codornas japonesas na fase de postura, Santos (2014) observou que a adigéo de até 1% néo
influenciou no desempenho e qualidade dos ovos

Cruzetal., (2019), ao adicionarem até 1% de anacardato de calcio como fonte de acido
anacardico na dieta de frangos de corte, ndo observaram efeitos nos parametros sanguineos ou
0s pardmetros enzimaticos e oxidativos no figado das aves.

Em estudos com frangos de corte alimentados com dietas suplementadas com folha
em p6 de Anacardium occidentale, em comparacao com antibiotico e antioxidante sintético,
Adeyemi et al., (2021) constataram que o aditivo em pd exibiu propriedades antimicrobianas
e antioxidantes comparaveis as respostas a oxitetraciclina e BHA em dietas de frangos de
corte. No entanto, os autores ressaltaram que a eficacia do aditivo precisa ser verificada sob

desafio de doenca ou condicdo de saude comprometida.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Adeyemi+K&cauthor_id=33635179
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3. ANACARDATO DE CALCIO E SUAS ASSOCIACOES COM ACIDO CITRICO NA
ALIMENTACAO DE POEDEIRAS COMERCIAIS: DESEMPENHO E QUALIDADE DOS
OVOS

RESUMO

Obijetivou-se avaliar o efeito da inclusdo do anacardato de célcio (ANC), associado ou ndo ao
acido citrico (AC) na racédo de poedeiras, sobre o desempenho e a qualidade interna e externa
dos ovos frescos. Foram utilizadas 432 poedeiras da linhagem comercial Hy-Line W-36 no
periodo de 63 a 75 semanas de idade, distribuidas em um delineamento inteiramente
casualizado, com nove tratamentos e seis repeti¢cfes. Os tratamentos consistiram em: T1 —
racdo sem adicdo de aditivos acidos; T2 — ragdo com adicdo de 0,25% de ANC; T3 — ragdo
com 0,25% de ANC associado a 0,25% de AC; T4 — ragdo com 0,50% de ANC; T5 — racao
com 0,50% de ANC associado a 0,25% de AC; T6 — racdo com 0,50% de ANC associado a
0,50% de AC; T7 — racdo com 0,75% de ANC; T8 — racdo com 0,75% de ANC associado a
0,25% de AC; T9 - racdo com 0,75% de ANC associado a 0,50% de AC. Foram avaliados: o
consumo de ragdo, a porcentagem de postura, a massa de ovo, a conversdo alimentar,
avaliacdo do pH e desenvolvimento do trato e caracteristicas de qualidade interna e externa
dos ovos. Nao se observou efeito significativo dos tratamentos sobre o desempenho das
poedeiras, pH, peso relativos do trato gastrointestinal, moela, figado e sistema reprodutor,
porcentagem de gema, albimen e casca, densidade especifica, unidades Haugh e espessura da
casca. Quanto a pigmentacdo e estabilidade lipidica dos ovos, apresentaram efeito
significativo. A cor da gema apresentou maior pigmentacdo para os tratamentos com 0,75%
de ANC e suas associa¢bes com o AC (0,25 e 0,50) e inferior para tratamento controle e
inclusédo de 0,25% de ANC. Para estabilidade lipidica das gemas, observou-se menor oxidagdo
para as gemas dos ovos dos tratamentos com doses isoladas de ANC (0,50% e 0,75%) e para
0s 0vos das aves que consumiram racdo sem antioxidante; 0,25% de ANC; 0,50% de ANC
associado a 25% de AC e 0,75% de ANC associado a 0,25 e 0,50% de AC, apresentaram
efeito pro-oxidante, visto que a capacidade antioxidante diminuiu. A adicdo de doses
crescentes de ANC, associado ou ndo ao AC, melhoram a pigmentacdo da gema dos ovos e

doses isoladas (0,50 % e 0,75%) reduzem a peroxidacao lipidica nas gemas

Palavras chave: Acidos organicos, Antioxidante natural, Anacardium occidentale L.

Composto fenolico, Pigmentacdo, Peroxidacdo lipidica.
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CALCIUM ANACARDATE AND ITS ASSOCIATIONS WITH CITRIC ACID IN
COMMERCIAL LAYER FEEDING: EGG PERFORMANCE AND QUALITY

ABSTRACT
The objective was to evaluate the effect of the inclusion of calcium anacardate (ANC)
associated or not with citric acid (AC) in the diet of laying hens on the performance and
internal and external quality of fresh eggs. A total of 432 laying hens of the commercial line
Hy-Line W-36 were used in the period from 63 to 75 weeks of age. Distributed in a completely
randomized design, with nine treatments and six replications. The treatments consisted of: T1
— ration without addition of acid additives; T2 — ration with the addition of 0.25% of ANC,;
T3 —diet with 0.25% ANC associated with 0.25% AC; T4 — ration with 0.50% of ANC; T5 —
diet with 0.50% ANC associated with 0.25% AC; T6 — diet with 0.50% ANC associated with
0.50% AC; T7 —ration with 0.75% of ANC; T8 —diet with 0.75% ANC associated with 0.25%
AC; T9 — diet with 0.75% ANC associated with 0.50% AC. The following were evaluated:
feed intake, laying percentage, egg mass, feed conversion, pH assessment and tract
development, and internal and external quality characteristics of the eggs. There was no
significant effect of treatments on laying hens performance, pH, relative weight of the
gastrointestinal tract, gizzard, liver and reproductive system, percentage of yolk, albumen and
shell, specific gravity, Haugh units and shell thickness. As for the pigmentation and lipid
stability of the eggs, they showed a significant effect. Yolk color showed higher pigmentation
for treatments with 0.75% ANC and its associations with AC (0.25 and 0.50) and lower for
the control treatment and inclusion of 0 .25% ANC For yolk lipid stability, lower oxidation
was observed for egg yolks from treatments with isolated doses of ANC (0.50% and 0.75%)
and for eggs from birds that consumed diet without antioxidant; 0.25% ANC; 0.50% of ANC
associated with 25% of AC and 0.75% of ANC associated with 0.25 and 0.50% of AC, showed
a pro-oxidant effect, since the antioxidant capacity decreased. The addition of increasing doses
of ANC associated with no to AC improves the pigmentation of the yolk of eggs and isolated

doses (0.50% and 0.75%) reduce lipid peroxidation in the yolks.

Keywords: Anacardium occidentale L, Lipid peroxidation, Natural antioxidant, Organic

acids, Phenolic compound, Pigmentation.
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INTRODUCAO

A avicultura mundial tem passado por mudancgas importantes no sistema de producao
de carne e ovos e, para manter-se competitivo no mercado, o Brasil necessita de atualizagédo e
desenvolvimento constante de tecnologias que possibilitem elevar os indices de producao,
sendo a nutricdo um dos aspectos mais importantes. Destaca-se, neste cendrio, a retirada total
de promotores de crescimento e outras substancias utilizadas como aditivos na alimentacéo
de aves.

A literatura mostra que os acidos organicos podem melhorar a eficiéncia alimentar e 0
desempenho, apresentando potencial para substituir o APC na alimentacdo animal, devido as
suas habilidades de reducdo do pH e seus efeitos inibitorios em bactérias patogénicas
diminuindo assim as necessidades metabdlicas dos animais. Por sua vez, isto aumenta a
disponibilidade de nutrientes para o hospedeiro, além de ser fontes de energia e estimulantes
da secrecdo de enzimas enddgenas (ADIL et al., 2010; POLYCARPO et al., 2017).

Os fitogénicos sdo outra classe de aditivos que tem se destacado por suas diversas
propriedades, tais como acdo antibacteriana e imunomodulatéria, que pode melhorar o
desempenho produtivo animal, por meio da melhora na saide intestinal das aves (FARAHAT
et al., 2016), além de sua propriedade antioxidante, que pode retardar a oxidacao lipidica da
carne e dos ovos, obtendo um produto final de melhor qualidade e que pode acarretar em
melhor tempo de prateleira (PARASKEUAS et al., 2017; RACANICCl et al., 2011).

Porém, existem evidéncias que sugerem gue o uso combinado de diferentes aditivos
surge como uma solucdo promissora para substituir os APC na racdo quando comparados a
um Unico aditivo, devido aos seus efeitos sinérgicos na saude intestinal, desempenho, digestdo
e absorcéo de nutrientes (HUANG et al., 2015).

O Brasil é conhecido mundialmente por sua biodiversidade de frutas e outros vegetais
que contém substancias antioxidantes distintas e atividades comprovadas nos Gltimos anos.
Nesse contexto, 0 acido anacardico, composto fendlico encontrado nas diferentes partes do
cajueiro (Anacardium occidentale L.) e em maior propor¢do na castanha de caju, vem sendo
estudado e os relatos encontrados descrevem este acido com grande capacidade antioxidante
gastroprotetor (TREVISAN et al., 2006; MORAIS et al., 2010)

Na qualidade dos ovos constatou-se melhorias na coloragéo e na estabilidade lipidica da
gema (BRAZ et al., 2019) com a adicdo de 0,75% do LCC. Essa porcentagem de adicéo

também foi efetiva em reduzir a oxidag&o lipidica em gemas frescas e armazenadas (ABREU


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654521000044?via%3Dihub#bib2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654521000044?via%3Dihub#bib44
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654521000044?via%3Dihub#bib18
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et al. 2017). Diante do exposto, objetivou-se avaliar a agdo do anacardato de calcio associado
ao &cido citrico nas ragdes de poedeiras comerciais leves sobre os parametros de desempenho,

pH, desenvolvimento do trato gastrointestinal e qualidade dos ovos.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo do liquido da casca da castanha de caju e preparagdo do anacardato de calcio

O residuo da castanha de caju foi adquirido no municipio de Pacajus-Ce, Brasil, em
uma empresa de beneficiamento do fruto. Apds a aquisicdo, as cascas torradas da améndoa de
caju foram trituradas em um picador forrageiro (GTI-2000LDF) e acondicionadas em
recipientes de vidro, no qual permaneceram submersas em alcool etilico 99,5° GL na
proporcdo de 1:1, em temperatura ambiente, por um periodo de sete dias. Em seguida, o
material foi peneirado e o solvente foi removido e submetido a evaporacdo, em evaporador
rotativo (MARCONI- MA120/THV) a 50°C, rotacdo de 60 rpm e pressdo reduzida para
recuperacao do solvente e obtenc¢do do LCC, conforme metodologia apresentada por Trevisan
et al., (2006).

O processamento do LCC para a preparacdo do anacardato de calcio foi realizado no
Laboratorio de Extracdo de Produtos Naturais (LAEX), localizado nas instalacfes do Setor de
Avicultura, do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Ceara (UFC). A obtencdo do anacardato de célcio foi realizada a partir da separagdo
do &cido anacérdico que estava presente no LCC, por meio da precipitacdo na forma de
anacardato de calcio, conforme metodologia adaptada de Paramashivappa et al., (2001).

Para obtencdo do anacardato de célcio a partir do LCC, utilizou-se um Becker de 4L
no qual foram adicionados 550mL de LCC, 150mL de &gua destilada e 2.850mL de etanol.
Essa solucdo foi aquecida, sob agitacdo, até a temperatura de 50°C, permanecendo nessa
condig&o por quatro horas, mantendo-se a temperatura constante. Ao longo do procedimento,
em intervalos de dez minutos, foram incorporados a mistura 250g de hidrdxido de calcio.
Apds as quatro horas de aguecimento e agitacdo, o &cido anacardico presente no LCC reagiu
com o hidréxido de calcio formando o anacardato de calcio, que se precipitou no fundo do
recipiente e foi separado dos demais componentes da mistura.

Para tanto, a solucdo foi deixada para decantacdo por uma hora em temperatura
ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se 800 mL de etanol e a mistura

foi submetida as mesmas condicOes de agitacdo e agquecimento por uma hora. Logo em
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seguida, procedeu-se a decantacdo por uma hora e a retirada do sobrenadante. O precipitado
foi levado a estufa de ventilagdo para secagem.

Quantificacdo do acido anacardico das amostras

Cascas de castanha de caju (Anacardium occidentale-L), cortadas em pequenos
fragmentos, foram exaustivamente extraidas com aquecimento brando para obtengdo de um
liquido escuro e caustico (LCC). Em um Erlenmeyer foram dissolvidos hidroxido de célcio
em agua. A esta solucdo, mantida sob agitacao, foi adicionado o LCC dissolvido em etanol e
a mistura foi deixada sob forte agitacdo. O anacardato de célcio precipitado sintetizado foi
filtrado a vacuo e lavado com etanol. A mistura de 1,1g de anacardato de calcio foi transferida
para um Erlenmeyer com 3 mL acetato de etila, 8,8 mL agua e HCI P.A. (1,2 mL) e a mistura
mantida sob vigorosa agitacdo durante uma hora. A mistura foi filtrada em funil de Buchner
e o filtrado foi transferido para um funil de separacdo. Em seguida, foi realizada uma particéo
liquida — liquido com acetato de etila (2 x 3 mL), obtendo uma fase organica rica em acido
anacardico, que foi posteriormente lavada com &gua Mili — Q (200 mL) e seca com sulfato de
sodio anidro. O extrato foi rotaevaporado para eliminacdo do solvente e obtencdo de uma
fracdo contendo apenas o acido anacardico (Paramashivappa et al., 2001). A proporcao de

acido anacardico no anacardato de célcio foi de 66,65%
Experimento com aves

O projeto foi aprovado pela comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da
Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo n° 9616090320. Realizado no Setor de
Avicultura/DZ/CCA/UFC, em um galpdo convencional para criacdo de poedeiras, em gaiolas
de arame galvanizado (25 x 40 x 45 cm), com capacidade para duas aves por gaiola. Para a
conducéo do experimento foram alojadas 432 poedeiras da linhagem comercial Hy-Line W-
36 com 63 semanas de idade. Essas aves foram selecionadas com base no peso (1,44 + 0,100
kg) e producdo de ovos (80% de postura) e distribuidas uniformemente nas gaiolas, de modo
que todas as repeticdes passem a conter aves com pesos e producdo de ovos similares,
conforme recomendacdes de Sakomura e Rostagno (2007). Durante o periodo experimental,
os dados de temperatura e de umidade relativa média do ar foram coletados no inicio da manha
(08h) e no final da tarde (16h), sendo as médias de temperatura ambiente maxima e minima e
umidade relativa do ar no galpéo, durante o periodo experimental, de 26,54/32,8°C e 73/80%,

respectivamente. As temperaturas foram registradas por intermédio de termdmetros de



48

méaxima e minima e a umidade relativa do ar por meio do termohigrémetro.

Delineamento, tratamentos e ragdes experimentais

As aves foram distribuidas nas gaiolas ao acaso, composto por nove tratamentos e seis
repeticdes de oito aves cada. Os tratamentos consistiram em: T1 — racdo sem adi¢do de
aditivos &cidos; T2 — racdo com adi¢do de 0,25% de ANC; T3 — ragcdo com 0,25% de ANC
associado a 0,25% de AC; T4 — ragdo com 0,50% de ANC; T5 — ragdo com 0,50% de ANC
associado a 0,25% de AC; T6 — racdo com 0,50% de ANC associado a 0,50% de AC; T7 —
racdo com 0,75% de ANC; T8 — racdo com 0,75% de ANC associado a 0,25% de AC; T9 —
racdo com 0,75% de ANC associado a 0,50% de AC.

Para obtengéo da racdo experimental de cada tratamento (Tabela 2), formulou-se a
racdo controle, de acordo com as exigéncias nutricionais recomendadas pelo manual da
linhagem (HY-LINE INTERNACIONAL, 2016) e foram considerados os valores nutricionais
dos ingredientes (milho, farelo de soja e 6leo) apresentados por Rostagno et al. (2017), sendo
as demais obtidas pela substituicdo do inerte de acordo com a inclusdo do anacardato de calcio

e acido citrico na proporc¢éo de cada tratamento.

Tabela 2. Composicao percentual e nutricional calculada da ragao controle utilizada para
poedeiras leves.

Ingredientes Quantidades (%)
Milho 62,30
Farelo de soja 22,00
Calcario 9,95
Oleo de soja 2,26
Fosfato bicélcico 1,53
DL-Metionina 0,14
L-Lisina 0,02
Suplemento vitaminico? 0,10
Suplemento mineral? 0,05
Sal comum 0,41
Inerted 1,25
Total 100,00
Composicdo nutricional calculada

Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 2.800
Proteina bruta (%) 15,00
Matéria seca (%) 89,60
Célcio (%) 4,35
Fasforo digestivel (%) 0,37
Lisina digestivel (%) 0,69
Metionina +cistina digestivel (%) 0,62
Metionina digestivel (%) 0,37
Triptofano digestivel (%) 0,58
Sddio (%) 0,18

1 Composicao por kg de produto: Vit. A —9.000.000,00 UI; Vit. D3 — 2.500.000,00 UI; Vit. E — 20.000,00 mg;
Vit. K3 -2.500,00 mg; Vit. B1 —2.000,00 mg; Vit. B2 — 6.000,00 mg; Vit. B12 — 15,00 mg; Niacina — 35.000,00
mg; Acido pantoténico — 12.000,00 mg; Vit. B6 — 8.000,00 mg; Acido félico — 1.500,00 mg; Selénio — 250,00
mg; Biotina — 100,00 mg. 2 Composicédo por Kg do produto: Ferro —100.000,00 mg; Cobre — 20,00 g; Manganés
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—130.000,00 mg; Zinco — 130.000,10 mg; lodo — 2.000,00 mg; 2 Inerte: Areia lavada.

Avaliacdes do desempenho das aves

Na avaliacdo do desempenho das aves foram avaliadas as variaveis:

Consumo de racdo (g/ave/dia) - a racdo fornecida, no inicio, e as sobras, ao final de cada
fase, foram pesadas e por diferenca foi calculado o consumo de racao.

Percentagem de postura (%/ave/dia) - a producdo de ovos foi registrada diariamente por
gaiola e, no final de cada periodo, foram calculadas as percentagens de postura por repeticao.
Massa de ovo (g/ave/dia) — a partir do nimero de ovos e do peso médio do ovo foi calculada
a massa de ovo por repeticdo e por periodo.

Converséo alimentar (kg de ragdo/massa de ovo) — a partir dos dados de consumo de racéo
e da massa de ovo produzida foi realizado o calculo da conversdo alimentar para cada

repeticdo por periodo.

Avaliacdo da qualidade externa e interna dos ovos frescos

Para a avaliacdo da qualidade dos ovos, durante os periodos experimentais, um dia por
semana todos os ovos de cada parcela foram coletados, identificados e levados para o
laboratério de avaliacdo da qualidade de ovos, localizado nas dependéncias do Setor de
Avicultura/DZ/CCA/UFC, onde foram armazenados a temperatura de 22°C até o dia seguinte,
quando foram realizadas as medidas para o calculo das variaveis de qualidade dos ovos, a
serem estudadas:

Peso médio dos ovos (g) - a determinacdo do peso médio dos ovos (g) foi realizada por meio
de pesagens individuais de todos os ovos de cada repeticdo, em balanca semi- analitica, com
sensibilidade de 0,01g. Depois da pesagem, foi calculado o peso medio.

Terminada a pesagem dos ovos, foram selecionados trés ovos por parcela para serem
submetidos, em sequéncia, as demais determinacdes:

Densidade especifica (g/cm3) — a densidade especifica (DE) dos ovos foi determinada
conforme procedimentos descritos por Freitas et al. (2004). Para obtenc¢éo do peso do ovo no
ar e na agua foi montado o sistema de pesagem dos ovos sobre balanca semi-analitica, com
sensibilidade de 0,01g. Os dados foram anotados para o calculo da DE através de uma planilha
do programa de Excel.

Qualidade do albumen (unidade Haugh) — a avaliacdo da qualidade do albumen foi

realizada com a determinacgéo da unidade Haugh. Para isso, apds a determinacédo da densidade
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especifica, os ovos foram quebrados sobre uma superficie plana de vidro e com a utilizacdo
de um micrémetro de profundidade foi medida a altura (mm) do albumen denso. Com as
medidas de peso do ovo no ar e altura do albumen foram realizados os calculos utilizando-se
a equagdo: UH= 100 x log (H - 1,7 x P*%" + 7,6), em que: UH = unidades Haugh; H = altura
do albimen em mm e P = peso do ovo em grama.

Percentual (%) gema - apds a medida da altura do albumen, foi separado o albimen da gema,
sendo esta retirada e pesada. Para se obter o seu percentual, o peso da gema foi dividido pelo
peso do ovo, multiplicando-se o valor obtido por 100.

Percentual (%) de casca - ap6s a quebra dos ovos, as cascas foram separadas, lavadas e
postas para secar em estufa com circulacéo de ar e temperatura de 55 ° C, por 48 horas. Depois
de secas foram pesadas em balanca semi-analitica, com sensibilidade de 0,01g. Para se obter
0 percentual, o peso da casca foi dividido pelo peso do ovo, multiplicando-se o valor obtido
por 100.

Percentual (%) de albumen - o percentual de albimen foi obtido por diferenca, onde: %
albumen =100 — (% gema + % casca).

Espessura da casca (mm) — para a determinacdo da espessura da casca dos ovos, apos a
pesagem das cascas, foram retirados fragmentos de casca dos pélos (maior e menor) e regido
equatorial dos ovos para medida da espessura em cada regido com o uso de micrémetro digital
com divisBes de 0,01mm. A espessura da casca foi considerada como a média da espessura
obtida nas trés regides do ovo.

Cor da gema do ovo - ap0s a pesagem das gemas, estas foram submetidas a avaliacdo da
pigmentac&o, através do sensor de cor YolkFan™, que permite a digitalizacdo precisa das
cores da gema do ovo por medicdes objetivas na escala de 1 a 16. Esse aparelho utiliza 0s
mesmos tons de cores do leque colorimétrico e funciona por meio de sensores de LED
altamente sensiveis e sua propria fonte de luz, o que significa que a cor da gema do ovo pode

ser medida sem interferéncia da luz.
Avaliagéo do pH e desenvolvimento do trato digestorio

Para avaliar o desenvolvimento dos 6rgdos do trato digestorio, ao final do sexto
periodo (75 semanas de idade), foram selecionadas duas aves por parcela para serem
sacrificadas, com posterior dissecacdo da moela, figado, intestinos e sistema reprodutor.

As aves selecionadas foram mantidas com agua e racdo até o0 momento de serem
eutanasiadas, através da insensibilizacdo por eletronarcose seguida de sangria. Apos a morte,

foi realizada a pesagem das aves, em balanca eletrdnica com precisdo de 1g. Para a retirada
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dos 6rgaos, as aves foram molhadas e, em seguida, a cavidade abdominal foi aberta com o uso
de tesouras de necropsia. Depois de retirados, os 6rgdos foram esvaziados e pesados em
balanca eletrénica com precisdo de 0,01g. Estes pesos foram utilizados para o calculo do peso
relativo, expresso em percentagem do peso Vivo.

Para a determinacdo do pH do conteldo presente em cada segmento, durante o
esvaziamento, este foi colhido em béquer contendo 15 mL de agua destilada, homogeneizado
e deixado em descanso por 5 minutos. Em seguida, foi determinado o pH com a utilizacao de

um peagametro (Hanna HI 2222®).

Analises estatisticas dos dados

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o “Statistical Analyses
System” (SAS, 2000), considerando-se 0 nivel de 5% de probabilidade para significancia em
todas as analises. Os dados das variaveis de desempenho, qualidade externa e interna dos ovos
e avaliacdo do pH e desenvolvimento do trato digestério foram submetidos a analise de
variancia pelo procedimento ANOVA, segundo um modelo inteiramente casualizado. A
comparacao das médias foi realizada pelo teste de Studant-Newman-Keuls (SNK).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desempenho das poedeiras

Os resultados médios de consumo de ra¢do, producédo de ovos, peso do ovo, massa do
ovo e conversdo alimentar das poedeiras alimentadas com racao contendo anacardato de calcio

e sua associacdo com o acido citrico estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Desempenho de poedeiras comerciais alimentadas com rag6es contendo anacardato
de calcio e sua associacdo com o acido citrico no periodo de 63 a 75 semanas de idade.

Consumo Producéo PO MQ® CA’
Tratamentos (glaveldia) (%laveldia)  (9)  (g/aveldia)  (g/g)
Racéo sem antioxidantes 93,43 79,96 63,09 50,51 1,85
0,25% de ANC? 94,00 82,00 63,04 51,83 1,82
0,25% de ANC + 0,25%AC? 94,21 81,57 63,61 51,85 1,82
0,50% de ANC 93,69 82,64 63,40 52,38 1,79
0,50% de ANC + 0,25%AC 94,32 80,18 63,34 51,24 1,84
0,50% de ANC + 0,50%AC 93,80 80,19 63,13 50,57 1,86
0,75% de ANC 94,61 79,90 63,43 50,85 1,86
0,75% de ANC + 0,25%AC 93,94 80,80 62,94 50,84 1,86
0,75% de ANC + 0,50%AC 93,15 80,06 63,90 51,21 1,84
Média 93,97 80,81 63,32 51,25 1,84
EPM3(%) 0,1104 0,4939 0,1556 0,3188 0,0110
Efeito estatistico p-valor
ANOVA* 0,3106 0,8970 0,9203 0,9082 0,9007

ANC!- Anacardato de calcio; AC?- Acido citrico; EPM3- Erro padrdo da média (P<0,05); ANOVA?*- Anélise de variancia;



52

POS®- Peso do ovo; MO8- Massa de ovo; CA’- Conversdo alimentar;

A utilizagdo isolada de anacardato de célcio e sua combinagdo com &cido citrico na
racdo de poedeiras comerciais ndo influenciou significativamente (P>0,05) nenhuma das
variaveis de desempenho avaliadas.

Em algumas situacdes, altas concentracGes de compostos fenoélicos podem contribuir
para a adstringéncia e sabor amargo dos alimentos (VIEIRA et al., 2011). Desta forma pode-
se observar que a adi¢do dos aditivos na dieta das aves ndo causou alteracdes na palatabilidade,
tendo em vista que o consumo pelas aves alimentadas com ragdo sem adi¢do dos aditivos
(controle), ndo diferiu significativamente daqueles que consumiram racdo com a adi¢do de
acidos na dieta.

Observa-se também que o atendimento das exigéncias em aves destinadas a producéo
de ovos esta diretamente relacionada ao consumo de ragdo e aproveitamento dos nutrientes da
dieta pelas aves, sendo as exigéncias de proteina, aminoacidos e energia normalmente 0s
fatores nutricionais mais importantes que afetam o peso do ovo (LEESON e SUMMERS,
1997). Considerando que as races experimentais foram formuladas para serem isoenergéticas
e isonutritivas, pode-se inferir que o anacardato de célcio associado ou ndo ao &cido citrico
ndo influenciou o aproveitamento da energia e nutrientes da racdo, atendendo as exigéncias
em energia metabolizavel, proteina e aminoacidos. Nesse contexto, a auséncia de diferencas
significativas entre os tratamentos garantiu que as variaveis percentuais de postura, peso do
ovo, a massa de ovo e a conversdo alimentar ndo variassem de forma significativa entre 0s
tratamentos.

A auséncia de efeitos significativos para acidos organicos (KAYA et al, 2013;
SANTOS, 2014; CRUZ, 2015; VASCONCELOS et al., 2016) ou extratos vegetais utilizados
na alimentac&o de frangos (FREITAS et al., 2012; DE MELO et al., 2020) e poedeiras (OZEK
etal., 2011; BOZKURT et al., 2012) sobre o desempenho é comum e pode ser vista como um
indicador de que estes ndo interferiram no aproveitamento dos nutrientes da dieta, permitindo
a manutencao da flora benéfica do trato digestivo, excluindo-se assim a possibilidade de
efeitos toxicos de tais aditivos (VASCONCELOQOS et al., 2016).

No entanto, outras pesquisas vém demonstrando efeitos benéficos (GAMA et al., 2000;
SOLTAN, 2008; BONATO et al., 2008; YOUSSEF et al., 2013) na utilizacdo de aditivos na
racao de aves. A divergéncia apresentada, na literatura, nos resultados deve-se as diferentes
caracteristicas dos &cidos organicos existentes e a necessidade de se adequar a dose de cada
acido ou a mistura deles frente a diversidade de condi¢fes que se apresentam nas cria¢fes de
aves (BRAZ, 2015).
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Por outro lado, é importante destacar que a auséncia de efeitos do tratamento controle
sobre o desempenho das aves € um indicativo que as aves ndo sofreram nenhum desafio
sanitario que pudesse afetar o desempenho, o que dificultou a avaliacdo de uma possivel

resposta das aves a essa mistura de acidos e sua acdo bioldgica benefica.

Desenvolvimento de 6rgéos e pH do trato

Os resultados médios do desenvolvimento dos 6rgaos de poedeiras alimentadas com
racdo contendo anacardato de calcio e sua associa¢do com o acido citrico, estdo apresentados
na Tabela 4.

Tabela 4. Peso relativo dos 6rgédos de poedeiras comerciais alimentadas com rages contendo
Anacardato de célcio e sua associacdo com &cido citrico no periodo de 63 a 75 semanas de
idade.

Moela Figado Intest® Cecos Reprod®
Tratamentos (%) (%) (%) (%) (%)
Racéo sem antioxidantes 1,18 2,13 2,53 0,41 7,85
0,25% de ANC? 1,19 2,37 2,48 0,37 7,41
0,25% de ANC + 0,25%AC? 1,25 2,27 2,53 0,37 6,18
0,50% de ANC 1,85 2,39 2,59 0,40 6,91
0,50% de ANC + 0,25%AC 1,27 2,22 2,48 0,40 7,16
0,50% de ANC +0,50%AC 1,17 2,18 2,50 0,36 7,13
0,75% de ANC 1,24 2,20 2,38 0,35 7,54
0,75% de ANC +0,25%AC 1,28 2,26 2,56 0,39 7,17
0,75% de ANC +0,50%AC 1,21 2,30 2,44 0,37 7,02
Média 1,24 2,30 2,55 0,39 7,41
EPM® (%) 0,0122 0,024 0,0251 0,0063 0,0932
Efeito estatistico p-valor
ANOVA* 0,2033 0,1566 0,7258 0,3077 0,2005

ANC!- Anacardato de calcio; AC?- Acido citrico; EPM3- Erro padréo da média (P<0,05); ANOVA*- Andlise de variancia.
Intest® Intestino; Reprod®- Sistema reprodutivo.

De acordo com os resultados, a utilizacdo do anacardato de calcio e sua associa¢cdo
com o acido citrico como aditivos para poedeiras no periodo de 63 a 75 semanas de idade nao
influenciou (P>0,05) o peso relativo da moela, figado, intestino, cecos e sistema reprodutor.
A auséncia de efeito sobre a morfometria intestinal indica que a utilizacdo isolada ou
combinada dos &cidos ndo comprometeu o desenvolvimento e funcionamento saudavel do
trato gastrointestinal.

O anacardato de célcio utilizado nesse estudo apresenta importantes teores de
compostos fendlicos. Entre eles, esta presente o acido anacardico (TREVISAN et al., 2006)
que é um lipideo fenolicos ndo-isoprendide, no qual algumas atividades farmacologicas
encontram-se descritas na literatura, dentre elas habilidade de inibir algumas enzimas
(GRAZZINI et al., 1991;TOYOMIZU et al., 1993; KUBO et al., 1994; SUNG et al., 2008)
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que tém funcdo de impedir danos oxidativos na mitocondria do figado (TOYOMIZU et al.,
2000), além de apresentar semelhancas com o &cido acetil salicilico, podendo possuir
atividades analgeésicas, anti-inflamatdrias e atividade gastroprotetora (MORAIS et al., 2010),
principalmente por meio de um mecanismo antioxidante, que poderia alterar o peso dos 6rgaos
do trato gastrointestinal e reprodutivo das aves.

O é&cido citrico utilizado na dieta das aves também ndo alterou o peso relativo dos
Orgdos avaliados. Isso indica que o uso de aditivos acidos ndo causou sobrecarga dos 0rgaos
das aves. Sendo o figado o orgdo responsavel pela detoxificacdo de substancias nocivas ao
organismo, evidenciou-se que doses isoladas ou combinadas de anacardato célcio com &cido
citrico podem ser adicionadas a dieta das aves sem lhes causar danos.

Nesse contexto, a auséncia de diferenca significativa para o peso relativo dos 6rgaos,
juntamente com a nao influéncia significativa sobre o desempenho das poedeiras, demonstram
que as aves ndo foram prejudicadas pela utilizacdo dos acidos na dieta. Corroborando com
resultados encontrados por Hernandez et al. (2004) e Cabuk et al. (2006) que, ao trabalharem
com mistura de Oleos essenciais para frangos de corte, ndo encontraram diferencas
significativas destes sobre o peso do proventriculo, moela, figado, pancreas e intestinos.

Os resultados médios do pH do contetido de cada segmento do trato gastrointestinal
de poedeiras que consumiram ra¢do contendo anacardato de célcio e sua associacdo com 0
acido citrico, no periodo de 63 a 75 semanas de idade, estdo apresentados na Tabela 5.
Tabela 5. pH do conteido dos érgdos do trato gastrointestinal de poedeiras comerciais

alimentadas com ragGes contendo Anacardato de calcio e sua associagdo com acido citrico
no periodo de 63 a 75 semanas de idade.

Tratamentos Papo Moela Duodeno Jejuno lleo Cecos
Racéo sem antioxidantes 4,29 4,38 6,05 5,87 6,73 6,88
0,25% de ANC? 4,48 4,47 6,13 5,93 6,72 6,84
0,25% de ANC + 0,25%AC? 4,40 4,54 6,14 5,93 6,72 6,83
0,50% de ANC 4,56 4,53 6,11 5,94 6,45 6,67

0,50% de ANC + 0,25%AC 4,34 4,38 6,13 5,79 6,70 6,62
0,50% de ANC +0,50%AC 4,53 4,59 6,12 5,86 6,65 6,80
0,75% de ANC 4,43 4,38 6,04 5,81 6,48 6,60
0,75% de ANC +0,25%AC 4,38 4,44 6,02 5,78 6,48 6,75
0,75% de ANC +0,50%AC 4,36 4,57 6,02 5,73 6,45 6,61

Média 4,47 4,58 6,11 5,90 6,68 6,79
EPM3(%) 0,0244  0,0240 10,0127 0,0239 0,0377 0,0301
Efeito estatistico p-valor

ANOVA* 0,1701 0,2019 0,0532 0,3302 0,2452 0,1585

ANC!- Anacardato de célcio; AC? Acido citrico; EPM3- Erro padréo da média (P<0,05); ANOVAX- Anélise de variancia.

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos avaliados para 0s
valores de pH do papo, moela, duodeno, jejuno, ileo e cecos das poedeiras (Tabela 5). Dessa
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maneira, pode-se inferir que as adi¢des dos &cidos, nos diferentes niveis, ndo proporcionaram
alterac6es no contetido do trato gastrointestinal das aves.

Diferente do que se tem visto para os &cidos organicos, uma redu¢do do pH era
esperada, uma vez que estas substancias tém essa acdo como resposta primaria (PARTANEN
E MROZ, 1999). Todavia, o &cido citrico pode ndo ter sido suficiente para acidificar o meio
necessario para que o anacardato de célcio atingisse o pKa para liberacdo do seu principio
ativo ou ainda que os altos niveis de célcio nas dietas das galinhas poedeiras podem ter
interferido o pH no intestino em direcdo a alcalinidade (NEZHAD et al., 2007), reduzindo
assim sua eficacia por apresentar efeito tamponante que dificulta a acdo dos acidos organicos
no lumen intestinal (SUIRYANRAYNA e RAMANA 2015).

Qualidade interna e externa dos ovos

Para os resultados médios de porcentagem de gema, albumen e casca, densidade
especifica, unidades Haugh, espessura da casca, cor e TBARS dos ovos de poedeiras
alimentadas com racéo contendo anacardato de célcio e sua associa¢do com o acido citrico no

periodo de 63 a 75 semanas de idade.

Tabela 6. Caracteristica e qualidade de ovos de poedeiras comerciais alimentadas com ragdes
contendo Anacardato de célcio e sua associacdo com acido citrico no periodo de 63 a 75
semanas de idade.

TBARS
5 6 7 8 10 11 (mg de
Tratamentos (E;E (@5 (E;OS) @ /Erfﬁ) SUH (mErr?) (1_(:1%;) MDA
/kg de
gema)
Ragdo sem antioxidantes 26,76 64,95 8,43 1,08 87,03 0,33 8,33d 2,76a
0,25% de ANC* 26,78 64,85 8,62 1,08 85,63 0,34 8,37d 2,71a
0,25% de ANC + 0,25%AC? 26,99 64,73 8,48 1,08 87,14 0,34 8,47ch 2,44ahc
0,50% de ANC 27,07 64,57 8,66 1,08 85,72 0,34 8,48¢ch 2,18c
0,50% de ANC + 0,25%AC 27,21 64,60 8,57 1,08 86,14 0,34 8,54b 2,25h
0,50% de ANC +0,50%AC 26,83 64,71 8,74 1,08 85,95 0,35 8,59b 2,27bc
0,75% de ANC 27,25 64,44 8,69 1,08 85,86 0,35 8,70a 2,10c
0,75% de ANC +0,25%AC 27,03 64,60 8,58 1,08 87,03 0,35 8,71a 2,56ab
0,75% de ANC +0,50%AC 26,84 64,84 8,66 1,08 86,70 0,35 8,76a 2,69a
MEDIA 26,97 64,70 8,60 1,08 86,36 0,34 8,55 2,44
EPM3 (%) 0,0841 0,0981 0,0327 0,0002 0,1534 0,0013 0,0221 0,0461
Efeito Estatistico p-valor
ANOVA* 0,8730 10,9734 0,4272 0,2433 0,0569 0,1341 <.0001 <.0001

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste SNK, a 5% de probabilidade; ANC!- Anacardato de
calcio; AC2- Acido citrico; EPM3- Erro padrdo da média (P<0,05); ANOVA* Analise de variancia; °GE- Gema; SAL- Albumen;

"CS-Casca; ®DE- densidade especifica; *UH- Unidades Haugh; 1°EC- Espessura da casca; *CG- Cor da gema.
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N&o foi observado efeito (P>0,05) dos tratamentos sobre caracteristicas: propor¢do de
gema, albimen e casca, densidade especifica, valores de unidades Haugh e espessura da casca
dos ovos (Tabela 6).

Do ponto de vista da nutri¢cdo, em condigdes normais, para se obter ovos de qualidade
interna e externa satisfatoria, € necessario que as aves recebam os nutrientes em quantidades
suficientes para atender aos processos metabdlicos envolvidos na formagao dos ovos. Assim,
prioritariamente, os acidos graxos essenciais serdo fundamentais para formacéo da gema,
proteina e aminoacidos para formacao do aloimen (COSTA et al., 2004) e 0s minerais para
formagao da casca (SWIATKIEWICZ et al., 2010).

Uma deficiéncia desses nutrientes pode afetar a proporcdo e qualidade dos
constituintes dos ovos. Nesse contexto, a auséncia de diferencas significativas entre 0s
tratamentos para os constituintes e qualidade dos ovos pode ser relacionada ao atendimento
das exigéncias das aves, visto que as ra¢des foram formuladas para serem isonutritivas e ndo
houve variacdo significativa no consumo de ragéo

Por outro lado, podemos observar que a variavel cor da gema e TBARS apresentaram
efeito significativo (P<0,05). A gema apresentou maior pigmentacdo para os tratamentos com
0,75% de anacardato de célcio e suas associa¢fes com o acido citrico (0,25 e 0,50) e inferior
para tratamento controle e incluséo de 0,25% de ANC.

Mesmo que a intensidade da pigmentacdo da gema néo seja um indicador do valor
nutricional do ovo, pode muito bem constituir um fator atraente em termos de preferéncias
dos consumidores, uma vez que afeta a percepcdo ao associarem a cor da gema a idade e ao
estado de saude do animal e a qualidade dos ovos, afetando assim a decisdo de compra
(LOETSCHER et al., 2013).

Os compostos fendlicos representam um dos grupos mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem vegetal e incluem a maioria das substancias responsaveis pelo
sabor, odor e cor caracteristicos de frutas, folhas, sementes (IGNAT, VOLF E POPA, 2011),
podendo esse grupo de substancias ser responsavel pela alteracdo na cor das gemas. Esse
resultado corrobora com dados observados por Braz et al. (2019), que também observaram
melhora na coloracdo da gema com a utiliza¢do de liquido da castanha de caju (LCC) na ragdo
de poedeiras.

Outros autores como Kaya et al. (2014) também observaram melhora na cor da gema
do ovo ao utilizar 0,2% de acido citrico na dieta de poedeiras, evidenciando a melhor
pigmentacdo ao aumento na absor¢do de carotendides do milho, juntamente com a diminui¢do

do pH nos Iimens intestinais pela suplementacdo de &cidos organicos na dieta das aves.
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A anélise das substancias reagentes ao acido tiobarbitirico (TBARS) é um dos
métodos mais utilizados para determinar a rancidez oxidativa em alimentos (ESTERBAUER,
1993). Ela mede a formacdo de produtos secundarios da oxidacdo, principalmente
malonaldeido, que pode contribuir para formacao de odor e sabor de gordura oxidada (LEE et
al., 2011). Assim, a atividade antioxidante do anacardato de célcio e sua associa¢do com 0
acido citrico a resposta da estabilidade dos lipideos da gema apresentaram diferencas
significativas (P<0,05).

Os valores de concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico em ovos
frescos podem ser decorrentes da ingestdo dessas substancias com atividade antioxidante
presentes na racao e da posterior transferéncia para a gema ou, ainda, resultante da produgéo
enddgena das poedeiras (FERNANDES, 2017), sendo essa uma das respostas frequentemente
relatadas na literatura (ZHAO et al., 2011), na qual a adicdo de antioxidantes naturais
beneficia a qualidade dos ovos, principalmente, na protecdo contra a oxidacao dos lipideos da
gema.

Os resultados observados sobre a oxidacgéo lipidica da gema na presente pesquisa estao
de acordo com a literatura, visto que os beneficios da acdo antioxidante do acido anacardico
na gema dos ovos tém sido demonstrados por outros pesquisadores com a adi¢cdo do LCC na
racao de postura (ABREU et al., 2017; BRAZ et al., 2019), da mesma forma que sua a¢do pro-
oxidante, quando o ANC foi adicionado em dose superior a 0,75% na ragdo de frangos de
corte (ABREU et al., 2019). Reducdes na oxidacdo lipidica dos ovos de matrizes de frangos
de corte foram relatadas com a adi¢cdo de outros compostos com agdo antioxidante na racao,
como a cantaxantina (ZHANG et al., 2018).

Embora os resultados indiquem que o uso de doses isoladas do ANC e suas associagdes
com o AC na dieta ndo foram capazes de melhorar o desempenho, desenvolvimento de 6rgaos,
pH e parametros de qualidade dos ovos das galinhas poedeiras, observou-se efeitos positivos
desses acidos na cor da gema e a estabilidade oxidativa do ovo.

A falta de consisténcia sobre os efeitos dos aditivos fitogénicos e suas associa¢fes
sobre 0 desempenho nos animais demonstram a necessidade de melhor compreenséo dos seus
mecanismos de acéo e dos fatores que interferem no resultado de seu uso para que a expanséo
na utilizacdo ocorra de forma precisa e racional. Essa inconsisténcia nos resultados deve-se a
falta de controle de variaveis como capacidade tampéo dos ingredientes da dieta, presenca de
antimicrobianos nas ragdes, condigdo sanitaria do ambiente, heterogeneidade da microbiota
intestinal e resisténcia dos microrganismos a substancias quimicas estressantes, como 0s

acidos organicos.
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CONCLUSAO

A incluséo de anacardato de calcio e sua associacdo com &cido citrico na racdo para
poedeiras comerciais leves ndo influencia os pardmetros de desempenho das aves e qualidade
dos ovos, a excec¢do da pigmentacédo e oxidacao lipidica das gemas, em que a adi¢do de 0,75%
de ACN, isolada ou associada com 0,25 ou 0,50 de AC, promove aumento da pigmentacao da
gema. A utilizacdo de 0,75% de ANC na sua forma isolada reduz a oxidacdo lipidica da gema;

todavia a associagdo desse nivel com 0,50% de AC tem efeito pro-oxidante
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4. PERFIL BIOQUIMICO SERICO E ATIVIDADE ENZIMATICA DE ORGAOS DE
POEDEIRAS ALIMENTADAS COM ANACARDATO DE CALCIO E SUA
ASSOCIACAO COM O ACIDO CITRICO.

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo do anacardato de célcio (ANC), associado ou ndo ao
acido citrico (AC), na racdo de poedeiras sobre o perfil bioquimico sérico, peroxidacdo
lipidica do soro, bem como a atividade enzimatica e peroxidacdo lipidica no figado e tecidos
do sistema reprodutor (ovario, magno e Utero). Para isso, foram analisadas as amostras
coletadas em ensaio com 432 poedeiras da linhagem comercial Hy-Line W-36. com 63
semanas de idade, que foram distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado, com
nove tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos consistiram em: T1 — racdo sem adi¢do de
aditivos acidos; T2 — racdo com adicdo de 0,25% de ANC; T3 — racdo com 0,25% de ANC
associado a 0,25% de AC; T4 — ragdo com 0,50% de ANC; T5 — ragdo com 0,50% de ANC
associado a 0,25% de AC; T6 — racdo com 0,50% de ANC associado a 0,50% de AC; T7 —
racdo com 0,75% de ANC; T8 — racdo com 0,75% de ANC associado a 0,25% de AC; T9 —
racdo com 0,75% de ANC associado a 0,50% de AC. N&o houve efeito significativo dos
tratamentos nas variaveis avaliadas no perfil bioquimico sérico; contudo, houve efeito
significativo na oxidacéo lipidica do soro, obtendo-se menor concentracdo de MDA no soro
das aves que consumiram ra¢do com dose isolada de ANC (0,75%) e associacdo com AC,
(0,50% de ANC +0,50% de AC). Para atividade enzimatica nos 6rgdos, observou-se efeito
significativo dos tratamentos na atividade da enzima catalase no figado e magno, em que as
aves dos tratamentos que receberam doses de ANC isolada (0,50% e 0,75%) ou associadas ao
AC (0,25% e 0,50%) apresentaram menor atividade da enzima no figado e maior atividade no
magno. Para a enzima superoxido dismutase, observou-se efeito significativo dos tratamentos
na atividade da enzima no ovario, magno e Gtero. No ovario, observou-se maior atividade para
as aves alimentadas com racdo sem adicao de antioxidantes e 0,25% de ANC e menor para
aves dos tratamentos 0,50% de ANC associado a 0,25 e 0,50% de AC e 0,75% de ANC isolado
ou associado a 0,25 e 0,50% AC. No magno e Utero, a atividade da enzima foi semelhante,
observando-se valores elevados para aves que consumiram racdo sem adi¢do de antioxidantes,
seguidos das aves dos tratamentos 0,25% de ANC associado a 0,25% de AC e menores valores
para aves alimentadas com 0,50% de ANC (0,25 e 0,50% de AC) e 0,75% de ANC (0; 0,25 e
0,50% de AC). A inclusdo de ANC e sua associacdo com AC na ragdo para poedeiras

comerciais leves ndo influéncia nos parametros bioquimicos séricos com exce¢édo da oxidagao
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lipidica do soro, podendo-se incluir 0,75% ANC ou 0,50% de ANC em associa¢do com 0,50%
de AC na racgdo para obter menor oxidacdo. A adi¢do isolada de ANC no nivel de 0,75%
apresenta melhor atividade antioxidante nos tecidos do figado e sistema reprodutivo de

poedeiras.

Palavras-chave: Antioxidante natural, Anacardium occidentale L, Catalase, Peroxidacdo

lipidica, Superdxido dismutase.
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SERUM BIOCHEMICAL PROFILE AND ENZYMATIC ACTIVITY OF ORGANS OF
LAYERS FED WITH CALCIUM ANACARDATE AND ITS ASSOCIATION WITH
CITRIC ACID.

ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the effect of the inclusion of calcium anacardate
(ANC) associated or not with citric acid (AC) in laying hens' diets on the serum biochemical
profile, serum lipid peroxidation as well as enzymatic activity and lipid peroxidation of the
liver and tissues. of the reproductive system (ovary, magnum and uterus). A total of 432 laying
hens of the commercial line Hy-Line W-36 with 63 weeks of age were distributed in a
completely randomized design, with nine treatments and six replications. The treatments
consisted of: T1 — ration without addition of acid additives; T2 — ration with the addition of
0.25% of ANC; T3 —diet with 0.25% ANC associated with 0.25% AC; T4 — ration with 0.50%
of ANC; T5 — diet with 0.50% ANC associated with 0.25% AC; T6 — diet with 0.50% ANC
associated with 0.50% AC; T7 — ration with 0.75% of ANC; T8 — diet with 0.75% ANC
associated with 0.25% AC; T9 — diet with 0.75% ANC associated with 0.50% AC. There was
no significant effect of diet on the variables Cr, ALT, AST, COL.Total, TAG, however, for
concentrations of MDA in the serum of birds that consumed feed with isolated doses of ANC
(0.75%) and association with AC ( 0.50% ANC + 0.50% AC) lower concentrations of the
compound were observed. For enzymatic activity in the organs, a significant effect of the
treatments was observed in the variables CAT of the liver and Magno where the birds of the
treatments that received doses of ANC alone (0.50% and 0.75%) or associated with AC (0.25
% and 0.50%) showed lower enzyme activity in the liver and higher enzyme activities in the
magnum. For SOD, there was a significant effect of treatments on ovary, magnum and uterus
tissues, birds fed with ration without addition of antioxidants and 0.25% of ANC had higher
enzyme values in the ovary and lower concentrations for birds from treatments 0 .50% ANC
associated with 0.25 and 0.50% AC and 0.75% ANC (0.25 and 0.50% AC). In the magno
showed higher values for birds that consumed feed without the addition of antioxidants,
followed by a reduction in the values for birds of treatments with antioxidant use. The enzyme
activity in the uterus was similar to the responses found in the magnum, high values for birds
that consumed feed without the addition of antioxidants, followed by the birds of the
treatments 0.25% ANC associated with 0.25% AC and lower values for birds fed 0.50% ANC
(0.25 and 0.50% AC) and 0.75% ANC (0.25 and 0.50% AC). The inclusion of ANC and its
association with AC in the diet for light commercial laying hens does not influence the serum

biochemical parameters, with the exception of serum lipid oxidation, which may include
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0.75% ANC or 0.50% ANC in association with 0.50 % of AC in the ration to obtain less
oxidation. The isolated addition of ANC at the level of 0.75% shows better antioxidant activity

in the liver tissues and reproductive system of laying hens from peak production

Keywords: Anacardium occidentale L, Catalase, Lipid peroxidation, Natural antioxidante,
Superoxide dismutase.
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INTRODUCAO

H& uma preocupacdo com as poedeiras comerciais, a partir do pico de producéo, por
estarem mais propensas a disturbios metabdlicos e, consequentemente, mais suscetiveis aos
danos causados pelos radicais livres em comparacdo com animais mais jovens devido ao
intenso metabolismo demandado (ZOU et al., 2007). A falta de antioxidantes suficientes para
eliminar os radicais livres levara ao dano oxidativo, afetando negativamente o funcionamento
adequado de alguns o6rgaos, causando desequilibrio nas funcdes fisioldgicas, resultando em
baixo desempenho produtivo (CUI et al., 2012; LEE et al., 2017).

Para o alivio do estresse ocasionado por essa fase, a modulacdo da resposta imune tem
sido de grande interesse dos pesquisadores (OZEK et al., 2011; MAHIMA et al., 2012), uma
vez que o envelhecimento das aves ocasiona diminui¢do gradativa da producdo de ovos e a
qualidade de casca, aumentando as chances de sofrerem problemas 6sseos, como a
osteoporose, por exemplo, causada pelo desgaste das reservas de calcio.

Estudos tém demonstrado que algumas fontes vegetais ricas em compostos fenolicos,
qguando adicionadas a dieta, possuem atividade antioxidante, anti-inflamatoria e
imunomoduladora. 1sso € um dos principais objetivos do uso destes compostos como aditivos
alimentares em dietas de animais quando se busca melhoria do desempenho através da reducao
dos efeitos negativos causados pelo estresse oxidativo (BOTSOGLOU et al., 2012).

Os compostos fenolicos podem melhorar a satde intestinal através do aumento da
funcdo duodenal e a absorcdo de nutrientes, promovendo um maior estado imunolégico
(LIPINSKI et al., 2017), além de aumentar a expressdo de enzimas antioxidantes, que sio
capazes de reduzir as inflamagdes (RUBIO et al., 2013), uma vez a ovulacdo compartilha
muitas caracteristicas com o processo inflamatdrio (DUFFY et al., 2019).

O acido anacardico, composto fenélico naturalmente encontrado em maior proporcao
no liquido da casca da castanha de caju, vem sendo estudado ha algum tempo com resultados
positivos no controle de diversos agentes infecciosos (KUBO et al., 2003; NARASIMHAN et
al., 2008) e uma série de atividades biologicas, incluindo a atividade antioxidante (CORREIA,
DAVID, E DAVID, 2006; TREVISAN et al., 2006).

Pesquisas recentes com &cido anacardico como promotor de crescimento em aves,
quando administrado na alimentacdo na forma de anacardato de célcio, tém demonstrado
alguns efeitos nos diferentes periodos de producdo, mas sem impacto quando se considera o
ciclo completo (SANTOS, 2014; CRUZ, 2015). Porém, ao utilizar ragdes com até 1% de

anacardato de calcio para de frangos de corte, Cruz et al. (2019) relacionaram a auséncia de
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efeito em sua adicdo sobre os parametros 6sseos de frangos de corte ao comprometimento da
sua hidrdlise e, consequentemente, da liberacdo do &cido anacérdico em pH normal do trato
digestorio das aves, uma vez que os compostos fenolicos tém natureza lipofilica, limitando
assim seu uso e a eficiéncia de sua distribuicdo no intestino. Tais problemas podem ser
resolvidos por micro encapsulamento e ou combinac¢do com outros compostos (YANG et al.,
2015).

Nesse contexto, a utilizacdo do anacardato de calcio, combinado ao um acido organico,
seria uma alternativa interessante para potencializar o desempenho do composto fenolico, por
meio da dissociacdo do &cido anacérdico durante o processo digestivo, permitindo que este,
em sua forma livre, atue como antioxidante.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os efeitos da inclusdo de anacardato de calcio
e sua associacdo ao acido citrico na alimentacdo de poedeiras leves sobre os parametros
sanguineos sérico, atividade enzimtica e o estado oxidativo do soro, figado e sistema

reprodutivo.

MATERIAL E METODOS
Obtencao do liquido da casca da castanha de caju e preparacdo do anacardato de calcio

O residuo da castanha de caju foi adquirido no municipio de Pacajus-Ce, Brasil, em
uma empresa de beneficiamento do fruto. Apds a aquisicdo, as cascas da améndoa torradas de
caju foram trituradas em picador forrageiro (GTI1-2000LDF) e acondicionadas em recipientes
de vidro. Ali permaneceram submersas em alcool etilico 99,5° GL na propor¢do de 1:1, por
um periodo de sete dias, em temperatura ambiente. Em seguida, o material foi peneirado e o
solvente foi removido e submetido a evaporacdo, em evaporador rotativo (MARCONI-
MAZ120/THV), a 50°C, com rotacdo de 60 rpm e pressdo reduzida para recuperacdo do
solvente e obtencdo do LCC, conforme metodologia apresentada por Trevisan et al., (2006).

O processamento do LCC para a preparacao do anacardato de célcio foi realizado no
Laboratdrio de Extracdo de Produtos Naturais (LAEX), localizado nas instalagdes do Setor de
Avicultura, do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade
Federal do Ceara (UFC). A obtencdo do anacardato de calcio foi realizada a partir da separagéo
do &cido anacérdico que estava presente no LCC, por meio da precipitacdo na forma de
anacardato de calcio, conforme metodologia adaptada de Paramashivappa et al., (2001).

Para obtencédo do anacardato de célcio a partir do LCC, utilizou-se um Becker de 4L
onde foram adicionados 550mL de LCC, 150mL de &gua destilada e 2.850mL de etanol. Essa



65

solucdo foi aquecida, sob agitacdo, até a temperatura de 50°C, permanecendo nessa condi¢do
por quatro horas, mantendo-se a temperatura constante. Ao longo do procedimento, em
intervalos de dez minutos, foram incorporados a mistura 2509 de hidréxido de célcio. Apds
as quatro horas de aquecimento e agitacéo, o acido anacardico presente no LCC reagiu com o
hidréxido de célcio, formando o anacardato de célcio, que se precipitou no fundo do recipiente
e foi separado dos demais componentes da mistura.

Para tanto, a solucdo foi deixada para decantacdo por uma hora em temperatura
ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se 800 mL de etanol e a mistura
foi submetida as mesmas condi¢des de agitagdo e aquecimento por uma hora. Logo em
seguida, procedeu-se a decantacdo por uma hora e retirada do sobrenadante. O precipitado foi

levado a estufa de ventilacdo para secagem.

Quantificacdo do &cido anacéardico das amostras

Cascas de castanha de caju (Anacardium occidentale-L), cortadas em pequenos
fragmentos, foram exaustivamente extraidas com aquecimento brando para obtencdo de um
liquido escuro e caustico (LCC). Em um Erlenmeyer, foram dissolvidos hidréxido de calcio
em &gua. A esta solucdo, mantida sob agitacdo, foram adicionados o LCC dissolvido em etanol
e a mistura seréa deixada sob forte agitacdo. O anacardato de calcio precipitado e sintetizado
foi filtrado a vacuo e lavado com etanol. A mistura de 1,1 gramas de anacardato de calcio
foram transferidas para um Erlenmeyer com 3 mL acetato de etila, 8,8 mL agua e HCI P.A.
(1,2 mL) e a mistura foi mantida sob vigorosa agitacao durante uma h. Ela foi filtrada em funil
de Buchner e o filtrado foi transferido para um funil de separagdo. Em seguida, foi realizada
uma particdo liquida — liquido com acetato de etila (2x 3 mL), obtendo uma fase organica rica
em &cido anacardico, que foi posteriormente lavada com agua Mili — Q (200 mL) e seca com
sulfato de sddio anidro. O extrato foi rotaevaporado para eliminagdo do solvente e obtencéao
de uma fragé@o contendo apenas o acido anacardico (Paramashivappa et al., 2001). A proporcao

de &cido anacéardico no anacardato de calcio deste experimento foi de 66,65%
Experimento com aves

O projeto foi aprovado pela comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da
Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo n° 9616090320. Realizado no Setor de
Avicultura/DZ/CCA/UFC, em um galpdo convencional para criacdo de poedeiras, em gaiolas

de arame galvanizado (25 x 40 x 45 cm) com capacidade para duas aves por gaiola. Para a
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conducéo do experimento foram alojadas 432 poedeiras da linhagem comercial Hy-Line W-
36, com 63 semanas de idade. Essas aves foram selecionadas com base no peso (1,44 + 0,100
kg) e producdo de ovos (80% de postura) e distribuidas uniformemente nas gaiolas, de modo
que todas as repeticdes passem a conter aves com pesos e producdo de ovos similares,
conforme recomendagdes de Sakomura e Rostagno (2007). Durante o periodo experimental,
o0s dados de temperatura e de umidade relativa média do ar foram coletados no inicio da manh&
(08h) e no final da tarde (16h), sendo as médias de temperatura ambiente maxima/minima e
umidade relativa do ar no galpéo, durante o periodo experimental de 26,54/32,8 °C e 73/80%,
respectivamente. As temperaturas foram registradas por intermédio de termdmetros de

maxima/minima e a umidade relativa do ar, por meio de termohigrémetro.

Delineamento, tratamentos e ragdes experimentais

As aves foram distribuidas nas gaiolas ao acaso, composto por nove tratamentos e seis
repeticdes de oito aves cada. Os tratamentos consistiram em: T1 — racdo sem adi¢do de
aditivos acidos; T2 — racdo com adicdo de 0,25% de ANC; T3 — racdo com 0,25% de ANC
associado a 0,25% de AC; T4 — ragdo com 0,50% de ANC; T5 — ragdo com 0,50% de ANC
associado a 0,25% de AC; T6 — racdo com 0,50% de ANC associado a 0,50% de AC; T7 —
racdo com 0,75% de ANC; T8 — racdo com 0,75% de ANC associado a 0,25% de AC; T9 —
racdo com 0,75% de ANC associado a 0,50% de AC.

Para obtencdo da racdo experimental de cada tratamento (Tabela 7), formulou-se a
racdo controle, de acordo com as exigéncias nutricionais recomendadas pelo manual da
linhagem (HY-LINE INTERNACIONAL, 2016) e foram considerados os valores nutricionais
dos ingredientes (milho, farelo de soja e 6leo) apresentados por Rostagno et al. (2017), sendo
as demais obtidas pela substituicdo do inerte de acordo com a inclusdo do anacardato de calcio

e &cido citrico na proporcédo de cada tratamento.
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Tabela 7. Composicdo percentual e nutricional calculada da ragdo controle utilizada para
poedeiras leves.

Ingredientes Quantidades (%)
Milho 62,30
Farelo de soja 22,00
Calcario 9,95
Oleo de soja 2,26
Fosfato bicélcico 1,53
DL-Metionina 0,14
L-Lisina 0,02
Suplemento vitaminico? 0,10
Suplemento mineral? 0,05
Sal comum 0,41
Inerte3 1,25
Total 100,00
Composicao nutricional calculada

Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 2.800
Proteina bruta (%) 15,00
Matéria seca (%) 89,60
Calcio (%) 4,35
Fasforo digestivel (%) 0,37
Lisina digestivel (%) 0,69
Metionina +cistina digestivel (%) 0,62
Metionina digestivel (%) 0,37
Triptofano digestivel (%) 0,58
Sédio (%) 0,18

1Composicao por kg de produto: Vit. A — 9.000.000,00 Ul; Vit. D3 — 2.500.000,00 Ul; Vit. E — 20.000,00 mg; Vit. K3 -
2.500,00 mg; Vit. B1 —2.000,00 mg; Vit. B2 —6.000,00 mg; Vit. B12 — 15,00 mg; Niacina — 35.000,00 mg; acido pantoténico
—12.000,00 mg; Vit. B6 — 8.000,00 mg; &cido fdlico — 1.500,00 mg; Selénio — 250,00 mg; Biotina— 100,00 mg. 2Composic¢ao
por Kg do produto: Ferro — 100.000,00 mg; Cobre — 20,00 g; Manganés — 130.000,00 mg; Zinco — 130.000,10 mg; lodo —
2.000,00 mg; 3Inerte: Areia lavada.

Avaliacao dos efeitos fisioldgicos

Para avaliar os efeitos fisiolégicos do uso do anacardato de célcio e sua associacao
com acido citrico na alimentacdo das aves foram realizados exames soroldgicos, nos quais
foram avaliados os parametros bioguimicos e oxidacao lipidica (TBARS).

A influéncia das racdes sobre a atividade de enzimas relacionadas a protecdo das aves
contra o estresse oxidativo foi avaliada com as determinacdes da atividade da enzima
superdxido dismutase e catalase no figado e sistema reprodutivo (ovario, magno e Utero).

Para isso, foram selecionadas duas aves de cada repeti¢do, num total de 108 aves, no
final do periodo experimental (75 semanas) para a coleta de sangue e dos 6rgdos que foram

utilizados para a realizagdo das analises.

Perfil bioquimicos sérico

Para a realizacdo das analises bioquimicas do sangue, uma outra amostra de sangue foi

colhida por pungdo cardiaca, colocada em tubos apropriados e deixados em temperatura
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ambiente para coagulacdo e posterior centrifugacdo a 3.000 rpm por 15 minutos. Apés a
centrifugacdo, foi retirado o sobrenadante (soro), sendo cada amostra dividida para que cada
aliquota fosse acondicionada e, posteriormente, utilizada nas respectivas determinagoes.

Em uma parte do soro foram dosados: acido urico, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, triglicerideos, creatinina, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST). Essas investiga¢fes bioquimicas foram realizadas pelo método de
automacdo (Metrolab 2300 plus) com Kits cinéticos da Weiner, conforme instrucdes do

fabricante.
Peroxidacdo lipidica no sangue

Foi determinada por estimacdo do malonaldeido (MDA), segundo metodologia
descrita por Draper e Hadley (1990), no qual foram adicionados, em tubos de vidro, 250uL
de soro seguido por 400uL de acido perclorico a 35% e aquecido em banho de dgua quente
por uma hora (37°C). A mistura foi centrifugada (1400 g por 10 minutos) e, em seguida, foram
retirados 600uL do sobrenadante e adicionados 200uL de acido tiobarbitirico (1,2%). Essa
mistura foi aquecida em banho de agua quente por 30 minutos (95°C). Em seguida, a solugédo
foi resfriada e a leitura foi realizada em espectrofotémetro (Bioscience Ultrospec 6300 PRO)
a 535 nm. A curva padrdo foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano e o0s resultados

obtidos foram expressos em nmol MDA/mL de soro.

Atividade da enzima superdxido dismutase e catalase nos 6rgaos

Depois da coleta das amostras de sangue, as aves foram eutanasiadas para a retirada
dos orgdos (ovario, magno, utero e figado), que foram identificados e acondicionados em
sacos plasticos resistentes e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Em seguida, 0s
sacos foram armazenados a -80°C até o momento das andlises da atividade enzimatica

relacionada aos processos de oxidacdo lipidica no organismo.
Preparacao dos extratos

Os extratos para determinacgéo da atividade das enzimas antioxidantes e dos teores de
proteina soluvel foram preparados a partir de 50mg de amostra resfriada e macerada em
nitrogénio liquido com 4,0 mL tampdo fosfato de potassio a 0,1 M (pH 7,0), contendo EDTA

a 0,1 mM. O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos, a 4 °C e, até o
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momento da analise, o sobrenadante armazenado a -25 °C.
Dismutase do Superdxido (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com a metodologia de Beauchamp e
Fridovich (1971). A mistura reacional foi composta por tampéo fosfato de potéssio a 50 mM
(pH 7,8), EDTA a 0,1 mM, metionina a 19,5 mM, nitroblue tetrazolium (NBT) a 75 uM,
riboflavina a 10 uM e 50 pL do extrato bruto, em um volume final de 1,5 mL. A reagdo foi
conduzida a 25 °C em uma camara de reacao iluminada com lampadas fluorescentes de 20W,
por 15 minutos. A atividade enzimatica foi expressa por meio do aumento da absorbancia em
560 nm, que ocorreu devido a formacdo de azul de formazan, a partir da fotorreducdo do NBT.
Os resultados foram expressos em unidade de atividade enzimética (quantidade de enzima
necessaria para causar 50% de inibicao da fotorreducdo do NBT em 15 minutos) por pug de

proteina e representam a média de quatro repeti¢des, sendo cada extrato dosado em duplicata.

Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada segundo o método descrito por Havir e McHale
(1987). O meio de reacdo foi constituido por tampdo fosfato de potéssio a 0,1 M (pH 7,0),
EDTA a 0,1 mM, H202 a 0,5 M e 150 uL de extrato bruto convenientemente diluido, em um
volume final de 1,5 mL. A atividade foi determinada pelo decréscimo na absorbancia em 240
nm, devido ao consumo de H20.. Os resultados foram expressos em nmol/ug de proteina e

representam a media de quatro repeticdes, sendo cada extrato dosado em duplicata.

Proteinas solUveis

As proteinas sollveis foram determinadas de acordo com o método descrito por
Bradford (1976), utilizando-se o reagente azul de coomassie. Para 1,0 L deste reagente,
dissolveram-se 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Chemical Company) em
50 mL de etanol a 95%, acrescidos de 100 mL de &cido fosforico a 85%. O volume final da
solucdo foi completado com &agua deionizada. A uma aliquota de 0,1 mL do extrato
convenientemente diluido, foi adicionado 1,0 mL do reagente de coomassie. A mistura foi
deixada em repouso por 15 minutos, sendo entdo submetida a leitura de absorbancia em
espectrofotémetro (Bioscience Ultrospec 6300 PRO) a 595 nm. Como padrao, foi utilizada a
albumina de soro bovina. Os resultados dos teores de proteinas solUveis foram expressos em

mg g-1 MF. Os resultados representaram a média de quatro repeti¢des, sendo cada extrato



70

dosado em duplicata.

Analise estatistica dos dados

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o Statistical Analyses System
(SAS, 2000). Os dados obtidos para perfil bioquimico sérico, peroxidacao lipidica do soro,
bem como atividade enzimatica e peroxidacdo lipidica do figado e tecidos do sistema
reprodutor (ovario, magno e utero), foram analisados pelo procedimento ANOVA do SAS,
segundo um modelo inteiramente casualizado, sendo as medias comparadas pelo teste SNK a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Bioquimica e peroxidacao lipidica do sangue

Os valores médios de creatinina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), colesterol total (Col.Total), triglicerideos (TAG) e peroxidacao
lipidica do sangue (TBARS) de poedeiras comerciais alimentadas com ragdes contendo
anacardato de célcio e sua associacdo com acido citrico, no periodo de 63 a 75 semanas de

idade, estdo apresentadas na tabela 8.

Tabela 8. Parametros bioquimicas e peroxidagdo lipidica do sangue de poedeiras comerciais
alimentadas com ragGes contendo Anacardato de calcio e sua associagdo com acido citrico no
periodo de 63 a 75 semanas de idade.

TBARS (nmol
°Cr SALT TAST 8Col.Total °TAG
Tratamentos (mgldl)  (UL)  (mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL) MDQ)/:;‘)L de
Racao sem antioxidantes 1,11 25,00 273,33 14950 172,33 4,1la
0,25% de ANC* ) 1,36 22,83 276,00 153,83 252,32 4,01b
0,25% de ANC + 0,25%AC? 1,12 21,00 263,83 162,17 147,92  3,65bc
0,50% de ANC 1,41 19,33 246,83 166,33 155,03 3,57bc

0,50% de ANC + 0,25%AC 1,42 22,16 277,33 151,33 164,77 3,52c
0,50% de ANC +0,50%AC 1,37 21,00 270,17 147,83 169,12 2,72d
0,75% de ANC 1,44 24,16 263,17 149,00 159,33 2,95d
0,75% de ANC +0,25%AC 1,34 24,16 249,33 161,17 162,83  3,95abc
0,75% de ANC +0,50%AC 1,30 28,33 258,17 154,50 159,02  3,95abc

Média 1,38 2497 274,89 161,17 166,53 3,60
EPM 3(%) 0,032 0,927 5,311 3,040 3,111 0,084
Efeito Estatistico p-valor

ANOVA* 0,1268 0,5155 0,8860 0,8599 10,7084 <.0001

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste SNK, a 5% de probabilidade; ANC?!- Anacardato
de célcio; AC2- Acido citrico; EPM3- Erro padrio da média (P<0,05); ANOVA*- Analise de variancia, °Cr-Creatinina; éALT-
Alanina aminotransferase; AST-Aspartato aminotransferase; 8Col. Total-Colesterol total; *TAG-triglicerideos.

Na avaliacdo do perfil biogquimico do sangue, observou-se que os valores de creatina,

alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, colesterol total e triglicerideos néo



71

foram influenciados significativamente (P>0,05) pelos tratamentos. Contudo, para oxidagao
lipidica no soro, houve diferenca significativa e, conforme os resultados, a oxidacao lipidica
no soro determinada para as aves alimentadas com 0,50% de ANC, associado a 0,50% AC e
0,75% de ANC, ndo diferiu entre si e foi significativamente menor em relacao a determinadas
para os demais tratamentos. Por sua vez, aves alimentadas com a ragdo controle apresentaram
0s maiores valores de TBARS, havendo redugdo nos valores com adi¢do de ANC isolado até
o nivel de 0,75% ou em associacdo 0,50 ANC com 0,50% de AC. Todavia, os valores de
TBARS apresentaram aumento com o uso de 0,75% ANC associado com 0,25% ou 0,50%,
ndo havendo diferenca significativa dos resultados obtidos em relagéo ao das aves alimentadas
com a racéo controle.

O perfil bioguimico sérico é um importante indicativo do estado fisiolégico, patoldgico
e nutricional aos quais o0s animais foram submetidos (MINAFRA et al., 2010; JIWUBA et
al.,2016; UCHEGBU et al.,2017), podendo assim ser usados como indicativos do desempenho
produtivo das aves e doencas metabolicas (ROTAVA et al., 2008). A creatinina ¢ um
subproduto da degradacdo da fosfocreatina no musculo esquelético e € considerada um
importante indice do metabolismo proteico e da funcdo renal (PIOTROWSK,
BURLIKOWSK, E SZYMECZK, 2011). Como o0s niveis sanguineos de creatinina das aves
ndo foram influenciados pela incluséo isolada do anacardato de calcio e suas associa¢cdes com
0 &cido citrico na dieta, pode-se inferir que ndo houve um comprometimento das funcdes
renais (KONAN et al., 2007).

A concentracao sérica de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) indicam, indiretamente, o estado de saude do figado (SON et al., 2014). Essas enzimas
estdo presentes nos hepatocitos e, quando se encontram elevadas no soro, significa que ocorreu
algum dano ao tecido. Logo, como ndo se observou alteracGes nas atividades das enzimas
AST e ALT, podemos concluir que as funcbes hepaticas também ndo foram comprometidas,
uma vez que essas enzimas sdo importantes marcadores fisioldgicos de dano celular no tecido
hepatico (GEORGAKOULI et al., 2015).

Os resultados obtidos no presente estudo concordam com aqueles relatados por
Toyomizu et al. (2003) e Cruz et al. (2018) que, ao suplementarem a dieta de ratos com (0,1%)
de acido anacardico e frango de corte com niveis (0,25, 0,50, 0,75 e 1%) de anacardato de
calcio, ndo observaram efeito danoso no perfil bioquimico do sangue dos animais, sugerindo
que seria improvavel ocorrer a disfuncdo renal ou hepética por meio de suplementacdo
dietética de acido anacérdico.

Outros autores, como Nourmohammadi et al. (2010) e Ozek et al. (2011), também néo
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observaram efeitos dos tratamentos nas varidveis bioquimicas do sangue quando utilizaram
acido citrico na dieta de frangos de corte até um nivel de inclusdo de 6% e mistura de 6leo
essencial e acidos organicos na alimentacao de galinhas poedeiras, respectivamente.

Baseados nesses resultados, pode-se sugerir que os a inclusdo de até 0,75% de ANC e
suas associagdes com 0 AC (0,25%; 0,50%) nas ra¢des ndo sao toxicas para as poedeiras no
periodo de 63 a 75 semanas de idade.

O malonaldeido (MDA) é um dos produtos finais da peroxidacéo lipidica e o nivel de
MDA pode indicar o grau de peroxidacdo lipidica no corpo, 0s quais sdo diretamente
proporcionais ao aumento do estresse oxidativo. Da mesma forma, a diminuicdo da
concentracdo de MDA no plasma ou tecidos indica a diminuicéo dessa peroxidacéo lipidica.
(SEVEN et al., 2010; ECHEVERRY et al., 2016).

As caracteristicas antioxidantes do acido anacardico podem ser atribuidas aos
compostos fenolicos e flavonodides (CORREIA, DAVID E DAVID, 2006; TREVISAN et al.,
2006), que reduzem a peroxidacao lipidica por meio de suas propriedades de eliminacdo de
radicais livres, por meio do sistema antioxidante e das habilidades de fornecimento de
hidrogénio dos compostos fenolicos. Nesse cenario, observa-se que, melhorando o
metabolismo lipidico através do uso de antioxidantes, beneficia-se o status antioxidante do
corpo, prevenindo a peroxidacdo lipidica, com consequente melhora na demanda da producgéo
dos ovos em galinhas poedeiras, por meio da lipogénese hepética por estrogénios (QI et al.,
2011).

Sugerindo assim que a reducdo na concentragdo de MDA sérico nas aves que
consumiram ragdo com doses isoladas do ANC, combinadas ou ndo com AC, apresentaram
efeito antioxidante, sendo eficazes para melhorar a estabilidade lipidica do soro das aves deste

estudo.

Atividade das enzimas Catalase e Superéxido dismutase

Os resultados médios para a atividade das enzimas Catalase e Superdxido dismutase
do figado de poedeiras comerciais alimentadas com ragdes contendo anacardato de calcio e
sua associacdo com &cido citrico, no periodo de 63 a 75 semanas de idade, estdo apresentadas
na Tabela 9.
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Tabela 9. Atividade da Catalase e Superdxido dismutase do figado de poedeiras comerciais
alimentadas com rac¢des contendo Anacardato de calcio e sua associagdo com acido citrico no
periodo de 63 a 75 semanas de idade.

Catalase Superoxido dismutase
Tratamentos (nmol/ug de proteina) (UI/ug de proteina)
Racao sem antioxidantes 1,24a ,
0,25% de ANC!? 0,77b 123,95
0,25% de ANC + 0,25%AC? 0,65bc 115,26
0,50% de ANC 0,66bc 116,57
0,50% de ANC + 0,25%AC 0,66bc 124,08
0,50% de ANC +0,50%AC 0,69bc 119,57
0,75% de ANC 0,67bc 122,85
0,75% de ANC +0,25%AC 0,68bc 124,50
0,75% de ANC +0,50%AC 0,63c 123,86
MEDIA 0,74 121,60
EPM? (%) 0,026 0,965
Efeito Estatistico p-valor
ANOVA* <.0001 0,1043

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste SNK, a 5% de probabilidade; ANC?- Anacardato
de célcio; AC2- Acido citrico; EPM3- Erro padrio da média (P<0,05); ANOVA?- Analise de variancia,

Conforme os resultados, houve efeito significativo (P<0,05) dos tratamentos sobre a
atividade da enzima catalase no figado; porém o mesmo néo foi evidenciado para a superoxido
dismutase.

A atividade da catalase no figado foi maior nas aves alimentadas com a racéo controle,
diferindo significativamente das alimentadas com os diferentes niveis de inclusdo de ANC
isolado ou em combinacdo com AC. Em relacdo a adicdo do ANC e AC, observou-se que
houve diferenca significativa apenas entre o uso de 0,25% ANC isolado em relag¢&o ao uso de
0,75% ANC em associa¢do com 0,50% de AC, com maior atividade da catalase no figado das
aves alimentadas com 0,25% ANC.

Os resultados médios para a atividade das enzimas Catalase e Superdxido dismutase
no sistema reprodutor de poedeiras comerciais alimentadas com ragdes contendo anacardato
de célcio e sua associacdo com 4&cido citrico, no periodo de 63 a 75 semanas de idade,
encontram-se na Tabela 10.

Para atividade da catalase, houve efeito significativo (P<0,05) dos tratamentos apenas
na atividade da enzima no magno, obtendo-se maior atividade nas aves alimentadas com ragédo
contendo doses isoladas de 0,50 ou 0,75% de ANC e suas associa¢des com 0 0,25 ou 0,50%
de AC e menor atividade para aves alimentadas com ragdo controle e com 0,25% de ANC
isolado ou associado com 0,25% de AC.

Em relacdo a atividade da SOD, observou-se efeito significativo (P<0,05) dos
tratamentos nos tecidos do ovario, magno e utero. A atividade enzimatica no ovario apresentou

maiores valores para aves alimentadas com racdo sem adicdo de antioxidantes e 0,25% de
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ANC, valores intermediarios para os tratamentos que consumiram 0,25% de ANC associado
a0,25% de AC e 0,50% de ANC e menores valores para aves que consumiram racdo contendo
0,50% de ANC associado a 0,25 e 0,50% de AC e 0,75% de ANC isolado ou associado a 0,25
e 0,50% AC. A atividade da enzima no magno e utero apresentou-se semelhante, com maior
atividade para aves que consumiram ragdo sem adicdo de antioxidantes, seguidos por racéo
com 0,25% de ANC associado a 0,25% de AC e baixas para aves alimentadas com 0,50% de
ANC, associado a 0,25 e 0,50% de AC e 0,75% de ANC isolado e associado a 0,25 e 0,50%
de AC.

Tabela 10. Atividade da Catalase e Superdxido dismutase no sistema reprodutivo de
poedeiras comerciais alimentadas com ragdes contendo anacardato de célcio e sua
associacdo com acido citrico no periodo de 63 a 75 semanas de idade

Catalase (nmol/pg de proteina)

Tratamentos

Ovario Magno Utero
Racao sem antioxidantes 0,03 0,21b 0,07
0,25% de ANC? 0,05 0,24b 0,17
0,25% de ANC + 0,25%AC? 0,05 0,44b 0,22
0,50% de ANC 0,07 1,49a 0,23
0,50% de ANC + 0,25%AC 0,04 1,26a 0,25
0,50% de ANC +0,50%AC 0,06 1,54a 0,25
0,75% de ANC 0,07 1,51a 0,23
0,75% de ANC +0,25%AC 0,04 1,33a 0,21
0,75% de ANC +0,50%AC 0,04 1,37a 0,21
MEDIA 0,05 1,10 0,20
EPM3 0,013 0,079 0,004
Efeito estatistico p-valor
ANOVA* 0,1043 <.0001 0,0778

Superoxido dismutase (Ul/pg de proteina)

Racéo sem antioxidantes 185,62a 164,70a 131,15a
0,25% de ANC 168,03a 143,40b 115,02ab
0,25% de ANC + 0,25%AC 138,25b 133,79bc 108,14b
0,50% de ANC 141,91b 131,54bc 99,01bc
0,50% de ANC + 0,25%AC 101,77c 117,07c 87,57c
0,50% de ANC +0,50%AC 114,50c 100,02d 83,57¢c
0,75% de ANC 110,53c 116,40cd 83,05¢c
0,75% de ANC +0,25%AC 104,79c 112,06cd 85,91c
0,75% de ANC +0,50%AC 91,78c 95,57d 84,57c
MEDIA 128,5 123,9 97,61
EPM 4,818 3,367 2,292
Efeito estatistico p-valor
ANOVA <.0001 <.0001 <.0001

Meédias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste SNK, a 5% de probabilidade; ANC?- Anacardato
de célcio; AC2- Acido citrico; EPM3- Erro padrio da média (P<0,05); ANOVA?*- Analise de variancia.

O aumento das concentracdes de CAT no magno e diminui¢do das concentracdes de

SOD no ovario, magno e utero das aves que receberam doses isoladas de ANC e associadas
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com o AC sugerem que os compostos fendlicos presentes no ANC podem apresentar
diferentes mecanismos de agOes antioxidantes nos diversos tecidos e precisam ser melhor
estudados. Segundo Papadopoulou et al. (2017), os principais polifenois presentes no residuo
da azeitona, hidroxitirosol e o tirosol, se mostraram capazes de aumentar a atividade da
catalase por meio de fosforilacdo oxidativa e também reduzir a atividade da SOD, sendo esse
efeito associado a acdo dos polifendis na captagdo direta de anion superoxido, havendo

reducdo na atividade da enzima, como uma espécie de mecanismo de compensacao.

CONCLUSAO

A inclusdo de anacardato de célcio e sua associacao com acido citrico na racdo para
poedeiras comerciais leves ndo influencia nos parametros bioquimicos sérico, com excec¢ao
da oxidacdo lipidica do soro podendo-se incluir 0,75% ANC ou 0,50% de ANC em associagao
com 0,50% de AC na racdo para obter menor oxidacao.

A adicdo isolada de anacardato de calcio no nivel de 0,75% apresenta melhor atividade
antioxidante nos tecidos do figado e sistema reprodutivo de poedeiras, a partir do pico de

producao

5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados encontrados nesta pesquisa, pode-se inferir que o anacardato de
calcio pode ser utilizado como aditivo fitogénico, apresentando atividade antioxidante na
alimentacdo de poedeiras, sem apresentar prejuizos ao desempenho das aves. No entanto, na
auséncia de desafio de campo, o0 anacardato de calcio ndo apresentou melhoras no desempenho
de algumas das caracteristicas de qualidade dos ovos.

Observa-se ainda que a acdo combinada do anacardato de célcio e &cido citrico podem
ser utilizadas para potencializar a atividade antioxidante do animal, porém uma relacdo de
equilibrio entre os aditivos deve ser mantida, pois, em concentragdes elevadas, podem
ocasionar efeito pro-oxidante. Isso foi evidenciado no atual estudo, visto que houve um
aumento na oxidacdo lipidica das gemas.

A respeito do perfil bioquimico sérico e acdo enzimatica nos 6rgdos, a mistura dos
aditivos a dietas das aves ocasionou reducdo da oxidacdo lipidica do soro e atividade da
enzima catalase no figado e aumento das concentracbes de catalase no magno.

Consequentemente observou-se diminui¢do das concentra¢des de SOD no ovario, magno e
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utero, evidenciando, assim, o desequilibrio entre substdncias pré-oxidante e o0s
correspondentes mecanismos de defesa antioxidante.

Embora ndo se tenha encontrado efeitos para todas as variaveis analisadas neste
experimento, o uso dos fitogénicos, combinados ou ndo, podem ser uma alternativa para

utilizagdo de antioxidantes naturais nas dietas de poedeiras.
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