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RESUMO

O objetivo foi estudar os efeitos da suplementacdo de diferentes niveis da
associacdo entre a Cantaxantina (Cx) e o 25-Hidroxicolecalciferol (25-(OH)D3) em
reprodutores de codornas europeias sobre o desempenho produtivo, a qualidade do ovo,
0 sistema genital e o status antioxidante na gema do ovo, no conteudo vitelinico, figado
e musculo. No experimento |, foram descritos o desempenho produtivo, a qualidade dos
0Vvos, 0s parametros bioquimicos do sangue, a composic¢do mineral da casca do ovo e, dos
0ssos do membro pélvico, a coloracdo da gema e o status antioxidante. Foram utilizados
240 reprodutores, submetidos a suplementacdo de cinco diferentes niveis da associagdo
entre Cx e 25-(OH)Ds, com oito repeti¢des, o desempenho produtivo foi avaliado durante
cinco ciclos (21 dias). A qualidade de ovos, a composicdo mineral da casca dos ovos, a
coloragdo da gema e o peso dos ovos foram avaliada nos trés altimos dias de cada ciclo.
Ao término do experimento I, foram eutanasiadas quatro matratrizes por tratamento e
sexo (n=40), para avaliar o status antioxidante no figado e no soro sanguineo, a resisténcia
0ssea, a quebra e a composicao mineral 6ssea dos membros pélvicos dos reprodutores de
codornas europeias. O desempenho e a qualidade dos ovos nao foram influenciadas pelos
niveis de Cx+25-(OH)Ds. A luminosidade e a cor amarela (b*) da gema diminuiu
linearmente, enquanto a cor vermelha aumentou de modo quadratico, demonstrando que
a cor da gema mudou de amarelo para vermelha. Em relacdo a composicdo mineral das
cascas dos ovos, houve reducdo linear da matéria seca e aumento quadréatico da deposicao
de célcio, reduzindo a quantidade de 4gua e aumentando a concentra¢do de minerais,
principalmente o célcio e o fosforo em fungdo das dietas. O nivel sérico de calcio, fosforo
e calcio idnico das fémeas, reduziu de modo quadratico. Assim como a concentracao de
matéria seca, cinzas e célcio do fémur e cinza e célcio do tibiotarso. Indicando maior
remocao de calcio e fosforo do metabolismo para intensificar a deposi¢do dos mesmo na
casca do ovo. Nos machos, houve aumento da concentracdo de célcio e da resisténcia
0ssea, demonstrando que o tibiotarso se tornou mais rigido € menos propenso a quebra.
As analises antioxidantes (DPPH e TBARS) demonstraram que houve maior remogédo de
radicais livres no soro das fémeas, assim como no figado de fémeas e machos e menor
concentracdo de malonaldeidos no figado, para ambos os sexos em fungdo das dietas. A
suplementacéo de reprodutores com Cx+25-(OH)D3 alterou a cor da gema, modificou o
metabolismo do calcio com efeitos na casca do ovo, nas variaveis bioquimicas e nos
0Ss0S, promoveu também maior capacidade de remover radicais livres no soro sanguineo
e no figado reduzindo a peroxidacdo lipidica no figado de reprodutores de codornas
europeias. Baseado na deposicdo de célcio na casca do ovo e no aumento da atividade
antioxidante o melhor nivel foi o de 5 ppm + 2300 Ul 25-(OH)D3. No experimento I,
objetivou-se descrever o desempenho de incubacéo, a qualidade de pintinho, a interagéo
espermatozoide-ovo. Para o desempenho de incubacéo foram coletados ovos por 4 dias e
armazenados em sala refrigerada (20°C), e posteriormente, incubados por 15 dias e
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transferidos para a nascedoura. Para avaliar a interacdo espermatozoide-ovo, foram
utilizados nove casais de codornas europeias que foram mantidos na mesma gaiola por
24 horas e separados, foram coletados ovos por 12 dias consecutivos e armazenados em
geladeira a 4° C. Para avaliar a qualidade do pintinho, foram utilizados 50 pintinhos ao
eclodirem por tratamento e idade, foi mensurado o tamanho do pintinho e o indice de
Pasgar®. No desempenho de incubacéo realizado nas duas idades (32 e 38 semanas),
houve interacdo entre a mortalidade embrionaria inicial e 0 nimero de ovos bicados, com
comportamento quadratico, sendo que nas matrizes mais novas a reducéo da mortalidade
e de ovos quebrados foram maiores. Independentemente da idade, houve aumento da
fertilidade, eclodibilidade total, eclodibilidade de ovos férteis e reducéo da infertilidade
e mortalidade embrionaria, indicando que o desempenho dos reprodutores de codornas
de corte europeias foi maximizado mesmo em matrizes mais velhas com a suplementagéo
de Cx+25-(OH)Ds. Na interacdo espermatozoide-ovo, a probabilidade de fertilidade
aumentou de modo quadratico, assim como o nimero de espermatozoides fixados na
membrana vitelinica, demonstrando resultados semelhantes entre as matrizes de 42 e 26
semanas de idade. Na qualidade do pintinho, houve aumento do comprimento e do indice
de Pasgar® de modo quadrético crescente, indicando melhora na qualidade do pintinho
com adicdo de Cx+25-(OH)Ds. Com relacdo ao desempenho de incubacdo, o nivel
estimado de 5,90 ppm de Cx+25-(OH)D3 proporcionou maiores indices de eclodibilidade
total, de ovos férteis e de fertilidade e reduziu a mortalidade de ovos férteis, e durante o
desenvolvimento embrionario durante a incubacdo e a fertilidade preservando os
espermatozoides dos reprodutores até a 40% semana, melhorando a viabilidade dos
reprodutores e aumentou o comprimento e o escore de Pasgar® dos pintinhos com 1 dia
de idade, melhorando a qualidade da progénie.No experimento Ill, objetivou-se foi
descrever o status antioxidante na gema do ovo, no contetdo vitelinico durante o processo
de incubacao sem armazenamento e armazenado (8 dias) no musculo e figado de embrido
do dltimo dia de incubacéo (15° dia), do pintinho no dia da ecloséo e com sete dias apds
a eclosdo. Na&o houve influéncia da interacdo entre o armazenamento, os dias de
incubacéo e os niveis de Cx+25-(OH)Dz. Na analise do status antioxidante na gema do
ovo liofilizada, o armazenamento reduziu a remocdo de radicais livres e aumentou a
peroxidacdo lipidica. No status antioxidante do contetdo vitelinico na incubacdo e na
eclosdo, houve influéncia da dieta de modo quadratico crescente sobre a capacidade de
remocdo de radicais livres e reducdo de modo quadratico da concentracdo de
malonaldeido, indicando menor oxidacdo lipidica do contetdo vitelinico. No tecido
hepético e muscular da progénie, o armazenamento diminuiu a capacidade de remogéo de
radicais livres e aumentou a peroxidacdo lipidica. As dietas influenciaram de modo
quadrético a capacidade de remocdo de radicais livres, reduziram a peroxidacéo lipidica
e aumentaram o peso da progénie no dia da eclosdo, demonstrando que a associacao entre
a Cx+25-(OH)Ds foi efetiva a maximizar o sistema antioxidante. No sistema antioxidante,
intensificou a capacidade redutora de radicais livres e minimizou a peroxidacdo de
biomoléculas na gema in natura, no contetdo do saco vitelinico liofilizado, no figado e
no masculo de embrides e pintinhos de codornas europeias. A adicdo de Cx+25-(OH)Ds
a niveis préximos de 6 ppm + 25-(OH)Ds intensificou a protecdo contra a oxidacéo e
diminuiu a peroxidacdo lipidica. Entretanto, em niveis acima de 6 ppm + 25-(OH)Ds
prejudicou o sistema antioxidante.

Palavras-chave: Carotenoides, reproducdo, sistema antioxidante, vitamina D3,
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ABSTRACT

The objective was to study the effects of supplementation of different levels of the
association between Canthaxanthin (Cx) and 25-Hydroxycholecalciferol (25-(OH)Ds) on
European quail breeders on productive performance, egg quality, genital system and
antioxidant status in egg yolk, yolk content, liver and muscle. In the experiment I,
productive performance, egg quality, blood biochemical parameters, mineral composition
of egg shell and, of pelvic limb bones, yolk color and antioxidant status were described.
A total of 240 breeding herds, supplemented with five different levels of the association
between Cx and 25-(OH)D3, with eight replications, were used for five cycles (21 days).
Egg quality, egg shell mineral composition, yolk color and egg weight were evaluated on
the last three days of each cycle. At the end of the experiment I, four matrices per
treatment and sex (n = 40) were euthanized to evaluate the antioxidant status in the liver
and blood serum, bone resistance, breakage and bone mineral composition of the pelvic
limbs of quail breeders European countries. Performance and egg quality were not
influenced by Cx + 25-(OH)Ds levels. The brightness and the yellow color (b *) of the
yolk decreased linearly, while the red color increased in a quadratic way, demonstrating
that the color of the yolk changed from yellow to red. In relation to the mineral
composition of the egg shells, there was a linear reduction of dry matter and quadratic
increase of calcium deposition, reducing the amount of water and increasing the
concentration of minerals, mainly calcium and phosphorus as a function of the diets. The
serum calcium, phosphorus and ionic calcium level of the females decreased in a
quadratic fashion. As well as the concentration of dry matter, ashes and calcium of the
femur and gray and calcium of the tibiotarso. Indicating greater removal of calcium and
phosphorus from the metabolism to intensify the deposition of the same in the eggshell.
In males, calcium concentration and bone strength increased, demonstrating that the
tibiotarso became stiffer and less prone to breakage. The antioxidant analyzes (DPPH and
TBARS) showed that there was a greater removal of free radicals in the serum of the
females, as well as in the liver of females and males and lower concentration of
malonaldehydes in the liver, for both sexes as a function of the diets. Supplementation of
Cx + 25-(OH)Ds broilers altered the color of the yolk, modified calcium metabolism with
effects on egg shell, biochemical variables and bone, also promoted a greater ability to
remove free radicals in serum and in the liver by reducing lipid peroxidation in the liver
of European quail breeders. Based on the deposition of calcium in the eggshell and the
increase in antioxidant activity, the best level was 5 ppm Cx + 2300 U 25-(OH)Ds. In
experiment 11, the objective was to describe the performance of incubation, chick quality,
egg-sperm interaction. For the incubation performance, eggs were collected for 4 days
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and stored in a refrigerated room (20°C), and then incubated for 15 days and transferred
to the nascedoura. In order to evaluate the spermatozoon-egg interaction, nine pairs of
European quails were kept in the same cage for 24 hours and separated, eggs were
collected for 12 consecutive days and stored in a refrigerator at 4° C. In order to evaluate
the quality of the chick, used 50 chicks when hatching per treatment and age, chick size
and Pasgar® index were measured. In the incubation performance performed at both ages
(32 and 38 weeks), there was interaction between the initial embryonic mortality and the
number of diced eggs, with quadratic behavior, and in the younger matrices the reduction
of mortality and broken eggs were higher. Regardless of age, there was an increase in
fertility, total hatchability, hatchability of fertile eggs and reduction of infertility and
embryonic mortality, indicating that the performance of European quail breeders was
maximized even in older matrices with supplementation of Cx+25-(OH)Da. In the egg-
sperm interaction, the probability of fertility increased in a quadratic way, as well as the
number of spermatozoa fixed in the yolk membrane, showing similar results between
matings of 42 and 26 weeks of age. In chick quality, there was an increase in the length
and the Pasgar® index in a quadratic manner, indicating an improvement in chick quality
with addition of Cx + 25-(OH) Ds. Concerning the incubation performance, the estimated
level of 5.90 ppm of Cx + 25-(OH)Ds provided higher rates of total hatchability, fertile
eggs and fertility, and reduced mortality of fertile eggs, and during embryonic
development during incubation and fertility by preserving the reproductive spermatozoa
up to the 40th week, improving the viability of the reproductive organs and increasing the
length and the Pasgar® score of the chicks at 1 day of age, improving the quality of the
progeny.In the experiment Ill, was to describe the antioxidant status in egg yolk, yolk
content during the incubation process without storage and stored (8 days) in the muscle
and embryo liver of the last day of incubation (15th day), of the chick on the day of
hatching and seven days after hatching. There was no influence of the interaction between
the storage, the days of incubation and the levels of Cx+25-(OH)Da. In the analysis of
antioxidant status in lyophilized egg yolk, storage reduced free radical removal and
increased lipid peroxidation. In the antioxidant status of the yolk content in incubation
and hatching, there was a growing quadratic influence of the diet on the ability of free
radical removal and quadratic mode reduction of the malonaldehyde concentration,
indicating lower lipid oxidation of the yolk content. In the hepatic and muscular tissue of
the progeny, storage decreased the capacity of free radical removal and increased lipid
peroxidation. Diets influenced in a quadratic way the capacity of free radical removal,
reduced lipid peroxidation and increased progeny weight on hatching day, demonstrating
that the association between Cx + 25-(OH)D3 was effective in maximizing the antioxidant
system . In the antioxidant system, it intensified the free radical reducing ability and
minimized the peroxidation of biomolecules in the yolk in natura, the contents of
lyophilized yolk sac, liver and embryo muscle and European quail chicks. Addition of Cx
+ 25-(OH)Ds to levels near 6 ppm Cx + 2760 Ul 25-(OH)Ds enhanced protection against
oxidation and decreased lipid peroxidation. However, at levels above 6 ppm Cx+ 2700
Ul 25-(OH)D3, it harmed the antioxidant system.

Key words: Carotenoids, reproduction, antioxidant system, vitamin D3.



1. INTRODUCAO

As aves possuem grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS),
principalmente nos espermatozoides, tecidos embrionarios. Os PUFAs séo susceptiveis
ao ataque de radicais livres que degradam lipidios, proteinas e nucleos de DNA. Quando
PUFAs séo degradados, causam reagdo em cadeia de degradacdo e podem prejudicar o
desempenhos produtivos e os indices reprodutivos de aves em crescimento, reprodutores
e poedeiras comerciais (Surai, 2016). O estresse oxidativo sobre as fémeas causa maiores
danos em relagdo aos machos, pois as fémeas sdo responsaveis pelas principais fungdes
dentro da cadeia produtiva, a formacdo do ovo (casca, albumen e gema), fertilizacéo do
ovocito e transferéncia de nutrientes da dieta para a gema do ovo. Devido a estes fatores
sua exigéncia nutricional em relacdo aos machos é maior.

Na producdo comercial de aves, a prevengdo contra o estresse oxidativo é
essencial. Diversos fatores, como 0 armazenamento dos ovos, estresse caldrico,
micotoxinas, idade dos reprodutores, instalacdes, maquinarios, etc (Fotina et al., 2013)
podem aumentar o estresse oxidativo e piorar a qualidade da casca do ovo e dos
espermatozoides. A reducdo da fertilidade € um dos principais agravantes na producdo
avicola causando prejuizos inestimaveis a cadeia produtiva (Surai et al., 1998).

No processo de fertilizacdo do ovocito, as aves armazenam 0s espermatozoides
por longos periodos ap6s a copula nos tubulos de estocagem de espermatozoides,
principalmente na juncdo Utero vaginal (Bakst, 1981). Para a estocagem por varios dias
ou semanas dos espermatozoides € necessario proteger 0s espermatozoides que sdo
compostos em grande parte por acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) contra a
oxidacdo lipidica. Nesta protecdo, nutrientes com propriedade antioxidantes
(carotenoides, vitamina C e E) s@o essenciais na remocao de radicais livres (-O2) e atuam
em sinergia com as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-
Px) e catalase (CA) no trato reprodutivo das fémeas para manter as caracteristicas dos
espermatozoides e aumentar a fertilidade (Breque et al., 2006, Surai et al., 2006).

O desenvolvimento embrionario € iniciado apés a fertilizacdo do ovocito
formando o dvulo e os nutrientes fornecidos nas dietas maternais interferem diretamente

no desenvolvimento embrionario, pois vitaminas lipossoluveis (D, E, A, K), carotenoides
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e outros nutrientes sdo depositados na gema do ovo e posteriormente transferidos pela
membrana do saco vitelinico para o embrido (Schneider, 2016)

Dentro do grupo dos carotenoides, a cantaxantina (Cx) que € membro da familia
das xantofilas, assim como a luteina, a zeaxantina ¢ a B-criptoxantina, fucoxantina e estdo
presentes em diversas plantas como o milho, alfafa, espinafre, entre outras. No milho, as
xantofilas, sdo encontradas principalmente no endosperma e podem estar presentes na
quantidade de 11 a 30 mg/kg (Moros et al., 2002). Em relacdo a concentracdo de Cx no
milho, foi determinada em 0,98 ppm (Rivera & Canela, 2012). A concentracdo de
carotenoides na gema do ovo aumentou de 1,98 mg/kg para 27,80 mg/kg de gema do ovo
de reprodutores suplementados com Cx (Rosa et al., 2016). A Cx dietética é absorvida
no intestino delgado e depositada em na gema do ovo (Spada et al., 2016), no figado
(Surai et al., 2003), nas penas (Ren et al., 2016a), pernas, carne e na gordura abdominal
(Tunio et al., 2013).

A gema do ovo, 0s espermatozoides e 0s tecidos embrionarios sdo ricos em
PUFAs que desempenham funcGes essenciais para manter a integridade das membranas
fosfolipidicas, entretanto sdo susceptiveis a oxidacéo lipidica. A Cx possui propriedades
antioxidantes in vivo e in vitro (Surai, 2002), suas propriedades antioxidantes em parte
ocorre pela capacidade de remover radicais livres e de suas espécies reativas a oxigénio
(ROS), ao nitrogénio (RNS) e de outros produtos toxicos ao metabolismo como o
malonaldeido (Rocha et al., 2010, Surai et al., 2001a, Surai, 2012).

Nestes tecidos é depositada no interior da mitocondria, em que remove moléculas
livres de oxigénio (‘O.) derivadas da respiragdo celular (Karadas et al., 2016, Karadas et
al., 2005, Mgller et al., 2000, Surai, 2012, Surai et al., 2016). Deste modo a Cx pode
reduzir a oxidacdo de biomoléculas e de perdxidos que degradam lipidios, proteinas e
DNA, processo importante durante a eclosdo pelo alto estresse oxidativo para o embrido
em funcdo do gasto energético para eclodir e da quantidade abundante de oxigénio na
atmosfera (Surai et al., 2003). Maiores niveis de Cx depositada nos tecidos embrionarios
podem melhorar a qualidade do pintinho no primeiro dia de vida e permanecer no
metabolismo durante as primeiras semanas de vida da progénie (Surai et al., 2003). A
suplementacdo de Cx aumentou a pigmentacdo na gema do ovo, a capacidade
antioxidante reduziu a mortalidade em frangos de corte (Zhang et al. (2011). Também
melhorou os indices de desempenho de incubag&o e diminuiu a quantidade de substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico na gema do ovo e na fase inicial de incubagédo (0 a 7
dias) (Rosa et al., 2012).
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Além de suas fungdes no sistema antioxidante a Cx tem demonstrado ter relagdo
com o sistema imune, no qual a acéo da vitamina D e de seus metabdlitos (25-(OH)Ds e
1,25-(OH)D3 sobre a resposta imune ja é bem estabelecida (Saunders-Blades & Korver,
2015). O metabolito 25-(OH)Ds é absorvido no intestino delgado é a forma metabdlica
com maior taxa de conversdo para hormonio calcidiol (1,25-(OH)D3), que desenvolvem
funcgdes na reabsorcao e deposicdo de calcio e é de duas a quatro vezes mais disponivel
e é absorvido cerca de 20 % a mais do que a vitamina D3 (Edwards Jr et al., 1992), e pode
influenciar o desenvolvimento dos vilos intestinais aumentando a proliferacéo celular e o
tamanho da cripta dos vilos no jejuno e no ileo e consequentemente melhorar o
desenvolvimento embrionario (Ding et al., 2011).

Devido ao metabdlito 25-(OH)Ds proporcionar maiores niveis séricos de célcio a
producdo de ovos pode ser maior (Sun et al., 2013) e alterar a qualidade da casca, 0
namero de ovos quebrados e a fertilidade. Para a progénie, maiores niveis de 25-(OH)Ds
na gema pode influenciar a formacdo do esqueleto 6sseo do embrido e nas primeiras
semanas de vida (Saunders-Blades & Korver, 2015). Isto provavelmente ocorre em
funcdo do metabolito 25-(OH)Ds, estimular a deposigdo de calcio na casca do ovo
tornando-a mais robusta e aumentando a prote¢do do embrido contra doencas, bactérias,
perda de agua excessiva e maior deposicdo de célcio no metabolismo do embrido,
podendo estar relacionado com maiores niveis de eclosdo em dietas suplementadas com
0 metabolito 25-(OH)Dz (Bar et al., 1980). Saunders-Blades & Korver (2015)
encontraram aumento na producdo de ovos, na eclodibilidade e na resposta do sistema
imune in vitro de pintinhos com 1 dia de relagdo o metabdlito 25-(OH)Dz na dieta de

reprodutores

1. Revisao de literatura

1.1 Metabolismo lipidico em aves

Em aves, os lipideos consistem principalmente de triacilglicerdis, a digestéo,
hidrélise e absorcdo ocorre nas células da mucosa do intestino, nestes processos atuam
principalmente as lipoproteinas (Hermier, 1997). A sintese dos &cidos graxos ocorre
principalmente no figado (70 %), enquanto nos tecidos adiposos somente 5% € sintetizado
e o restante é fornecido pelas dietas (Griffin & Hermier, 1988). A sintese de acidos graxos

que ocorre no figado é a maior diferenca entre as aves e 0s mamiferos que sintetizam
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praticamente todos 0s acidos graxos nos tecidos adiposos. Isto ocorre pois nas aves 0
sistema linfatico do trato gastrointestinal é pouco desenvolvido (Tarugi et al., 1990).

Os &cidos graxos, séo transportados na corrente sanguinea pelas lipoproteinas para
os adipdcitos e para 0s ovocitos em desenvolvimento no ovario. No processo de
vitelogénese,estes sdo transferidos pelas lipoproteinas vitelogeninas para a gema do ovo
e quando os ovos sdo incubados, o embrido utilizara em seu desenvolvimento (Speake et
al., 1998)

As lipoproteinas sdo um complexo de particulas formados a partir de lipideos e de
proteinas e circulam na corrente sanguinea transportando lipideos endégenos e exogenos.
Sdo compostas por ndcleos apolares dos triacilglicerdis e colesterois esterificados,
recobertos por uma camada de fosfolipidios e colesterdis livres. Nesta camada estdo
presentes varias apoproteinas e suas concentracdes diferem de acordo com o tamanho das
particulas (Alvarenga et al., 2011)

Os mamiferos dispdem de quilomicrons para transporte dos lipideos (Griffin &
Hermier, 1988). Ja nas aves, o transporte de lipideos, principalmente, dos triacilglicerois
e dos colesterdis (livres e esterificados) pela circulacdo portal do trato gastrointestinal
para o figado ocorre nos portomicrons, que sdo lipoproteinas produzidas nos enterocitos.
Sendo elas classificadas com base na densidade: lipoproteinas de muito baixa densidade
(Em inglés: Very low density lipoprotein “VLDL”), que sdo sintetizadas no figado e
liberadas na corrente sanguinea. Lipoproteinas de densidade intermediaria (Em inglés:
Intermediary-density lipoproteins “IDLs), que sao oriundas do metabolismo da VLDL e
apos a lipolise das VLDLs E ILDLs realizada pela enzima lipase lipoproteina (LPL) e
lipase hepatica (HL) sdo formadas as lipoproteinas de baixa densidade (Em inglés: Low

Density Lipoproteins “LDLs”). E, as proteinas de alta densidade (Em inglés: High-

density lipoproteins “HDLs”), que sdo formadas no figado e possivelmente no intestino

(Figura 1).
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Figura 1. Via metabdlica do transporte de lipideos em aves.
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O excesso de triacilglicerdis e colesterdis nos tecidos periféricos sdo transportados
ao figado na forma de HDLs (Alvarenga et al., 2011, Hermier, 1997, Rocha, 2011).Como
previamente mencionado, em reprodutores na fase de postura ocorre a formacdo de
lipoproteinas vitelogenina, que séo sintetizadas no figado e transportadas para o ovario
atuando na formagéo da gema do ovo (Cherian, 2015).

Os lipideos estéo envolvidos na formacéo do ovo, entretanto a estrutura da camada
basal dos foliculos do ovario ndo permite a passagem de portomicrons por causa de seu
tamanho. Desta forma, é necessario que o hipotalamo estimule a liberacdo do horménio
gonadotrofina que ird induzir a liberacdo do horménio luteinizante (LH) e o hormonio
foliculo estimulante (FSH) que estdo na hipdfise (Ritchie & Pilny, 2008, Vezina et al.,
2003). Estes hormonios estimulam a producdo de estrégenos, desencadeando a sintese
das lipoproteinas vitelogenina (VTG) e as lipoproteinas de muita baixa densidade
modificada (VLDLm) que tem metade do tamanho da VLDL e possui uma apoproteina
VLDL-II na sua camada superficial limitando seu uso como substrato para a enzima LPL
nos tecidos. A VLDLm devido seu pegueno tamanho séo transportadas para os ovocitos
em maturacdo, em que € clivada nas Unicas formas de proteinas na gema do ovo que sédo
a fosvitina e a lipovitelina (Gruber et al., 1976). Entdo, as VLDLs s&o fontes de proteinas,
de fosfolipidios e de colesterol, interferindo diretamente na composicdo da gema e no
desenvolvimento do embrido (Surai et al., 2001b).

Apbs a fecundacdo do ovocito o desenvolvimento embrionario comega e para um
desenvolvimento adequado é necessario que 0s nutrientes sejam fornecidos nas dietas
maternais, pois serdo transferidos para a gema do ovo, que é fonte exclusiva de nutrientes
(lipidios, proteinas, vitaminas, minerais, antioxidantes e etc) e posteriormente para o
embrido pela membrana do saco vitelinico que utilizara estes nutrientes em seu

desenvolvimento.

1.2 Metabolismo oxidativos

Os radicais livres sdo 4&tomos, moléculas ou ions com numero impar de elétrons
em sua orbita externa tornando-a instaveis e propensos a rea¢cdes quimicas com outras
moléculas, causando oxidagdo de diversos compostos (Fang et al., 2002). Sdo formados
em processos fisiologicos do metabolismo, como por exemplo na respiracdo celular
realizada pela mitocondria e também durante a resposta do sistema imune contra ataques

de agentes externos (Bigarella et al., 2014, Fotina et al., 2013, Surai et al., 2006). Dentre
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estes processos fisioldgicos, o transporte de elétrons que ocorre dentro da mitocéndria é
responsavel pela respiragéo celular e a oxidacdo de NADH e NAD + séo as maiores fontes
de ROS nos tecidos corporais. Parte do oxigénio consumido pela mitocdndria ndo é
utilizado e séo liberados das cadeias laterais formando superoxidos (Fotina et al., 2013,
Singal et al., 1998)

No sistema bioldgico, os radicais livres sdo geralmente derivados de moléculas
sulfuradas, de oxigénio e de nitrogénio e séo classificadas em trés grupos: (1) Espécies
reativas ao oxigénio (ROS), (2) Espécies reativas ao nitrogénio (RNS) e (3) espécies
reativas ao enxofre (RSS). Os principais radicais livres das ROS s&o: superdxido anion
(02-), principal radical livre produzido durante o processo de respiracdo da mitocondria,
radical peroxil (HO 2-), radical hidroxil (OH) e também o éxido nitrico, peréxido de
hidrogénio (H202), oxigénio livre (102) e peroxido nitritico (ONOO -).

Ja no grupo RNS, os radicais livres sdo oriundos da reacdo do éxido nitrico com o
O2- produzindo 0 ONOO -. E, nas RSS sdo formados a partir das reagdes de tidis com
ROS. (Giles & Jacob, 2002, Li et al., 2010, Vajragupta et al., 2004).

O radical livre com maior poder oxidativo ¢ o OH. Ja as ROS e as RNS séo
constantemente produzidas naturalmente em processos fisiol6gicos que ocorrem nos
tecidos. Os radicais livres possuem importantes funcdes na sinalizacdo das células,
apoptose, expressdo de genes e transporte de ions (Giles & Jacob, 2002). Entretanto,
guando em excesso aumentam o estresse oxidativo os radicais livres, as ROS e as RNS
atacam constantemente os acidos graxos, acidos nucleicos e as cadeias laterais dos
aminoacidos (Lu et al., 2010) oxidando moléculas de DNA, proteicas, lipidicas ou em
carboidratos, causando danos nestes tecidos (Surai, 2016) e, consequentemente, podem
comprometer a producdo e o0s sistemas reprodutivo (Surai et al., 2006), imune e
antioxidante (Surai et al., 2016)

O efeito mais importante dos radicais livres no metabolismo celular ocorre nas
reacOes de peroxidacgdo lipidica que resultam na formacédo de alcanos, aldeidos, alcoois,
hidroperoxidos e outros produtos (Hogg & Kalyanaraman, 1999). Nas membranas
celulares os PUFAs, principalmente os acidos graxos docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3)
e o0 araquidénico (AA, 20:4n-6) sdo 0s mais suscetiveis a oxidacao, apresentam maior
numeros de ligagdes duplas entre os &tomos de carbono e os ésteres ligados ao glicerol
aos acidos graxos e possuem um hidrogénio bis-alicos do grupo metileno ligados na

cadeia adjacentes. Tanto o hidrogénio bis-alicos, quanto 0 maior o nimero de ligacdes
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duplas nas cadeias laterais possuem menor ponto de fusdo, sendo clivados com maior
facilidade (Fotina et al., 2013, Rocha et al., 2010, Sharma et al., 2012).

O peroxil (OH) pode peroxidar diversos PUFAs é componente estrutural de um
processo de clivagem em reacdo em cadeia. O processo de peroxidacao lipidica envolve
trés fases distintas: inicial, propagacéo e final. Na fase inicial, ocorre 0 consumo dos
substratos (O2 e lipidios insaturados). A molécula livre de O2 e 0 OH podem reagir com
0s grupos metilenos dos PUFAs, sintetizando dienos conjugados, peroxidos de lipidios e
hidroperdxidos segundo (Smirnoff & Sestak, 1996) citado por (Sharma et al., 2012):

PUFA -H + X+ — PUFA + X — H.

PUFA + 02 — PUFA — OO-.

Em que:
-H = Hidrogénio do grupos metilenos
Xe=02¢e¢OH
OO¢ = radical peréxido
O peroxido formado é considerado o primeiro produto peroxidacéo, € altamente
reativo, caracteristica que permite se ligar facilmente a outras moléculas bioguimicas e
dar inicio a segunda fase que é a propagacdo da reacdo em cadeia:
PUFA — OO+ + PUFA — OOH — PUFA — OOH + PUFA-
Em que:
OO- = radical peroxido
PUFA — OOH = hidroperoéxidos lipidicos
Na terceira fase, os radicais livres atacam o hidrogénio do grupo metilico clivando
sua ligacdo dupla, forcando uma mudanca molecular que resulta na formacdo dos
produtos secundarios da peroxidacdo que sdo os hidroperéxidos lipidicos e que podem
ser clivados por ions de metais como o Fe 2+ na seguinte reacdo segundo (Smirnoff &
Sestak, 1996):
Fe2+ complexo + PUFA — OOH — Fe3+complex + PUFA — Oe
Em que:

PUFA - O = radical alcoxi lipidicos
PUFA — OOH = hidroperoéxidos lipidicos

O radical alcoxi formado inicia a seguinte reagcdo em cadeia:
PUFA — O+ + PUFA — H — PUFA — OH + PUFA-

Em que:


file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.729/REVISAO%201703.docx%23_ENREF_27
file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.729/REVISAO%201703.docx%23_ENREF_66
file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.729/REVISAO%201703.docx%23_ENREF_77
file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.729/REVISAO%201703.docx%23_ENREF_83
file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.729/REVISAO%201703.docx%23_ENREF_77
file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.729/REVISAO%201703.docx%23_ENREF_83
file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.729/REVISAO%201703.docx%23_ENREF_83

-H = Hidrogénio do grupo metilenos
PUFA — OH + PUFA = espécies reativas
Nesta Gltima reacdo em cadeia do processo de peroxidacdo lipidica, sdo formadas
diversas espécies reativas ao oxigénio, como por exemplo, os radicais alcoxi lipidicos e
os aldeidos (malonaldeido, acroleina e crotonaldeido), que causam danos nas membranas
celulares (Davies, 2000)

Diante disso, a quantificacdo de malonaldeidos formados durante a oxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados (PUFA) pode representar o status antioxidante de um
tecido. A quantidade de malonaldeidos € mensurada pela concentragdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico TBARS em uma determinada amostra e produz um
composto de cor avermelhada sendo comumente detectada normalmente em
espectrofotdbmetro na faixa espectral de 532, 538 e 540 nm, expressando a absorbancia
equivalente de MDA (mg/kg ou p/g) (Lee et al., 2012, Rocha et al., 2010, Silva et al.,
1999).

Estas reacdes em cadeias de degradacdo lipidica sdo reguladas no organismo por
moléculas antioxidantes que podem neutralizar os radicais livres recebendo ou doando
elétrons para neutralizar as moléculas que tem ndmero impares de elétrons (LU et al.,
2010)

As proteinas sdo suscetiveis a oxidacdo por serem as células mais abundantes no
metabolismo e possuirem estruturas moleculares complexas com diversos grupos
funcionais oxidaveis (Hohn et al., 2013). O intestino é o local em que ocorre o controle
do balango entre substancias antioxidantes e pro oxidantes (Surai & Fisinin, 2015). A
formacdo de radicais livres e suas espécies reativas (ROS e RNS) aumentam quando
ocorre um embalanco entre a acdo do sistema antioxidante e o sistema que formam os
radicais livres as ROS e RNS (Zhang et al., 2014). Com maior estresse oxidativo ocorrera
a peroxidacdo das proteinas, formado diversos compostos peroxidativos (aldeidos, 6xido
nitrico, radical hidroxil, etc). Normalmente a oxidacdo modifica as proteinas de forma
direta ou indireta. As ROS podem oxidar diretamente a cadeia polipeptidica e os residuos
de aminoéacidos (lisina, arginina, prolina e histidina) que sdo precursores da sintese da
proteina carbonil (H6hn et al., 2013, Reznick et al., 1992). A quantificagdo da proteina
carbonil tem sido utilizada como indicador do status da oxidag&o proteica (Dalle-Donne
et al., 2003).

Os produtos da oxidacdo também podem oxidar indiretamente as proteinas,

causando efeitos deletérios nas fungdes bioquimicas das proteinas, na sintese de proteinas
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e agregam proteinas com estruturas diferentes prejudicando suas fungdes (Nystrom,
2005).

O DNA ¢ oxidado pelas ROS, principalmente pelo radical hidroxil (OH) nas
ligacbes duplas e podem causar danos nucleares nas mitocondrias e nos cloroplastos
causando efeitos deletérios na sintese de bases pirimidicas, purinas, pirimidinas e os
polipeptidios do DNA, levando ao mau funcionamento ou inativacao da célula (Sharma
et al., 2012). O maior produto da oxidagdo produzido é o oxido nitrico (NO). Podendo
afetar diretamente na funcionalidade do metabolismo.

Em humanos, principalmente os danos causados no DNA estéo relacionados com
diversas doencas as neuroldgicas como o alzaimer (Thanan et al., 2014)

1.3 Sistema antioxidante

O mecanismo de defesa “sistema antioxidante” de organismos vivos contra-
ataques das ROS e RNS foi desenvolvido durante a evolucao das espécies, permitindo
que sobrevivessem em ambientes com alta concentracdo de oxigénio. O sistema
antioxidante inclui diversos nutrientes (vitaminas, minerais e carotenoides) que se
associam as enzimas do sistema antioxidante (superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase) para intensificar os mecanismos de defesa contra os radicais livres
e de seus produtos toxicos (Fisinin, 2013, Surai & Fisinin, 2015, Surai, 1999, Surai et al.,
2016). Os principais nutrientes e enzimas do sistema antioxidante sdo segundo Surai &
Fisinin, 2015:

o Antioxidantes naturais sollUveis em agua, como a vitamina A, E,
carotenoides, ubiquinonas, flavonoides.

. Antioxidantes naturais soltveis em gordura, como o &cido ascorbico, &cido
urico, taurina, etc.

. Enzimas antioxidantes, como a Glutationa Peroxidase (GSH-Px), Catalase
(CAT) e Superoxido Dismutase (SOD).

. Sistema redox thiol que consiste nas reacdes do complexo enzimatico da
glutationa (glutationa, glutationa redutase, glutarredoxina, glutationa peroxidase) e o
sistema do complexo enzimatico da tiorredoxina (tiorredoxina, tiorredoxina peroxidase,

tioredoxina redutase).
As substancias antioxidantes se situam nas organelas, ocupando o espaco

intracelular e extracelular e 0 mecanismo de defesa contra ROS e RNS ocorre em trés
principais etapas (Fisinin, 2013, Surai, 1999):
12 Etapa:
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Na primeira etapa de defesa, a supresséo da formacéo dos radicais livres ocorre pela
eliminacdo e inativacao de seus precursores e 0 processo de catalise de moléculas é parado
principalmente pelas enzimas (Super Oxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase
Redutase (GSH- Px) e Catalase (CA). Entretanto, a formacao dos radicais livres ndo é
completamente cessada nesta primeira etapa de defesa do sistema antioxidante e
permanecem no metabolismo causando danos a proteinas e ao DNA (Surai et al., 2016),
sendo necessario a acdo do mecanismo de defesa da segunda etapa.

2% Etapa:

Na segunda etapa de defesa, nutrientes antioxidantes clivam as cadeias laterais dos
acidos graxos poli-insaturados, mantendo o tamanho da cadeia o menor possivel e
removendo radicais livres, evitando a propagacao da peroxidacéo lipidica. Os principais
nutrientes sdo a vitamina E, coenzima Q, carotenoides, vitamina A, acido ascorbico e
acido drico. Componentes enzimaticos das enzimas glutationa e tioredoxina também
execerm funcbes nesta segunda etapa do mecanismo de defesa (Surai & Fisinin,
2012(Surai et al., 2016). O mecanismo de defesa da segunda etapa nao é suficiente para
evitar completamente os danos causados pelas ROS e RNS sobre as proteinas, lipidios e
DNA. Entéo ocorre uma terceira etapa de defesa.

32 Etapa:

Na terceira etapa de defesa, ocorre a remocao ou reparo das moléculas danificadas,
processos que sao realizados pelas enzimas lipoliticas (lipases), proteoliticas (Peptases ou
proteases) e enzimas relacionadas as moléculas do DNA como as ligases, nucleases,
polimerases fosfolipases e diversas transferases (Surai & Fisinin, 2012).

As trés etapas de mecanismo de defesa ocorrem simultaneamente e 0s nutrientes
antioxidantes cooperam com as enzimas do sistema antioxidante para que ocorra menor
quantidade de danos causados pelos radicais livres, ROS e RNS nas moléculas oxidaveis

do carboidrato, acidos graxos poli-insaturados, proteina e do DNA.

1.3.1 Sistema oxidante e antioxidante na gema do ovo e embrides

Os ovos sdo formados por gema, albumen e casca. Na gema, sdo depositados 0s
lipidios, principalmente os PUFAs e as vitaminas e carotenoides lipossollveis, tais como
a vitamina E, D, cantaxantina, que sdo obtidos pela dieta ou pela sintese metabdlica e
transportados pelas lipoproteinas vitelogeninas modificadas (VLDLm). E, assim como
em outros tecidos, as principais enzimas do sistema antioxidante (SOD, GSH-Px e CA)
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estdo presentes, localizadas no albumen. As enzimas e 0s nutrientes antioxidantes
combatem naturalmente os ataques dos radicais livres, ROS e RNS na gema do ovo,
evitando a peroxidacdo de nutrientes (lipidios, proteinas e carboidratos), que serdo aporte

nutricional e energético para o desenvolvimento do embrido (Figura 2).

Casca &sh Glutationa Peroxidase
Membranas cA Catalase
CA
Chalaza 300 superoxido Dismutase
Membrana (gema) ‘E’ vitamina E
E T cx vitelinica X' Cantaxantina
Disco germinativo
X
X E
Gema
GSH o
& 2° albumen

1 albumen
Camara de ar

Figura 2- Estrutura do ovo, localizaco de nutrientes e de enzimas essenciais na atividade antioxidante no
ovo. Adaptado de Surai, (2012).

O desenvolvimento embrionario de aves esta associado com o acumulo de PUFA,
tornando os tecidos susceptiveis a ataques de radicais livres, ROS e RNS pds eclosdo e
nos primeiros dias de vida, periodos de alto estresse oxidativo (Speake et al., 1998,
Speake et al., 1993). Para combater a peroxidacéo dos PUFAS os nutrientes antioxidantes
com carater lipossollUveis como a vitamina E, os carotenoides fornecidos nas dietas sdo
absorvidos no intestino delgados e transferidos para a gema do ovo incubado e,
posteriormente, para os tecidos do embrido pela membrana do saco vitelinico (Noble,
1987). Maior quantidade armazenada destes nutrientes em tecidos como o figado e
musculo de pintinhos na eclosdo e durante a primeira semana de vida, esta relacionada
com a protecdo destes tecidos contra a peroxidacdo das moléculas, diminuindo assim o
estresse oxidativo (Surai et al., 2003; Surai et al., 1999; Surai et al., 1996).

Além dos nutrientes antioxidantes, as principais enzimas do sistema antioxidantes
sdo sintetizadas durante o desenvolvimento embrionério (Surai et al., 2006) e estes dois
elementos sdo responsaveis pelo combate a oxidacdo dos PUFAs, proteinas, carboidratos

e DNA celular em tecidos do embrido.

1.4 Armazenamento de ovos

O processo de armazenamentos em temperaturas entre 15-20 °C e umidade 75 a

80 ° C cessem o desenvolvimento embrionario para posteriormente serem incubados, este
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processo é necessario para viabilizar a logistica na industria avicola (Fasenko, 2007).
Entretanto, foi verificado que para ndo afetar a eclodibilidade, periodos ideais seriam de
1 a 5, sd@o os mais indicados. Avaliando a incubacdo de ovos por 5 e 15 dias de
reprodutores de frango de corte houve maior eclosdo nos ovos que foram armazenados
(Petek & Dikmen, 2006).

Periodos armazenamentos com mais de 7 dias, induz estresse ao embrido,
aumentando a morte de células e atrasa o desenvolvimento fisiolégico do embrido,
aumentando a mortalidade embrionaria, diminuindo consequentemente a eclodibilidade
e o tempo de incubacdo necessario para eclosdo dos pintinhos (Khan et al., 2014).
Avaliando o periodo de 7 e 14 dias de armazenamento de ovos de codornas japonesas, foi
verificado que a atividade microbiana e a maior perda de peso ocorreram no periodo de
14 dias. Periodos longos de armazenamento podem ser um fator que aumente o estresse

oxidativo durante a incubacdo.

1.5 Carotenoides

Os Carotenoides sdao o maior grupo de pigmentantes naturais presentes na
natureza. E novos carotenoides ainda sdo descobertos na natureza, pois em 1998, foram
caracterizados aproximadamente 600 pigmentantes (Cunningham Jr & Gantt, 1998). Ja
em 2004 mais de 750 estruturas foram definidas como carotenoides (Mercadante et al.,
2004, Takaichi, 2011). Da classe de moléculas isoprenoides (5 ou mais cadeias de
carbonos) encontrados em todos os tipos de plantas (algas, milho, alfafa, etc) bactérias,
acaros, fungos e animais (Fraser & Bramley, 2004).

Em plantas, sdo componentes essenciais dos microrganismos fotossintéticos, pois
sdo potentes removedores de moléculas oxidadas pelo processo fotoxidativo. (Fernandez-
Garcia et al., 2016, Zhang et al., 2014). Seu mecanismo de defesa contra a oxidacao é
eficiente, principalmente pela sua estrutura linear de cadeias de carbono conjugadas com
diversas ligacOes duplas, quanto mais longa a cadeia maior sua capacidade de capturar
oxigénios livres (-O2), porque essa configuracdo permite que os elétrons interajam
facilmente com outros ions, excitam moléculas e podem remover produtos da oxidagao
(radical peroxil, superéxido anion peroxido de oxigénio, etc) (EI-Agamey et al., 2004,
Fernandez-Garcia et al., 2016).

Os carotenoides foram classificados de acordo com sua capacidade de remocao

de (CO2): alta (licopeno, astaxantina e cantaxantina), intermediaria ([3-caroteno e bixina)
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e baixa (luteinas e crucina) (Fontana et al., 2000). Além das acOes isoladas no sistema
antioxidante, os carotenoides também interagem sinergicamente com outros
antioxidantes dietéticos como a vitamina E e C, causando maior status antioxidante em
relacdo a inclusédo individual de vitamina E (Niki et al., 1995).

A agdo dos B-carotenoides como precursor da vitamina é bem estabelecida.
Entretanto, nem todos os carotenoides séo precursores da vitamina A (Surai et al., 2001).
Existem dois subgrupos de carotenoides: os carotenos (licopeno, B-caroteno, a-caroteno)
ndo possuem oxigénio nas suas estruturas e sdo carotenoides apolares. Ja as xantofilas ou
oxicarotenoides, tais como a luteina, P-criptoxantina, cantaxantina e astaxantina, sao
polares e contém oxigénio no anel que facilita a absorcéo e deposicéao (Bartley & Scolnik,
1995).

A absorcao de carotenoides das dietas € semelhante ao da vitamina D, que ja foi
supracitada acima. A concentracdo de carotenoides no plasma tem relacdo com a
concentracdo no alimento ingerido (Koutsos et al., 2003). Nos passaros, os carotenoides
sdo depositados no figado, na gema, no timo, na bolsa cloacal, na camada adiposa
subcutanea e no tecido epitelial da perna e do pé (Karadas et al., 2005, Perez-Vendrell et
al., 2001).

1.6 Cantaxantina na dieta de aves

A cantaxantina (J3,3-Carotene-4,4'-dione) pertence ao grupo xantofil (Zhang et al.,
2011). E pode ser encontrada na natureza, no cogumelo “Cantharellus cinnebari”, em
peixes e crustaceos e flamingos (Fontana et al., 2000), em plantas, como por exemplo no
milho, contendo aproximadamente de 0,95 a 1,85 /g de milho (Rivera & Canela, 2012,
Rosa et al., 2016) e também pode ser sintetizada (Rosenberger et al., 1979).

A Cx da dieta é absorvida e transportada fixada na camada externa das micelas
lipidicas, € uma substancia polar com carater lipofilico. O mecanismo de transporte da
Cx na corrente sanguinea, até os o6rgdos e demais tecidos é semelhante ao de células
lipidicas, sendo que as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e alta densidade (HDL)
sdo responsaveis pelo transporte (Surai et al., 2001). O deposito da Cx na gema do ovo
ocorre por meio de lipoproteinas de baixa densidade (VLDL), que depositam cerca de
80% da Cx ingerida da dieta no ovario, que ¢ transferida para a gema do ovo (Johnson-
Dahl et al., 2016) pele, musculos e penas (Mordi & Walton, 2016, Tunio et al., 2013).
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Em relagdo a agdo da cantaxantina (B-caroteno) com as vitaminas A, C e E, no
metabolismo, a Cx ndo é precursora da vitamina A, diferentemente de outros carotenoides
em aves (alfa e beta-carotenos e a criptoxantina). E, no sistema antioxidante, possui
interac¢do sinérgica com a vitamina A ¢ E (a-tocoferol). A vitamina C e os carotenoides
reduzem o peroxido a-tocoferoxil, modificando-o para o a-tocoferol e possivelmente
amenizem os danos causados pelo peroxido a-tocoferoxil. Estes nutrientes atuam em
compartimentos separados da membrana celular e no meio extracelular, a vitamina E atua
na regiao superficial, enquanto os carotenoides atuam no interior da membrana celular e
possuem relacGes com a integridade e permeabilidade das membranas (Xia et al., 2015) .
Ja a vitamina C, atua no meio aquoso, aumentando a atividade antioxidante, de modo a
inibir os danos causados pela oxidacdo molecular (Niki et al., 1995, Xia et al., 2015).

A propriedade antioxidante da cantaxantina tém sido associadas em diversas
pesquisas ao desempenho reprodutivo (eclosdo, ovos férteis e mortalidade),
desenvolvimento embrionério e status antioxidantes e imune em pintinhos. Foi relatado
que o aumento da concentracdo de Cx no tecido corporal do embrido, aumenta a
capacidade de remocdo de radicais livres, de perdxidos e intensifica a reciclagem das
vitaminas C e E, minimizando o estresse oxidativo no metabolismo durante o processo
de incubagdo e apos eclosdo, melhorando assim a viabilidade da progénie (Surai et al.,
1996).

Com relacdo ao desempenho produtivo dos reprodutores e ao status antioxidante
em diversos tecidos, foi descrito que em dietas com 6ppm de Cx para reprodutores de
frango de corte da linhagem Cobb 500, da 46? até 66° semana de idades, houve aumento
da eclodibilidade de ovos férteis e da fertilidade e reducdo da mortalidade embrionaria,
resultando em maior taxa de eclodibilidade total (Rosa et al., 2012). Em relacdo a
mortalidade embrionaria os autores relataram que a Cx foi mais eficiente nas primeiras
48 horas, 15 e 21 dias de incubacdo. E também reducdo da quantidade de malonaldeido
(mg/kg) nas gemas de ovos, que foram armazenadas e posteriormente incubadas. Efeitos
semelhantes foram relatados em reprodutores de patos da linhagem Cherry Valley
suplementados com 6 ppm de Cx+ 2700 Ul 25-(OH)Ds da 382 a 77 @ semana de idade. A
suplementacdo aumentou a eclodibilidade de ovos férteis e a eclodibilidade total e
diminuiu a mortalidade e a quantidade de malonaldeido na gema do ovo e no soro dos
reprodutores machos. Indicando que a Cx melhorou a atividade antioxidante do
metabolismo dos machos e a viabilidade das matrizes (Ren et al. (2016). E, em relagéo a

mortalidade de ovos incubados, foi observado menores indices de mortalidade (0 vs 4 %)
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em dietas com 6 ppm, quando comparado com a dieta controle e também houve maior
atividade antioxidante na gema do ovo, no soro sanguineo dos reprodutores, na gema e
nos tecidos de pintinhos com um dia de vida de reprodutores da linhagem Chinesa Tree-
Yellow da 21 @ até a 47 @ semana de idade (Zhang et al., 2011).

Em relagéo a deposicéo de Cx no metabolismo de pintinhos ao eclodir e durante a
primeira semana de vida, foi relatado que as concentragdes de Cx no figado de frangos
oriundos de reprodutores suplementados com diferentes niveis (0, 6, 12 e 24) foram
maiores no figado de pintinhos ao eclodir e com sete dias pds-eclosdo. Enquanto, as
concentragfes de malonaldeido foram menores nestes tecidos (Surai et al., 2003). Os
autores sugeriram que a Cx diminuiu a suscetibilidade dos tecidos ricos em PUFAS a
peroxidacdo. E, em reprodutores de frango de corte da linhagem ROSS, suplementados
com 6 ppm de Cx da 272 até a 38% semana de idade, houve menor oxidacao lipidica no
figado de pintinhos com 1 dia, indicando que a dieta maternal com 6 ppm de Cx aumentou
a capacidade antioxidante e reduziu o estresse oxidativo (Robert et al., 2008)

Avaliando o sistema imune em reprodutores de frango da linhagem ROSS 308 da
312 até a 59 @ semana de vida, foi relatado que a suplementacao de 6 ppm de Cx aumentou
a capacidade antioxidante no plasma de pintinhos com um dia de vida e estimulou a
resposta do sistema imune em funcdo da indugdo com a Escherichia coli, sugerindo que

a Cx possui caracteristica imunomodulatdria (Johnson-Dahl et al., 2016).

1.7 Vitamina D e seus metabdlitos

A vitamina D € um conjunto de compostos de estrutura semelhantes a hormonios
esteroides (Estradiol, cortisol e aldosterona), as principais moléculas sdo a vitamina D2
(ergocalciferol) e a vitamina D3 (colecalciferol) (Norman, 2008).

O metabdlito biologicamente ativo 1,25 hidroxivitamina D3 (1,25-(OH)D3) pode
ser obtido na dieta, sendo absorvido no intestino delgado e também pelo processo de
fotossintese, que ocorre nos tecidos da pele com a presenca de raios UV.
Independentemente da origem, a vitamina D sera transportada para o figado, e sera
hidroxilada na posicdo do Carbono-25 da cadeia lateral, produzindo o metabolito
hormonal 25 hidroxivitamina D3 (25-(OH)Ds), que € o metabdlito mais abundante no

metabolismo.
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A hidroxilacdo do 25-(OH)D3z ocorre principalmente nos rins e é regulada pela
enzima 1-o-hidroxilase e pode sintetizar os metabolitos 1,24-25-(OH2)Ds e 24-25-
(OH2)Ds que irdo ser catabolizados, sintetizando o metabdlito 1,25-(OH)Ds que €
transportado pelas proteinas carreadoras de vitamina D (Vitamin D binding protein (DBP)
por Varios tecidos e exerce diversas fun¢bes enddcrinas que sdo reguladas pelo receptor
(Vitamin D receptor (VDR). A gléandula paratireoide possui o VDR e quando ligado ao
1,25-(OH)D3 interrompe a sintese do paratormonio (PTH) em altos niveis de célcio no
metabolismo, limitando a agdo do 1,25-(OH)Ds sobre a reabsorgdo 0ssea, prevenindo
assim a hipercalcemia (Haussler et al., 2013, Shojadoost et al., 2015, Veldman et al.,
2000)

As funcdes endocrina e intracrina do 1,25-(OH)Ds estdo relacionadas com o
metabolismo do célcio e do fdsforo, a reabsorcdo dssea e remodelacdo dssea (Atencio et
al., 2005, Fritts & Waldroup, 2003, Saunders-Blades & Korver, 2015, Sunde et al., 1978),
a eclodibilidade (Atencio et al., 2006), a formagéao da casca do ovo (Képpeli et al., 2011),
a qualidade da casca do ovo (Ren et al., 2016), o metabolismo do musculo (Sato et al.,
2005), o desenvolvimento embrionario (Narbaitz & Tsang, 1989), o sistema imune
(Rodriguez-Lecompte et al., 2016, Saunders-Blades & Korver, 2015, Veldman et al.,
2000) e com o sistema reprodutivo (Dabrowski et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3- Sintese da vitamina D3 Adaptado de (Haussler et al., 2013)

1.7.1 Suplementacao de 25-(OH)D3 em dietas de aves

A incluséo isolada do 25-(OH)D3z em dietas ou em conjunto com a vitamina D3,
pode interferir no metabolismo do célcio e do fosforo e também ser transferida para a
gema do ovo, possuindo alta relacéo (r=0,99 e r=0,94, respectivamente) com a quantidade
fornecida nas dietas maternais (Mattila et al., 1999). A absorc¢éo da vitamina D3 ocorre

no intestino delgado, e possivelmente, atue modificando a morfologia e o
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desenvolvimento dos vilos intestinais (Shinki et al., 1991). A suplementacdo de 25-
(OH)D3 em dietas maternais (3000 Ul na dieta experimental e 1000 Ul na dieta controle)
para matrizes de frango de corte da linhagem Ovambo, com 45 semanas de idade,
aumentou o tamanho e a cripta dos vilos, principalmente no jejuno e duodeno (Ding et
al., 2011). Os autores sugeriram que 0 25-(OH)Dz em dietas maternais podem estimular
o desenvolvimento fisioldgico, melhorando as func¢des do intestino durante a incubagdo
e no primeiro dia de vida. O metabdlito 25-(OH)D3z ainda possui propriedades
carcinogeénica, anti-inflamatoria e propriedade imunomodulatoria (Wu et al., 2015).

Os receptores da vitamina D estdo presentes em células linfaticas indicando
relagdo com o sistema imune. O 25-(OH)Ds afeta diretamente a o desenvolvimento e
ativacdo das células T, B, a regulacdo das células e as células dentriticas que sdo antigenos
do sistema imune (Takeda et al., 2010) e devido a atividade 1 a- 25-OH-D nos rins, varios
estagios de doengas cronicas foram reduzidos em humanos (Gurlek et al., 2002).

O metabolito 25-(OH)Ds possui € duas vezes mais absorvido do que a vitamina
D3 e tem meia vida mais longa (Sun et al., 2012), consequentemente a disponibilidade de
fosforo e calcio pode ser maior para a producdo de ovos em aves de postura, melhorando
a resisténcia e compactacdo da casca do ovo. Cascas com maior teor de calcio, mais
compactas e resistentes podem refletir no desempenho de incubacdo e no
desenvolvimento embrionario, pois melhoram o mecanismo de protecdo do embrido
contra infeccdes, previne a perda de 4gua e aumenta a quantidade de calcio para o embrido
utilizar durante o desenvolvimento 6sseo (Bar et al., 1980). Dietas fornecidas da 23 2a 65
2 semana de idade contendo 2700 Ul 25-(OH)D3 para reprodutores da linhagem ROSS
308, aumentou a eclodibilidade e a resposta imune in vitro (Saunders-Blades & Korver,
2015).

Avaliando reprodutores da linhagem Cobb 500, suplementadas com 2700 Ul 25-
(OH)D3, foi observado aumento da eclodibilidade, da espessura de casca e da massa do
ovo (Coto et al.,, 2010). Efeito sobre a eclodibilidade também foi observado em
reprodutores de frango de corte que receberam 4000 IU/Kg de vitamina D e também do
metabdlito 25-(OH)Dz (Atencio et al., 2006). Entretanto, niveis deficientes e 0 excesso de
vitamina D na dieta de reprodutores reduziu a eclodibilidade e aumentou a mortalidade
embrionaria (Wilson, 1997). Os piores indices em altos niveis da vitamina D,
possivelmente estdo relacionados com a sua toxidade no metabolismo, destacando que o
metabolito 25-(OH)D3 é de 5 a 10 vezes mais toxico que a vitamina D3 (Yarger et al.,
1995).
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O déficit e 0 excesso de vitamina D interferem na mortalidade embrionaria, em
dietas sem vitamina D houve maior mortalidade embrionéria quando comparada a dietas
com nivel de adequado de vitamina D (Mottaghitalab et al., 2013, Soares et al., 1979). Ja
em pesquisas com dietas que receberam um dos metabélitos (1-25-OH-2D3 ou 1-a-25-
(OH)D3), como unica fonte de vitamina D, foi evidenciado maior mortalidade
embrionaria (Soares et al., 1979, Sunde et al., 1978). Somente dietas para reprodutores
de frango de corte com o metabdlito 25-(OH)D3s apresentou 0s mesmos indices para
mortalidade embrionaria, quando comparada a dietas com vitamina Dz (Abdulrahim et
al., 1979). Estas pesquisas indicam que para melhores indices de mortalidade embrionéria
a associagdo entre vitamina D e o metabolito 25-(OH)Dz em niveis ideias é essencial.

1.8.1 Aspectos reprodutivos

A fertilidade é um dos fatores mais importantes para os reprodutores, 0 numero
de ovos férteis que sdo eclodidos indica a viabilidade das matrizes, as infertilidades dos
0VOSs causam prejuizos inestimaveis a producéo avicola comercial. Processos metabdlicos
gue ocorrem nas fémeas e nos machos diminuem a fertilidade.

A fertilizacdo do ovo é realizada pelos espermatozoides, nos machos a membrana
espermatica é protegida contra a oxidacdo lipidica pela atividade antioxidante do plasma
seminal e ap6s a ejaculacdo, esta protecdo desaparece (Breque et al., 2006). No corpo das
fémeas, o0s espermatozoides sdo armazenados em tabulos especificos localizados
principalmente nas glandulas da juncdo Utero-vagina (Bakst, 1981). Breque et al. (2006)
destacaram que as glandulas da juncdo Utero-vagina proporcionam para 0S
espermatozoides uma barreira protetiva, composta pelos principais antioxidantes e
enzimas do sistema antioxidante (Vitamina E, C, carotenoides, SOD, GSH-Px e Ca)
contra a oxidacdo lipidica, a qual, foi parcialmente modificada pela suplementacdo de
vitamina E. Dependendo de fatores como a espécie, idade, composi¢do dos
espermatozoides e genética, 0s espermatozoides podem ser armazenados por longos
periodos no trato reprodutivo das fémeas, entretanto para maior viabilidade da fertilidade
a exposi¢do constante aos machos é necessaria (Bakst et al., 1994). Em codornas, a
duracdo média da fertilidade apds a copula é de 6,3 dias (Sittmann & Abplanalp, 1965).
A fertilidade é reduzida em funcéo da idade das matrizes (Santos et al., 2013) e da
oxidacdo lipidica das membranas espermaticas (Breque et al., 2006). Outro importante

componente € o plasma semanal, pois em conjunto com o sistema antioxidante protege
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o0s espermatozoides do estresse oxidativo do ambiente do sistema reprodutivo da fémea
(Kobayashi et al., 1991).

1.8.2 Estresse oxidativo como causa da infertilidade

Os espermatozoides das aves sdo Unicos em sua composicdo, com
aproximadamente 50 % de PUFAs (Surai et al., 2006), que € necesséria para manter as
propriedades especificas da membrana. Entretanto, torna os espermatozoides altamente
susceptiveis a peroxidacéo lipidica e os leucdcitos quando oxidados também produzem
perdxidos (EROS), que prejudicam a qualidade do sémen (Henkel, 2011). A oxidacao
lipidica que é causada por moléculas livres de oxigénio (-O2) derivada da respiracéo
celular e clivagem do NAD e NADPH, a membrana dos espermatozoides é protegida pela
vitamina E, que atua na superficie da membrana, pela vitamina C, que age no meio
extracelular e por carotenoides que estdo localizados no meio intracelular. Estes trés
elementos antioxidantes interagem sinergicamente com as enzimas do sistema
antioxidante (SOD, GSP-Px e CA) melhorando a atividade do sistema antioxidante e a
viabilidade, motilidade e o potencial de fertilizacao (Surai et al., 2006).

O plasma seminal de aves contém grande quantidade destes nutrientes
antioxidantes e enzimas supracitadas providenciando protecdo aos espermatozoides
contra a oxidacdao lipidica. Dentre os fluidos corpéreos é o que contém maior
concentracdo de antioxidantes (Henkel, 2011).

A oxidacdo inativa as funcBes de determinadas moléculas e prejudica a
motilidade dos espermatozoides e a capacidade de os mesmos penetrarem o o006cito,
contribuindo para a infertilidade aumentando a infertilidade (Aitken & Fisher, 1994). A
quantidade produzida de ROS na oxidacdo dos espermatozoides e tem correlacdo
negativa com a qualidade do sémen (Gomez et al., 1998). A peroxidacdo lipidica
prejudica a estrutura celular, motilidade, qualidade do sémen e também afeta a funcdo do

DNA, inativando as células que sintetizam os espermatozoides (Surai et al., 2006)

1.8.3 Efeito da idade sobre a fertilidade

A reducdo da fertilidade dos reprodutores pode ser afetada pela idade dos
reprodutores. Avaliando o efeito da idade sobre a fertilidade, eclodibilidade e
mortalidade, foi encontrado em reprodutores mais velhos a reducdo do numero de
espermatozoides, a fertilidade e o aumento da mortalidade embrionaria (Santos et al.,
2015). A membrana espermaética é temporariamente protegida da peroxidacdo pela
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atividade antioxidante do plasma seminal Entretanto, apds a coOpula, este efeito é
substituido pelo fluido secretado pelo oviduto e pelas glandulas de armazenamento, que
dispdem de barreira contra a oxidacéo lipidica (vitamina C e E,GSH-Px e SOD) que
protegem os espermatozoides durante o tempo em que estes permanecem no oviduto.
Entretanto, em aves com idade avancada esta barreira ndo € tdo eficiente quanto em
galinhas jovens, explicando a queda de fertilidade em aves mais velhas. A idade dos
reprodutores afetam diretamente a qualidade do sémen, diminuindo o volume do sémen
ejaculado (Zhang et al., 1999), concentracdo espermatica (Hocking & Bernard, 1997).
Possivelmente isto ocorra pela maior producdo de perdxidos em aves mais velhas. Weir
& Robaire (2007) compararam a atividade enzimética antioxidante dos espermatozoides
e a producdo de ROS na maturacdo de espermatozoides de ratos novos e velhos e
observaram queda na capacidade antioxidante associada ao aumento na producéo de ROS
com o envelhecimento dos animais. Os autores concluiram que a queda na qualidade
espermatica de animais velhos estd associada a maior susceptibilidade dos
espermatozoides aos danos oxidativos.

A associacdo entre a Cx+25-(OH)D3z, no desempenho de incubagdo em indices
como a eclodibilidade, fertilidade, mortalidade e infertilidade e na qualidade do pintinho.
No status antioxidante da gema, do vitelo durante o processo de incubacéo e na ecloséo e
no tecido hepatico e muscular do peito, no final da incubacdo e na primeira semana de
vida de pintinhos oriundos de reprodutores suplementados com niveis crescentes de
Cx+25-(OH)Ds e do armazenamento antes da incubacdo. Entdo avaliar como se
comportam esses processos fisiolégicos em funcdo de diferentes niveis de Cx+25-

(OH)D3 é necessario para maximizar o uso desta associagdo em matrizes.
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I11. Objetivo Geral

Estudar os efeitos da suplementacdo de diferentes niveis da associacdo da
Cx+25-(OH)D3 em reprodutores de codornas europeias sobre o desempenho
produtivo, a qualidade do ovo, o sistema reprodutivo e o status antioxidante na

gema do ovo, no contetdo vitelinico, figado e musculo.

I11.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da suplementacdo da Cx+25-(OH)D3 sobre:

Experimento I:
- Desempenho produtivo,
- Coloracdo da gema as variaveis bioquimicas,
- Variaveis bioguimicas,
- Tecidos dsseos,
- Status antioxidante no figado e no soro sanguineo durante o ciclo

produtivo.

Experimento II:
- O desempenho reprodutivo e a qualidade do pintinho e o desenvolvimento
embrionario da progénie de reprodutores de codornas europeias em
diferentes idades.
- A fertilidade,
- A idade das matrizes.

Experimento IlI:
- O status antioxidante na gema do ovo,
- O status antioxidante no conteudo vitelinico durante o periodo de
incubacdo até a eclosdo que foi de 17,5 dias,
- O status antioxidante no figado e no masculo no final da incubagéo e na

primeira semana de vida.
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IV. Efeito da cantaxantina associada ao 25-Hidroxicolecalciferol sobre o
desempenho produtivo, tecidos dsseos e status antioxidante em reprodutores de
codorna europeia.

Resumo

O objetivo foi avaliar os efeitos da cantaxantina (Cx) associada ao metabdlito 25
— hidroxicolicalciferol (25-(OH)Dz), sobre variaveis produtivas, qualidade interna e
externa do ovo, matéria mineral da casca, fémur e tibiotarso, bioquimica sérica e analises
antioxidantes no soro sanguineo e figado. Foram utilizadas 240 matrizes de codornas
distribuidas em um delineamento experimental inteiramente ao acaso, com cinco dietas e
oito repeticbes, com quatro fémeas e dois machos. As dietas experimentais foram: (0)
dieta basal (vitamina D3 2000 Ul); (3) dieta basal + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)D3);
(6) dieta basal + (6 ppm de Cx +2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx +
4.140 Ul 25-(OH)D3); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)Ds). As
variaveis de desempenho produtivo, qualidade interna e externa nao foram influenciadas
pelos niveis de Cx+25-(OH)Ds. A cor da gema foi influenciada pela dieta de Cx+25-
(OH)Ds. Na anélise de matéria mineral da casca dos ovos, a % matéria seca diminuiu
linearmente conforme os niveis de Cx+25-(OH)D3 aumentaram na dieta. J& a % Cinzas
na matéria seca respondeu de modo quadratico (P=0,04), assim como a % Ca (P=0,02)
em funcgdo dos niveis de Cx+25-(OH)Ds. Nas andlises antioxidantes (DPPH e TBARS),
houve influéncia dos niveis de Cx+25-(OH)Ds, com comportamento linear no soro dos
machos (P<0,001) e quadratico crescente (P<0,001) sobre o DPPH no soro das fémeas e
decrescente para TBARS no figado das fémeas e dos machos. As analises de bioquimicas
sérica dos machos e das fémeas foram influenciadas (P<0,05) pelos niveis de Cx+25-
(OH)Ds. Nas fémeas, as proteinas totais diminuiram linearmente, (P=0,046) e a albumina,
fésforo, célcio, célcio idnico e fosfatase decresceram de forma quadratica (P<0,05). Nas
analises dsseas a matéria mineral das fémeas, houve comportamento quadratico
decrescente (P<0,05) da matéria seca, cinzas e calcio no fémur e no tibiotarso da matéria
seca e calcio. Ja nos machos, as variaveis analisadas no fémur ndo foram influenciadas
(P>0,05) e no tibiotarso as cinzas diminuiram linearmente enquanto o célcio apresentou
comportamento quadratico crescente (P<0,001). Concluindo que a Cx+25-(OH)Ds
beneficia principalmente o metabolismo do célcio e fosforo e sistema antioxidante
quando suplementados para matrizes de codornas europeias com 26 a 42 semanas de
idade.

Palavras-chave: Carotenoides, Vitamina D, DPPH, TBARS, tibia,, gema do ovo.



36

IV. Effect of canthaxanthin associated with 25-Hydroxycholecalciferol on the
productive performance and antioxidant status of European quail reproductive.

Abstract

The objective was to evaluate the effects of cantaxanthin (Cx) associated with the
metabolite 25 - hydroxyolicalciferol (25-(OH)Ds) on productive variables, internal and
external egg quality, eggshell, femur and tibiotarsus mineral matter, serum biochemistry
and antioxidants of serum and liver. Twenty-four quail matrices distributed in a
completely randomized experimental design with five diets and eight replicates, four
females and two males were used. The experimental diets were: (0) basal diet (vitamin
D3 2000 IU); (3) basal diet + (3 ppm Cx + 1380 IU 25-(OH)D3); (6) basal diet + (6 ppm
Cx + 2.760 1U 25-(OH)Ds); (9) basal diet + (9 ppm Cx + 4,140 Ul 25- (OH) D 3); (12)
basal diet + (12 ppm Cx +5,520 1U 25-(OH)Ds). The variables of productive performance,
internal and external quality were not influenced by Cx+25-(OH)D3 levels. In the mineral
matter analysis of the eggshell, the dry matter content decreased linearly as the levels of
Cx+25-(OH)Ds increased in the diet. The ash% in the dry matter (P = 0.04), as well as
the% Ca (P = 0.02) responded in a quadratic way in function of Cx+25-(OH)Ds levels. In
the antioxidant analyzes (DPPH and TBARS), there were effect of the Cx+25-(OH)D3
levels, with linear behavior in the males serum (P <0.001) and increasing quadratic (P
<0.001) on DPPH in females and decreasing for TBARS in females and males. The serum
biochemical analyzes of males and females were influenced (P <0.05) by levels of Cx+25-
(OH)Ds. In females, total proteins decreased linearly (P = 0.046) and albumin,
phosphorus, calcium, ionic calcium and phosphatase decreased in a quadratic way (P
<0.05). In the bone analysis, bone breakage was not influenced (P> 0.05) in females.
However in males, the hardness of bone deformation in the tibiotarsus was influenced in
an increasing quadratic way (P = 0.04). On the mineral matter of the females, there was
a quadratic behavior (P <0.05) of the dry matter, ashes and calcium in the femur and in
the tibiotarsus the same behavior occurred of the dry matter and calcium. In males, the
variables analyzed in the femur were not influenced (P> 0.05). However, in the tibiotarsus
the ashes decreased linearly while the calcium showed increasing quadratic behavior (P
<0.001). We conclude that Cx+25-(OH)Ds benefits several metabolisms, especially
calcium and phosphorus and antioxidant system when supplemented for matings of
European quails with 26 to 42 weeks of age,

Key words: Carotenoids, Vitamin D3, DPPH, TBARS, Tibia, Yolk egg.
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1. Introducéo

A suplementacdo de cantaxantina (Cx) associada a metabolitos da vitamina D (25
hidrocolecalciferol ou calcitriol ou 25-(OH)Ds3) tem sido usada na dieta de reprodutores
na avicultura comercial, com efeitos benéficos sobre a qualidade da casca (Bar et., al
1980) e na viabilidade dos reprodutores e da progénie (Pappas et al., 2005; Surai et al.,
2001b).

A Cx é um carotenoide lipossoluvel da familia das xantofilas, assim como a
luteina, a zeaxantina e a B-Criptoxantina e estdo presentes em diversas plantas como o
milho, alfafa, espinafre, entre outras (Moros et al., 2002). No milho, as xantofilas, sdo
encontradas principalmente no endosperma e podem estar presentes na quantidade de 11
a 30 mg/kg (Moros et al., 2002). O milho contém diversos carotenoides, principalmente
da familia xantofil, avaliando a concentragdo de Cx no milho, foi determinada a
concentracédo de 0,98 ppm (Rivera e Canela, 2012).

A Cx dietética é absorvida no intestino delgado e depositada em tecidos lipidicos
e membranas biologicas. Em aves, isto ocorre na gema do ovo (Spada et al., 2016a), no
figado (Surai et al., 2003), nas penas (Ren et al., 2016a), pernas, carne e na gordura
abdominal (Tunio et al., 2013). A concentracdo de carotenoides na gema do ovo
aumentou de 1,98 mg/kg para 27,8 mg/kg de gema do ovo em reprodutores
suplementados com Cx (Rosa et al., 2016).

A gema do ovo, 0s espermatozoides e 0s tecidos embrionarios sdo ricos em acidos
graxos poli-insaturados (PUFAS) que sdo susceptiveis a oxidacdo e constituem as
membranas bioldgicas. A Cx possui propriedades antioxidantes in vivo e in vitro (Surali,
2002), que estdo associadas a sua capacidade de remover radicais livres no metabolismo
em geral, espécies reativas a oxigénio (ROS), ao nitrogénio (RNS) e de produtos tdxicos
ao metabolismo (Rocha et al., 2010a; Surai et al., 2001a; Surai, 2012). Desta forma a
maior concentracdo de Cx nesses tecidos pode melhorar o sistema antioxidante e assim
aumentar a protecdo dos PUFA em membranas bioldgicas (Surai et al., 2003).

A vitamina D esta relacionada com o ciclo do célcio e do fosforo, atuando
principalmente na absorc¢éo e reciclagem do calcio no intestino (Berridge et al., 2003). O
metabdlito 25-(OH)Dz é de duas a quatro vezes mais disponivel e é absorvido cerca de
20 % a mais do que a vitamina D3z (Edwards Jr et al., 1992). Consequentemente, o nivel

circulante de calcio para a producdo de ovos pode ser maior (Sun et al., 2013). Desta
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forma a suplementacdo com 25-(OH)Ds interfere na taxa de postura, na qualidade da
casca, no numero de ovos quebrados €, de forma indireta, na fertilidade. Para a progénie,
maiores niveis de 25-(OH)D3 na gema pode influenciar a formacdo do esqueleto 6sseo do
embrido e nas primeiras semanas de vida (Saunders-Blade e Kover et al., 2015).

Diversos estudos tem sido realizados em matrizes de aves comerciais avaliando
os efeitos isolados da Cx ou associados ao metabdlito 25-(OH)Ds. Nas matrizes de frango
de corte, a suplementacdo com Cx tem demonstrado efeitos positivos sobre a resposta do
sistema imune, proliferacdo de células, formacéo de criptas do intestino e no desempenho
reprodutivo de matrizes, melhorando a eclodibilidade fertilidade e mortalidade
embrionaria (Esatbeyoglu e Rimbach, 2016; Rosa et al., 2012). Para o metabdlito 25-
(OH)D3 0s efeitos positivos descritos ocorrem na producao de ovos, na eclodibilidade, no
sistema imune, na qualidade da casca do ovo, no nimero de ovos quebrados e no nivel de
calcio disponivel para o0 embrido durante a incubacao e na primeira semana de vida (Bar
et al., 1980). E, para a associacdo entre a Cx e o metabolito 25-(OH)Ds os efeitos
benéficos foram relatados na coloracao da gema, na atividade do sistema antioxidante, no
peso corporal e no metabolismo de calcio da progénie (Ren et al., 2016 b,c)

Neste contexto, o objetivo foi avaliar os efeitos da associacdo entre a Cx+25-
(OH)D3 sobre variaveis de desempenho produtivo, qualidade interna e externa do ovo,
matéria mineral da casca, varidveis bioquimicas, status antioxidante e morfologia 6ssea

em reprodutores de codornas europeias.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Coturnicultura da Fazenda Experimental
de Iguatemi (FEI), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual
de Maringa (CCA/UEM), localizada no Estado do Parana (23°21°S, 52°04’W, a altitude
de 564 m). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacio (CEUA/UEM), tendo sido
aprovados para execuc¢do (7846161115).

2.1 Animais, instalacdo e manejo
O galpéo de postura utilizado foi do tipo convencional, com cobertura de telha de
barro, piso e paredes laterais de alvenaria com 1,20 m de altura, completadas com tela de

arame até o telhado e cortinas laterais mdveis. Com duas semanas de antecedéncia ao
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inicio do experimento, os reprodutores foram alojados em gaiolas de arame galvanizado
(25x39 cm) com nipple na parte superior e comedouro tipo calha em frente as gaiolas,
para a determinacgéo do peso corporal dos reprodutores e a producdo de ovos gaiolas.
Cada gaiola continha quatro fémeas e dois machos, que foram uniformizados de
acordo com o peso corporal (292,01+17,82 e 251,84+19,07) e a producdo de ovos. O
alimento e a 4gua foram fornecidos ad libtum e o programa de luz adotado foi de 17 horas
de luz (natural + artificial) + 7 horas de escuro. Os machos e as fémeas receberam a
mesma racdo por compartilharem a mesma gaiola. As médias de temperatura, maxima
(30,41 + 5,41°C) e minima (18,48 + 3,75°C) assim como de umidade, maxima (45,36 +
14,55°C) e minima (21,93 + 12,14°C), foram medidas por meio de termo higrémetro

digital, diariamente, dentro do galpéo.

2.2 Delineamento experimental e dietas

Foram utilizados 240 reprodutores de codornas de corte com 26 semanas de idade,
que foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente ao acaso, com
cinco dietas e oito repeti¢cdes, sendo a gaiola composta por quatro fémeas e dois machos,
representando a unidade experimental. As dieta experimentais foram: (0) dieta basal
(vitaminaD3 2000 Ul); (3) dieta basal + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)D3); (6) dieta
basal + (6 ppm de Cx +2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul
25-(OH)D3); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)D3). O fornecimento
das racdes experimentais iniciou 14 dias antes do inicio do experimento para a adaptacéo
dos animais. As racdes experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de soja,
vitaminas, minerais e seguindo recomendacfes propostas por Rostagno et al. (2005)
(Tabela 1).

Para manter as dietas isoenergéticas e isoproteicas, foi incluido na dieta basal o
inerte, sendo substituido conforme a adicdo da Cx+25-(OH)Ds nas dietas experimentais.
Os niveis de suplementacdo de vitamina Dz foram atendidos com o uso do premix
vitaminico e o acréscimo do metabdlito 25-(OH)Ds ocorreu em associagdo com a Cx, por

meio do fornecimento de um produto comercial.
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Tabela 1. Composicdo centesimal, quimica e energética das ragdes experimentais
contendo Cx+25-(OH)D3 para reprodutores de codornas europeias, na fase de postura.

Ingredientes % Dietas experimentais

0 3 6 9 12
Milho 51,76 51,76 51,76 51,76 51,76
Farelo de Soja 37,03 37,03 37,03 37,03 37,03
Calcério 5,85 5,85 5,85 5,85 5,85
Oleo de soja 2,88 2,88 2,88 2,88 2,88
Fosfato Bi calcico 1,29 1,29 1,29 1,29 1,29
Premix vit+min?! 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Sal comum 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
DI- Metionina (98,5 %) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
L-Lisina (76,5%) 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Inerte? 0,20 0,15 0,10 0,05 0,0
MaxiChick ® 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Composigéo Calculada
Proteina bruta % 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00
Energia metabolizvel (kcal/kg) 2,850 2,850 2,850 2,850 2,850
Calcio (%) 2,700 2,700 2,700 2,700 2,700
Cloro (%) 0,248 0,248 0,248 0,248 0,248
Fosforo Disp (%) 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350
Potassio (%) 0,828 0,828 0,828 0,828 0,828
Sddio 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Lys dig % 1,097 1,097 1,097 1,097 1,097
Met dig % 0,480 0,480 0,480 0,480 0,480
Met + Cys dig % 0,767 0,767 0,767 0,767 0,767
Cantaxantina (mg/kg) 0,000 3,000 6,000 9,000 12,000
Vitamina D3 (UI/Kg) 500 1.380 2.760 4.140 5.520

1Suplemento vitaminico e mineral — Niveis de garantia por kg de racdo: Vit. A —2.500.000 Ul; Vit. D3 —
500.000 Ul; Vit. E—5.000 UI; Vit. B1 — 625 mg; Vit. B2 — 1.500 mg/Kg; Vit. B6 — 1.250 mg/kg; Vit. B12
—5.000 UI; Vit. K3 — 750 mg; Pantotenato de Célcio — 3.000 mg; Niacina — 6.000 mg/Kg; Acido félico -
250 mg/Kg; Biotina — 50,0 mg/Kg; Colina — 75 g/Kg; Antioxidante (Butil Hidroxi Tolueno — BHT) — 1.000
mg/Kg; Zinco — 13 g/ Kg; Ferro — 13 g/Kg; Manganés — 15 g/Kg; Cobre — 3.000 mg/Kg; Cobalto — 50
mg/Kg; lodo — 250 mg/Kg; Selénio — 63 mg/Kg; Veiculo Q.S.P. (Caulim) — 1.000 g/Kg. ? Inerte—Caulim;

MaxiChick ®: cantaxantina (6 mg/Kg) + 25-hidroxicolecalciferol (2.760 Ul/Kg) - DSM, Séo Paulo — SP.

2.3 Desempenho Produtivo

O desempenho produtivo foi avaliado em reprodutores de codornas de corte com
26 a 42 semanas de idades. Foram utilizados cinco ciclos de produgdo com 21 dias em
cada ciclo. As ragdes, as sobras e os ovos foram coletados semanalmente e as aves mortas
foram contabilizadas diariamente para corre¢do do consumo de racao e das variaveis de
producéo de ovos. A coleta de ovos foi realizada diariamente as 8h, para determinar as
seguintes varidveis: consumo de racdo diario (g/dia), conversdo alimentar referente ao

consumido de racdo e em relacéo & producgdo de massa de ovos — CA(kg/kg), que € obtida
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por meio da relacdo entre o consumo de racdo diaria e a massa de ovos, sendo calculada
pela equagdo: CAMO (g de ovos™) = consumo de racio diario (g) / massa de ovos (g ovos
ave dia), conversdo alimentar relacionada ao consumo alimentar e a producio de ddzia
de ovos — CA (kg/dz), que foi calculada pela equacédo: consumo de ragéo total/duzia de
ovos produzidos e a taxa de postura foi estimada pela divisdo do nimero de ovos
produzidos pelo total de aves da unidade experimental, dada por: Taxa de postura (%) =
(ndmero de ovos produzidos / numero de aves alojadas) x 100. A massa de ovos foi
determinada multiplicando a producéo de ovos pelo peso médio dos ovos, de acordo com
aequacio: Massa de ovos (g ovos ave dia™t) = (peso médio dos ovos (g) x nimero de ovos
produzidos) / numero de aves alojadas.

2.3.1 Qualidade interna e externa dos ovos

Nos trés ultimos dias de cada ciclo, foram realizadas analises de qualidade interna
e externa dos ovos, coloracdo de gema e peso médio dos ovos. Para isto, apenas ovos
integros foram utilizados. As variaveis analisadas foram: peso médio dos ovos (Q),
gravidade especifica (g/ml), indice de Gema (%) (IG), Unidade Haugh (%) (UH), %
casca, % gema, % albumen, peso de casca por superficie de area (g), espessura da casca
(mm) e coloracgdo da gema. Além destas variaveis, foram analisadas a matéria seca, por
meio da % de matéria seca, % cinzas e % calcio na casca (estrutura externa) dos ovos
utilizados para as andlises das varidveis de qualidade interna e externa nos dois Gltimos
ciclos de postura.

A gravidade especifica foi obtida imergindo todos os ovos em diferentes
concentracdes de solucdo salina, utilizando solu¢bes com densidade ajustada por meio de
densimetro de Baumé, variando 0,005 g mL™ desde 1,058 a 1,086 g mL*; de acordo com
a metodologia descrita por Hamilton (1982).

Os ovos foram identificados, pesados individualmente e seccionados na porgao
equatorial, utilizando tesoura cirdrgica. O contetdo interno foi despejado sobre um vidro
para a determinacdo da altura (mm) e do diametro (mm) da gema e do albumen por meio
do paquimetro digital (Digimess, com precisdo de 0,02 mm). A determinacdo da altura
da gema ocorreu no ponto mais alto e no albimen, a medida foi realizada na regido mais
proxima a gema. O didmetro foi representado pela média de duas mensuracGes
transversais, tanto da gema quanto do albumen. Por meio destes dados, foram

determinadas as variaveis |G, dada por: IG = (altura de gema (mm) / didmetro de gema



42

(mm)) x 100; e a UH, calculada de acordo com Card e Nesheim (1966), considerando a
altura do albimen (A) e o peso do ovo (PO): UH =100 log (A + 7,57 — 1,7 x PQ%37),

Nas gemas, foram determinadas a luminosidade (L*) com valores variando de
branco (0) a preto (100), e as intensidades de cores a*, com faixa de cor entre vermelho
(+) e verde (-); e b*, que varia de amarelo (+) a azul (-). Em seguida, as gemas foram
pesadas individualmente em balanca de precisdo, e o0 peso do albimen foi obtido
subtraindo-se do peso do ovo, da gema e da casca. Os dados de peso permitiram
quantificar as porcentagens de gema, albimen e casca em relacdo ao peso do ovo, de
acordo com a equacdo: % do componente = (peso do componente (g) / peso do ovo (g))
x 100.

Apds a seccdo do ovo, as cascas foram lavadas, secas e armazenadas em
temperatura ambiente para pesagem e mensuracdo da espessura (mm). As medidas de
espessura foram realizadas em quatro pontos distintos na regido equatorial, empregando
medidor de espessura (Mitutoyo®, modelo 700-118 “Quick Mini”).

2.4 Coleta e armazenamento de amostras

As amostras sanguineas foram coletadas com e sem anticoagulante, para obtengédo
do plasma e soro. As amostras foram centrifugadas (15.000 rpm x g durante 15minutos),
e congeladas em freezer -20° C. E, as amostras de figado, ducto deferente e mucosa da
vagina foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas no freezer a -80°C.

Ao término dos cinco ciclos (42 semanas de idade), oito matrizes de cada sexo por
dieta experimental foram sacrificadas durante o periodo matutino e foram coletadas as
seguintes amostras: 0ssos dos membros pélvicos (fémur e tibiotarso), mucosa da vagina,
testiculos, ductos deferentes, figado, plasma e soro sanguineo.

As matrizes utilizadas para obtengdo de soro e amostras de visceras e 0ssos foram
eutanasiadas por injecdo intra-abdominal de barbitdrico (tiopental sédico 25 mg/kg de
peso Vivo associado a lidocaina) e comprovada a anestesia por imobilidade e auséncia de
reacdo a estimulos palpebral e corneal, as aves foram sacrificadas por deslocamento
cervical. Todas as partes dos cadaveres e visceras resultantes dos experimentos nédo
utilizadas na pesquisa foram congeladas e enviadas para o incinerador do Biotério da
UEM.

Os testiculos foram fixados por imersdo em solugdo de paraformol 4% e 0s 0ss0s
tibiotarso e fémur do membro pelvico foram dissecados, armazenados em gases e

congelados a -20 °C, para as analises mecénicas, morfométricas e de matéria mineral.
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2.4.1 Analises bioquimicas

No soro ou plasma (n=4/sexo/dietas experimentais), foram analisadas as seguintes
variaveis: Albumina (Alb), Proteinas totais (PT), fosfatase, fosforo (P), célcio (Ca), estas
varidveis foram analisadas pelo método colorimétrico, por meio de kits comerciais (Gold
Analisa), seguindo os procedimentos operacionais padroes (POP) descritos nos mesmos.
E o célcio ibnico (Cal) foi determinado por meio dos dados de albumina, fésforo e célcio

na seguinte formula:

Caélcio ibnico = (6 x calcio-(0,19 x fésforo) + albumina + 3) + (0,19xfosforo)

+albumina+6)

2.4.2 Analises 0sseas

As varidveis referentes a resisténcia 6ssea do fémur e do tibiotarso foram
analisadas no texturdmetro (Brookfield, CT3, U.S.A). Os ossos foram posicionados,
sobre uma plataforma de metal, apoiando a regido das epifises, deixando livre a regido
central em posicdo antero-posterior, com um teste de trés pontos sendo expressos em
newton (N). A forca foi aplicada na regido da diéfise, padronizando a regido para todos
0s 0ss0s, com uma Unica velocidade de descida da sonda para aplicacdo da forca de 5
mm/s e o valor utilizado de carga foi 500 g, de modo que a forc¢a aplicada foi mensurada
no momento imediatamente anterior a ruptura do 0sso, entretanto, a distancia entre 0s
apoios foi especifica para cada tipo de 0sso. As variaveis analisadas foram: resisténcia a
quebra (kg/kf) e deformagéo na dureza (mm).

As analises de matéria mineral foram realizadas no fémur e tibiotarso (n=
8/sexol/dietas experimentais), utilizando as variaveis de percentagem de matéria seca,
cinzas e célcio. As amostras foram colocadas em estufa a 55°C dentro de cadinhos
calcinados, por 72 horas, e posteriormente, pesadas em balanca de precisdo. Apds a
pesagem, foram levadas para a estufa com 105°C por mais 24 horas. Apés este periodo,
as amostras foram pesadas e calcinadas em mufla a 600°C por 6 horas, sendo feita a
pesagem apds 30 minutos para o resfriamento das amostras. Por meio destes dados de
pesagem, foi determinada a percentagem de cinzas na materia seca. A partir das cinzas,
foram preparadas as solug¢fes minerais, para as determinagdes de célcio, que foram feitas

por espectrofotometria de chamas.
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2.4.3 Andlises histoldgicas de testiculo

As amostras de testiculos foram processadas na rotina histolégica, emblocadas em
parafina, cortadas com 5 pm e coradas com HE. Os cortes foram analisados em
microscopio de luz (Motic2.0, Hong Kong, China) e imagens digitais foram obtidas e
analisadas no software Image J2. Para cada varidvel de didmetro e espessura dos tubulos
seminiferos, foram obtidas 20 mensuracGes por ave na objetiva de 20 x.

2.5 Anélises antioxidantes

Para a extragdo lipidica do tecido hepatico, oito amostras das matrizes de cada
sexo e niveis de Cx+25-(OH)D3, armazenadas em -80 °C, foram maceradas em nitrogénio
liquido, pesadas 200 ug, e homogeneizadas com 1,8 mL de metanol diluido em &gua
destilada (1;2 mL:mL), por 10 segundos em vortex, e centrifugadas (3000 rpm x g por 20
minutos) (Hermle, modelo Z323 K, Germany), para recuperacdo de 1,5 mL do
sobrenadante (tecido hepatico proteinizado). Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de &cido
tricloroacético (TCA 10%; 1:1 v:v) e homogeneizado por 10 segundos, em vortex, sendo
posteriormente centrifugado (3000 rpm x g, por 20 min). O sobrenadante (tecido hepatico
desproteinizado) foi congelado em freezer — 20 °C e utilizado nas analises antioxidantes.

Na extracdo lipidica do soro sanguineo, quatro amostras das matrizes de cada sexo
e niveis de Cx+25-(OH)Ds, armazenadas em -20 °C, foram descongeladas e com 0 uso
de micropipetas de precisdo, foi pipetado 200 pL do soro em 200 pL de TCA 10% em
tubo falcon, e homogeneizado por 10 segundos em vortex, sendo posteriormente
centrifugado (9.500 rpm x g por 10 minutos). O sobrenadante (soro desproteinizado) foi

analisado em seguida, determinando-se a capacidade redutora de radicais livres.

2.5.1 Percentagem da capacidade redutora de radicais livre (% DPPH)

A capacidade redutora de radicais livres do 2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil
(DPPH) foi determinada pelo método de DPPH (Sigma-Aldrich D9132), adaptado de
Brand-Williams et al. (1995).

Para o extrato do tecido hepético desproteinizado, foi determinada a absorbancia
de 1,85 mL da solucdo de DPPH (0,06mM/L) pipetada em microcubeta em 515 nm, apds
dois minutos de incubacdo a temperatura ambiente (20 °C), com o uso de
espectrofotbmetro (Biospectro, modelo SP-22, China, Ninbo Province). Posteriormente,
foi adicionado em tubo falcon envolto em papel aluminio, que continha 150 pl do extrato

e homogeneizado em vortex por 10 segundos, sendo que apos 30 minutos foi mensurada



45

a absorbancia em 515 nm, representando a decomposi¢cdo do DPPH neste tempo. Como
controle, foi utilizado 150pl de alcool metilico 100%, com 1,85 mL da solugdo de DPPH
e mensurado sua absorbancia em 515 nm, para calibrar o espectrofotdmetro.

E para determinar a capacidade redutora no extrato sanguineo, um volume total
de 1,80 mL da solugdo de DPPH (0,06mM/L) foi pipetado em microcubeta de vidro e
mensurado sua absorbancia em 515 nm apds dois minutos de incubacdo a temperatura
ambiente (20° C), com o uso de espectrofotdmetro. Posteriormente, foi adicionado em
tubo falcon envolto em papel aluminio que continha 100ul de soro desproteinizado, e
homogeneizado em vortex por 10 segundos. Apdés 30 minutos, foi mensurada a
absorbancia em 515 nm, determinando a decomposi¢cdo do DPPH neste tempo. Como
controle, foi utilizado 100 puL homogeneizado com 1,8 mL da solucdo de DPPH e
mensurada sua absorbancia em 515nm, para calibrar o espectrofotémetro.

Os resultados da decomposicdo do DPPH foram expressos em percentagem de
capacidade redutora de radicais livres (% DPPH), que foi calculada pela seguinte
equacao:

% DPPH = (1- (A amostra T (30)/ A amostras T(0)) x 100
Em que:
A amostra: Absorbancia da amostra no tempo zero;

A amostras: Absorbancia das amostras durante os tempos.

2.5.2 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no tecido hepatico

Para a curva padrdo do TBARS, foram preparadas solucGes com 1,3,3-
tetrametoxipropano e metanol 50 % (0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mM), e uma aliquota de
0,500 pL foi adicionada a 2,0 mL da solucdo de TBA em tubo falcon, colocados em banho
fervente (100° C) durante 15 minutos e ap6s 5 minutos, foi mensurada sua absorbancia
em 532 nm em espectrofotometro. Os resultados de absorbéncia foram utilizados para
determinar a equagdo da curva padrdo, que so foi utilizada com R? > 0,99.

A peroxidacdo lipidica foi determinada pelo método de TBARS, adaptado de
Chrzczanowicz et al. (2008). Para isto, uma aliquota de 500 pL do extrato de tecido
hepéatico desproteinizado foi homogeneizado com 2,0 mL da solugdo de acido
tiobarbitarico (TBA) (TBA 1%, TCA 10% e HCL 0,06%), e colocado em banho fervente
(100°C), durante 15 minutos. Apds cinco minutos, a leitura foi realizada em 532 nm em

espectrofotdbmetro. Como controle, foi utilizado 0,500 pL da solucéo de alcool metilico e
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aguadestilada (1:2 mL:mL) com 2,0 mL da solucdo de TBA e mensurada sua absorbancia
em 352 nm, para calibrar o espectrofotometro.

Os resultados de absorbancia representam a concentracdo de malonaldeido, que €
uma substancia reativa ao TBA. Estes resultados foram ajustados na curva padrao do

TBARS e convertidos para mg de malonaldeido (MDA mg/ kg de figado).

2.6 Andlises estatisticas
Foram utilizados 240 animais, em um delineamento inteiramente ao acaso (DIC)
com cinco dietas e oito repeti¢fes. As variaveis foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA), posteriormente os graus de liberdade referentes aos niveis de Cx+25-(OH)Ds
foram desdobrados em polindmios ortogonais, para obtencéo das equacgdes de regressao,
utilizando o modelos quadréatico. Os dados foram submetidos a analise de regressao, por
intermédio do procedimento GLM (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA), ao nivel de
significancia de 5%. Para obtencdo das meédias observadas, foi utilizado o PROC
MEANS, utilizando os niveis de Cx+25-(OH)D3z como variavel classificatoria.
O modelo estatistico adotado foi:
Y= Bo+ PiX1+ PoXo + ... + Bp-1Xp-1 + €
Em que:
Y = Variavel dependente
x1, X2,....Xp-1 = Varidveis independes
Bo, Bz, B2 ,..., Pp-1 = parametros da regressao
€ = Erro aleatorio
A significancias do modelo foi testada na equacao:
Smr = SQm do modelo da anova - SQm do modelo da regressao
Em que,
Smr = Significancia do modelo de regressao.
SQm = Soma dos quadrados médios.
Quando, P>0,05 houve significancia do modelo a 5% de significancia, aceitando
Ho.

3. Resultados e Discussao

A suplementacdo dos niveis de Cx+25-(OH)Ds nédo influenciou o desempenho
produtivo e a qualidade interna e externa do ovo (Tabela 2).
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Tabela 2- Desempenho produtivo (n=240 reprodutores), qualidade interna e externa da casca dos ovos ao longo de cinco ciclos (n=1800
0vo0s), composicao da casca realizada no 4° e 5° ciclo da producdo de ovos (n=720 ovos) de matrizes de codornas europeias suplementadas
com Cx+25-(0OH)Ds.

Variaveis Desempenho Qualidade de ovos Casca

CRL Postura CAZ CA2 MO? Zf/s;’ Grav’ UH® 1G® Alb Gema Casca Eaesga ESP”  Ms®  Cinzas  Calcio
Dietas *? ) (%) (kglkg)  (kg/dz) (@) (@) (o/ml) (%) (%) (%) (%) (%) (9) (mm) (%) (% MS) (%;VI 3
0 28,85 86,51 4,09 0,627 1096 12,86 1,17 89,61 0,458 61,24 31,04 7,72 100 0,222 97,59 79,64 33,66
3 28,65 87,97 3,91 0578 11,11 1264 1,16 89,90 0,460 61,84 30,22 7,94 1,04 0,230 97,64 86,25 37,56
6 28,84 87,25 3,92 0,656 11,05 12,79 1,15 8948 0451 61,42 3094 7,64 0,98 0,223 97,49 83,33 36,65
9 28,79 85,60 4,00 0,644 1087 12,48 1,17 90,02 0,463 61,21 3094 7,85 1,03 0,228 97,31 82,54 3523
12 28,81 83,69 411 0,631 10,73 12,79 1,15 89,73 0,461 61,33 30,94 7,73 1,03 0,226 97,08 79,69 33,16
Média 28,91 89,23 3,85 0,625 11,27 12,71 1,16 89,74 0,458 61,41 3081 7,78 1,01 0,226 97,41 82,47 35,41
CV (%) 1! 3,05 3,76 11,84 11,15 551 431 226 188 328 229 3,03 3,06 6,11 3,00 0,47 6,43 9,25
EPM ° 0,151 0,712 0,096 0,012 0,170 0,086 0,004 0,260 0,002 0,144 0,147 0,039 0,009 0,001 0,048 0,876 0,56
Regresséo P-valor
Linear 0,941 0,722 0,953 0,847 0,745 0,584 0,601 0,891 0,704 0,606 0583 0,71 0468 0416 0,030 0,012 0,011
Quadratico 0,914 0,707 0,954 0,996 0,815 0,381 0,957 0,922 0,580 0,651 0,484 0,654 0,410 0,427 0425 0,003 0,023
Equacdes de regressdo R? Cx 25-OH)D; PIY
Matéria seca da casca = 97,68-0,044Dietas 0,86 - - -
Cinzas da casca =80,589+1,484Dietas-0,134Dietas 2 0,68 5,40 2484 85,12
Ca na MS da casca =34,191+1,071Dietas-0,100Dietas? 0,86 5,22 2401 0,86

1CR= Consumo de racéo (g/dia);

2CA= Conversdo alimentar;

3 MO= Massa de ovos;

4 Grav = Gravidade especifica;

S UH = Unidade Haugh;

®1G = indice de gema;

" Esp = Espessura de casca;

8 MS= Matéria Seca da casca do ovo;

SEPM-= Erro padrdo da média;

% ponto de inflexdo;

11 CV (%) = Coeficiente de variagao.

12peso cas = Peso da casca do ovo;

12 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina Ds; (3) 200 Ul Vit D3 + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) 200 Ul Vit D3+ (6 ppm de Cx +2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-
(OH)Ds); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)D5).
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N&o houve efeito dos niveis de Cx+25-(OH)D3 para taxa de postura, conversao
alimentar (kg/kg e kg/dz), massa de ovos (g) e consumo de racdo (g/dia), peso do ovo,
gravidade especifica, unidade Haugh, indice de gema, percentagem de gema, albumen e
casca, peso da casca e espessura de casca (Tabela 2).0s parametros de desempenho como
a CA Kg/Dz e a CA Kg/Kg foram referentes a gaiolas com machos e fémeas, justificando
os resultados superiores em relagéo aos estudos realizados somente com fémeas.

Em galinhas poedeiras alimentadas com dietas a base de milho e soja, outros
autores (Cho et al., 2013; Duarte et al., 2015; Garcia et al., 2002; Khatun et al., 1999;
Rosa et al., 2012; Zhang et al., 2011a) ndo observaram influéncia da suplementagéo de
até 6 ppm de Cx sobre a taxa de postura, massa de ovos e CA Kg/Dz. Entretanto, para a
variavel taxa de postura, Cho et al, (2012) e Zhang et al, (2011b) observaram aumento da
taxa de postura em galinhas poedeiras recebendo dietas contendo sorgo e com adicdo de
2ppm de Cx em relacéo a dieta controle.

As diferencas, sobre a taxa de postura, podem ser justificadas em razdo da
substituicdo do milho pelo sorgo, uma vez que o sorgo € mais deficiente em nutrientes
essenciais, o efeito da Cx pode ser mais expressivo. Em pesquisas avaliando a qualidade
interna dos ovos em poedeiras (Cho et al., 2012; Garcia et al., 2002; Rocha et al., 2013;
Zhang et al., 2011b), ndo foi observada influéncia da Cx no peso do ovo, percentagem de
albumen, gema, casca, unidade Haugh e indice de gema.

O efeito da Cx sobre a qualidade do ovo pode estar relacionado com estrutura da
membrana lipidica da gema, pois segundo Xia et al. (2015), os carotenoides aumentam
0s espacos nas membranas fosfolipidicas quando na fase em gel, facilitando a
movimentacdo das moléculas, e, em sua fase liquida cristalina, desenvolvem funcées
relacionadas com a rigidez. Fato este que diminui o contato da gema com o oxigénio (O2),
preservando sua qualidade e melhorando a resisténcia da membrana vitelinica contra
rompimentos.

Na andlise da qualidade externa dos ovos, as variaveis de peso da casca (g) e
espessura da casca (mm) ndo foram influenciadas (P>0,05). Estes resultados corroboram
os autores Cho et al. (2012), que suplementaram 280 poedeiras da linhagem ISA Brown
e ndo verificaram influéncia do tratamento que continha 2,1 ppm de Cx sobre 0 peso da
casca (g) e espessura da casca (mm). Suplementando diferentes fontes da vitamina D3 na
dieta controle (3000 Ul D3) e na dieta teste (1500 Ul D3 + 3 ppm Ul Cx+ 7.140 25-
(OH)D3), para poedeiras com 49 e 66 semanas, ndo houve efeito (P>0,05) da dieta teste

em comparacao a dieta controle, em relagao as variaveis de peso de casca (g) e espessura
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de casca (mm) (Kdppeli etal., 2011). Diferindo deste resultado, em reprodutores de patos,
foram testados isoladamente a vitamina D3 (3000 Ul) e o metabdlito 25-(OH)D3 (2700
Ul) e a associacdo destes dois produtos (6 ppm + 2760 Ul E 3000 Ul, respectivamente).
Em relacdo ao peso do ovo, ndo houve influéncia das dietas. Entretanto, a associacdo da
vitamina Dz com o 25-(OH)Dz aumentou (P<0,05) a espessura de casca, que foi
mensurada entre a 382 e a 772 semanas (Ren et al., 2016a).

Em galinhas poedeiras de segundo ciclo de producdo (>70 semanas), 0 mesmo
efeito foi observado quando foi feita a comparacédo entre niveis de calcio associados a
vitamina D e seus metabdlitos 25-(OH)D3, 1, 25-(OH)D3, destacando que o 25-(OH)D3
melhorou a percentagem de casca, a espessura de casca (mm) e a gravidade especifica do
Nascimento et al. (2014).

Nessas pesquisas a diferenca de idade pode ter influenciado, pois nas galinhas
mais velhas (>70 semanas) influenciou a espessura de casca. Sabendo que aves mais
velhas possuem menor absorcao de célcio em relacdo as aves novas, a rapida absorcéo do
25-(OH)D3 pode ter maximizado a deposicéo de célcio na casca do ovo (Do Nascimento
et al. 2014).

Na analise da composi¢do da matéria mineral da casca dos ovos, a matéria seca
(MS) diminuiu linearmente conforme os niveis de Cx+25-(OH)Ds foram inclusos na
dieta. As cinzas na matéria seca e o céalcio, responderam de modo quadratico crescente
(P=0,04 e P=0,02), com valores maximos estimados nos niveis de 5,69 + 2561 e 5,35 +
2408 (ppm de Cx+25-(OH)D3), respectivamente (Tabela 2). A composicdo na matéria
seca do ovo reduziu, enquanto o teor de cinzas e calcio aumentou até aos niveis estimados,
indicando menor quantidade de 4gua e maior quantidade de minerais, principalmente o
calcio e o fosforo na casca dos ovos de matrizes de codornas europeias, fato que foi
confirmado com a maior percentagem de célcio na casca. Os resultados de percentagem
de matéria seca, cinzas e calcio sdo semelhantes ao apresentado por (Souza, 2016). Os
valores de célcio sdo semelhantes (30,06%) e de cinzas sdo préximas ao valor (87,56)
observado pelos autores Costa et al. (2011), em codornas japonesas. Entretanto, a maior
guantidade de calcio na casca do ovo ndo fez com que a espessura de casca (mm)
aumentasse (Tabela 1). A possivel explicacdo para isto € que o célcio atue na rigidez da
casca do ovo, provavelmente diminuindo o nimero de ovos quebrados. Reforgando esta
hipbtese, os autores Ren et al. (2016a) avaliaram o efeito da Cx+25-(OH)D3 com ou sem
vitamina D3, sobre variaveis de qualidade de ovo e observaram menores indices de ovos

quebrados dos reprodutores de patos.
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Com relacdo a analise da coloracdo da gema, foi observado que a luminosidade
L* (escuro (-) e claro (+)) teve comportamento quadratico decrescente (P<0,01), com
valor minimo de luminosidade predito no nivel de 10,24 ppm de Cx + 4608 Ul 25-(OH)D3
(Tabela 3). Enquanto, a intensidade a* (verde (-) a vermelho (+)) foi influenciada
(P<0,05) de forma quadrética crescente, com valor méximo estimado no nivel de 11,05
ppm de Cx+ 4973 Ul 25-(OH)Ds (Tabela 3).

Enquanto, a intensidade de coloracdo b* (azul (-) a amarelo (+), diminuiu
linearmente (P=0,04) conforme os niveis de Cx+25-(OH)Ds; aumentaram na racdo. A
suplementacdo de Cx+25-(OH)Ds aumentou a coloragdo vermelho-alaranjado na gema
do ovo, reduzindo a luminosidade e o tom de amarelo. E importante ressaltar que os
valores encontrados para a intensidade a* estdo de acordo com o Spada et al. (2016b),
que também verificaram valores negativos de a*. Os ovos de galinhas poedeiras e de
matrizes de codornas de corte apresentam baixos valores de cor vermelha na gema,
tornando a adicdo uma pratica comercial para alterar a coloragdo em fungao da preferéncia
do consumidor por ovos com gemas mais alaranjadas e também a alteracdes no sabor dos
ovos (Moura et al., 2009).

Tabela 3. Coloracdo de gemas nos ovos das matrizes de codornas europeias ao longo de
cinco ciclos, suplementadas com Cx+25-(OH)D3. (n=1800)

Coloragéo de gema Luminosidade Verde (-) a Azul (-) a
Dietas * *L Vermelho (+)  Amarelo (+)
0 59,44 -3,44 39,50

3 55,59 6,53 38,54

6 52,99 13,37 38,24

9 51,67 17,08 37,92
12 51,6 17,65 38,00
Média 54,42 10,25 38,47
CV (%) 2,29 15,2 3,71
EPM! 0,494 1,289 0,236
Regressao P-Valor

Linear <0,001 <0,001 0,042
Quadrético <0,001 <0,001 0,321
Equacdes de regressdo R2 Cx 25-(OH)D; Pl 2
L*=59,441,4935Dietas+0,0729Dietas 2 0,85 10,24 4712 51,79
a* = -3,436+3,845Dietas-0,174Dietas? 0,96 11,05 50825 17,81
b* = 39,16-0,115Dietas 0,80 - - -

1 EPM= Erro padrdo da média;

2 P|= Ponto de inflexdo;

3 CV (%) = Coeficiente de variagao.

4 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina Ds. (3) 200 Ul Vit D; + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) 200 Ul Vit D3+ (6 ppm de Cx
+2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D3); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-
(OH)D3).
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O depésito da Cx na gema do ovo ocorre por meio de lipoproteinas de baixa
densidade (VLDL), que depositam cerca de 80% da Cx ingerida da dieta no ovario, a qual
é transferida para a gema do ovo (Johnson-Dahl et al., 2016).

Avaliando o efeito da suplementacdo de 6 ppm de Cx 2700 Ul 25-(OH)D3 da 382
a 772 semana de reprodutores de pato, foi observado maior pigmentacdo na gema do ovo
e na coloracdo das penas do macho (Ren et al., 2016a). Surai et al. (2003), avaliando o
efeito da suplementacdo de CX em diferentes niveis para reprodutores de frango de corte,
com 30 semanas de idade, relatou que o0 acuimulo de Cx na gema do ovo é proporcional a
quantidade fornecida na dieta e esta associada com o aumento da concentracdo de a-
tocoferol no figado de pintinhos com 1 dia de idade e reducéo da peroxidag&o lipidica.

Como resultado da adicdo de 6 ppm Cx de em dietas de milho ou sorgo a
concentracdo de carotenoides aumentou de 1,98 mg/kg para 27,98 mg/kg na gema do ovo
de reprodutores da linhagem Cobb-500 da 542 a 64 semana e foi associada com a redugéo
da susceptibilidade ao estresse oxidativo na gema do ovo, no desenvolvimento
embrionario e no desempenho da progénie (Rosa et al., 2016). Apesar de nao ter sido
quantificado os carotenoides nas gemas, os resultados de coloracdo sugerem que houve
deposito de Cx na gema. A Cx exerce importantes funcdes nas membranas celulares dos
tecidos lipidicos, com altas concentraces de PUFA, como por exemplo na gema do ovo
e nos espermatozoides (Rocha et al., 2010b; Surai, 2012).

Nas andlises de bioquimicas sérica, houve diferenca (P<0,05) entre 0os machos e
as fémeas, as varidveis foram influenciadas (P<0,05) pelos niveis de Cx+25-(OH)D3
(Tabela 4).

Nas fémeas, as proteinas totais séricas diminuiram linearmente (P=0,046). A
albumina sérica, fésforo, calcio, célcio idnico e fosfatase foram influenciados de forma
quadratica decrescente (P=0,011, P<0,001, P<0,001, P=0,005 e P<0,001,
respectivamente), os pontos de minimo do fésforo, célcio e calcio iénico foram estimados
aos niveis de 8,07+3712, 7,64 + 3515 e 7,24 + 3330 (ppm de Cx + Ul 25-(OH)Ds),

respectivamente (Tabela 4).



52

Tabela 4. Niveis plasmaticos de albumina, proteinas, fosfatase, fosforo, célcio e célcio ibnico em matrizes e machos suplementados com
niveis de Cx+25-(0OH)Ds. (n=40)

Albumina (g/dL) Proteinas (g/dL) Fosfatase U/L Fosforo (mg/dL)

Caélcio (mg/dL)

Caélcio I6nico (mg/dL)

Dietas Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos  Fémeas Machos
0 1,65 1,25 5,75 4,70 518,29 992,37 2,18 5,36 13,51 4,81 10,16 2,18
3 1,23 1,08 4,28 4,53 246,71 33524 0,96 5,13 11,18 4,73 9,08 1,80
6 1,05 1,00 3,95 3,63 419,47 35459 0,97 5,22 10,44 4,69 8,56 1,54
9 1,03 0,90 4,65 3,58 384,23 443,04 0,74 5,24 11,11 4,81 9,44 1,35
12 1,13 0,98 4,03 433 390,45 424,42 0,94 5,10 11,17 4,30 9,12 0,96
Média 1,18 1,04 4,53 4,13 391,83 509,93 1,16 5,21 11,48 4,67 9,24 1,57
CV (%) 3 20,77 10,77 19,12 12,71 22,56 24,37 22,48 3,07 5,91 6,38 5,58 9,59
EPM? 0,071 0,03 0,222 0,103 21,331 39,879 0,131 0,033 0,296 0,049 0,183 0,069
Regressao P-valor
Linear 0,002 0,004 0,038 0,008 <0,001 <0,001 <0,001 0,456 <0,001 0,530 <0,001 0,003
Quadratica 0,011 0,037 0,111 0,009 <0,001 <0,001 <0,001 0,742 <0,001 0,226 0,005 0,916
Equacdes de regressao R? Cx  250HD3 Pl 2
Albumina = 1,636-0,156Dietas+0,010 Dietas 2 0,89 7,80 3588 1,02
Proteinas = 5,145-0,1025*Dietas 0,46 - - -
Femeas Fosfatase:465,121-37,044Dietas+2,7_59Dietas 2 0,26 6,71 3087 340,78
Fésforo = 2,071-0,339Dietas+0,021Dietas 2 0,90 8,07 3712 0,70
Calcio =13,319-0,749Dietas+0,049Dietas 2 0,72 7,64 3515 10,46
Calcio 16nico =10,028-0,362Dietas+0,025Dietas 2 0,90 7,24 3330 8,72
Albumina = 1,258-0,0694Dietas+0,004 Dietas 2 0,97 8,68 3993 0,96
Machos Proteinas = 4,88-0,333*Diet§s+0,023Dietas_ 2 0,75 7,24 3330 3,67
Fosfatase=907,854-162,47Dietas+10,683Dietas 2 0,78 7,60 3496 290,13
Calcio I6nico =2,143-0,096Dietas 0,90 - - -

L EPM = Erro padrdo da média;

2P| = Ponto de Inflexdo;

3 CV (%) = Coeficiente de variacéo.
4 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina Ds; (3) 200 Ul Vit Dz + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)D3); (6) 200 Ul Vit D3+ (6 ppm de Cx +2.760 Ul 25-(OH)D5); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-
(OH)Ds); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)D5).
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O plasma e soro sanguineo foram coletados no periodo em que 0 ovo estava no
utero, formando a casca do ovo. Desta forma, a reducdo de forma quadrética das
concentracdes de célcio e fosforo no plasma sanguineo, provavelmente ocorreu em
funcdo da suplementagdo de Cx+25-(OH)Ds, que pode influenciar o transporte de ions
calcio e fosforo da corrente sanguinea para o Utero, aumentando a deposicao de ions de
calcio e fosforo na casca do ovo. Nesta fase, o Gtero também deposita 0 metabdlito 25-
(OH)Dse a Cx obtidos da dieta na gema do ovo.

O crescimento quadratico de célcio na casca do ovo (Tabela 2) e possivelmente
da Cx e do metabdlito 25-(OH)Ds na gema do ovo, podem influenciar diretamente o
sitema antioxidante e a formacao do esqueleto 6sseo do embrido durante o processo de
incubacdo. Além disso, os baixos valores de fosforo no plasma podem indicar que houve
aumento da atividade da enzima 1-a-hidroxilase nos rins, otimizando a conversdo da 25-
(OH)D3 em 1,25-dihidrocolecolciferol (Moe, 2008), corroborando o0 aumento da
deposicao de calcio na casca encontrado neste estudo.

Os valores de fosfatase nas matrizes diminuiram de forma quadratica por causa da
menor quantidade de fosforo no metabolismo para ser desfosforilado, além de indicar que
as aves estavam em periodo de remodelamento dsseo, devido a formacéo da casca.

Nas anéalises bioquimicas dos machos, ndo houve efeito dos niveis de Cx+25-
(OH)Ds sobre o célcio e fosforo (Tabela 4). O célcio i6nico diminuiu linearmente
(P<0,01) conforme os niveis de Cx+25-(OH)Ds aumentaram nas dietas. A albumina,
proteinas totais e a fosfatase apresentaram resposta quadratica decrescentes (P=0,037,
P=0,009 e P<0,001, respectivamente) (Tabela 4). Os valores médios observados da
concentracdo sérica de calcio para 0os machos sdo bem menores do que em fémeas. Isto
possivelmente ocorreu porgue nos machos as exigéncias de célcio e fosforo sdo menores
e a homeostase é constante, em razdo dos machos ndao possuirem ossos medulares que
armazenam célcio para a remodelagdo Ossea. Entretanto, os valores de albumina e
proteinas totais diminuiram reduzindo o célcio ibnico, indicando relagdo da Cx+25-
(OH)D3 com estas variaveis.

Com relacéo aos resultados de andlises 6sseas, houve diferencas entre as variaveis
de matéria mineral entre os machos e as fémeas (P<0,05). As varidveis de percentagem
de matéria seca, cinzas e calcio do fémur e a matéria seca e o célcio no tibiotarso das
fémeas foram influenciadas com comportamento quadratico decrescente (P=0,009;
P=0,021; P=0,011, P=0,014 e P=0,012, respectivamente) (Tabela 5). Ja na analise de
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resisténcia 0ssea, a resisténcia a quebra (Re) e deformacéo na dureza (Df Dr) do fémur
ndo houve influéncia (P>0,05) dos niveis de Cx+25-(OH)D3 (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise da composicdo do o0ssos do membro pélvico de matéria mineral e
resisténcia 0sseas de fémeas de codornas europeias com 42 semanas suplementadas com
Cx+25-(OH)Ds. (n=80)

Variaveis Fémur Tibiotarso
MSt  Cz2 Cad Re* DfDr® MS Cz Ca Re DfDr
Dietas ° (%) (%) %) (kg/kf)  (mm) (%) (%) (%)  kg/kf  (mm)
0 69,87 40,75 17,22 3,06 1,17 69,18 36,85 1522 4,74 0,55
3 66,34 37,08 15,86 3,48 0,98 68,18 37,75 1493 524 0,50
6 65,20 37,56 12,90 3,40 1,03 65,82 36,91 1293 484 0,40
9 65,43 37,99 1586 4,17 0,89 68,61 38,58 1503 5,44 0,50
12 72,32 41,77 16,02 3,56 0,88 71,26 37,94 1527 5,82 0,45
Média 67,88 39,17 1534 3,46 0,98 68,50 37,47 1454 5,18 0,48
CV (%) 8 836 11,45 16,42 2,54 1,79 4,58 4,79 11,08 2,99 2,71
EPM® 0,972 0,747 0438 0,120 0,031 2,565 1,235 0,676 0,244 0,037
Regresséo P-valor
Linear 0,018 0,037 0,007 0,390 0,181 0,036 0,630 0,010 0,990 0,091
Quadratico 0,009 0,021 0,011 0,340 0,566 0,014 0,870 0,012 0,720 0,180
Equacdes de regressao R2 Cx (Oﬁ)_Ds PI”
Matéria seca = 69,813-,028*Dietas+0,18Dietas? 0,99 4,06 1868 64,55
Fémur  Cinzas = 40,569-1,301Dietas+0,116Dietas 2 0,95 5,61 2581 36,92
Célcio = 17,356-0,986Dietas+0,075Dietas? 0,66 6,57 3022 14,12
. Matéria seca = 69,271-,964Dietas+0,093Dietas? 081 5,18 2383 66,77
Tiblotarso Célcio = 15,681-0,594Dietas+0,047 Dietas? 0,60 6,32 2907 13,80

1 MS =Matéria Seca;

2 Cz = Cinzas na matéria seca;

3 Ca = Célcio nas cinzas;

“4Re = Resisténcia de quebra;

5 DfDr= Deformagéo na dureza;

® EPM= Erro padrdo da média;

"PI= Ponto de Inflex&o;

8 CV (%) = Coeficiente de variagio;

9 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina Ds. (3) 200 Ul Vit D3 + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) 200 Ul Vit D3+ (6 ppm de Cx
+2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D;); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-
(OH)D3).

No momento da coleta dos 0ssos dos membros pélvicos, as matrizes estavam em
periodo de formacdo da casca do ovo, indicando que houve remocdo dos minerais dos
0ssos que foram transportados para a corrente sanguinea e, posteriormente, para o Utero,
onde ocorre a deposicdo de calcio na casca dos ovos. Esse transporte de minerais dos
0ssos medulares foi confirmado nas analises de bioguimica sérica e da quantidade de
calcio na casca do ovo, pois, o calcio sérico, o calcio idnico sérico e o fésforo sérico

diminuiram de forma quadratica, enquanto a concentracdo de calcio na casca do ovo
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aumentou de forma quadrética. Demonstrando o estado de remodelagem do célcio no
metabolismo por causa da formagao da casca dos ovos.

Na andlise da composicdo da casca do ovo, a percentagem de matéria seca, cinzas
e calcio do fémur dos machos ndo houve influéncia sobre a Matéria Seca (MS), Cinzas
(Cz) e Calcio (Ca) no fémur (P>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Analise da composicdo dos 0ssos do membro pélvico de matéria mineral e
resisténcia 6sseas em machos reprodutores de codornas europeias, com 42 semanas de
idade suplementadas com Cx+25-(OH)Ds. (n=80)
Variaveis Fémur Tibiotarso

Mst Cz2 Ca® Re* DfDr® MS Cz Ca Re  DfDr
Dietas ° (%) (%) (%) (kg/kf) (mm) %) (%) (%) kg/kf (mm)

0 75,66 29,99 17,79 398 0,72 81,43 32,06 17,13 599 0,75
3 71,77 25,78 18,07 3,27 0,83 74,71 29,96 21,55 525 0,59
6 71,20 2754 1850 3,63 0,79 78,42 30,37 19,13 595 045
9 74,37 26,93 16,04 3,76 0,93 77,78 29,98 17,69 496 0,45
12 74,31 27,38 17,52 3,68 0,95 78,87 29,72 1547 544 0,554

Média 74,47 2722 1752 3,63 0,83 78,22 30,44 18,26 547 0,55
CV %) 8 8,49 11,04 1495 17,82 25,81 886 6,61 1455 2,01 3,12
EPM® 1,032 2,694 0,678 0,101 0,030 1,09 0,332 0,4% 0,171 0,031

Regressao P-valor

Linear 0,215 0,221 0,221 0,435 0,653 0,218 0,048 0,011 0,435 0,015
Quadratica 0,218 0,225 0,513 0,561 0,574 0,230 0,287 0,001 0,561 0,042
25-

Equacdes de regresséo R2 Cx (OH)D; PI7
Cz =31,36 - 0,158 Dietas 0,69 - - -

Tibiotarso Ca = 17,866+0,939Dietas-0,0985Dietas 2 0,75 4,77 2194 20,10
DfDr = 0,759-0,079Dietas+0,005Dietas? 0,29 790 3634 0,447

1 MS =Matéria Seca;

2 Cz = Cinzas na matéria seca;

3 Ca = Célcio nas cinzas;

“4Re = Resisténcia de quebra;

SDfDr = Deformagao na dureza;

®EPM= Erro padrio da média;

P1= Ponto de inflex&o;

8 CV (%) = Coeficiente de variagio;

9 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina Ds. (3) 200 Ul Vit D; + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) 200 Ul Vit D3+ (6 ppm de Cx
+2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D;); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-
(OH)D3).

Entretanto, no tibiotarso houve influéncia de modo linear nas Cz e de modo
quadratico no Ca (P<0,001) pelos niveis de Cx+25-(OH)Ds. Na anélise de resisténcia
0ssea a Re e a Df Dr do fémur e a Re no tibiotarso ndo foram influenciadas (P>0,05) pelos
niveis de Cx+25-(OH)D3. Enquanto, no tibiotarso a Df Dr foi influenciada de modo
quadratico decrescente (P=0,042) (Tabela 6).

Os resultados das analises do status antioxidante no figado e soro sanguineo de

reprodutores com 42 semanas demonstraram influéncia dos niveis de Cx+25-(OH)Ds
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sobre todas as varidveis de modo quadratico crescente do DPPH (P<0,001) e decrescente
da quantidade de malonaldeido (MDA) (P<0,001), com excecdo da % DPPH no soro dos
machos, que teve comportamento linear (P<0,001) (Tabela 7).

Nas fémeas, a % DPPH aumentou de forma quadratica no soro sanguineo, devido
a Cx+25-(OH)Ds ter aumentando a capacidade de remocdo de radicais livres. Entretanto,
a maior capacidade de remocdo de radicais livres no soro acima dos niveis estimados ndo
foi refletida nos resultados da concentracdo de malonaldeido no tecido hepatico.

Tabela 7. Capacidade redutora de radicais livres (% DPPH) e oxidacdo lipidica (TBARS)
no soro sanguineo e no tecido hepético dos reprodutores de codornas europeias (n=8) com
42 semanas de idade, suplementadas com Cx+25-(OH)D3 (n=40).

Variaveis % DPPH TBARS (MDA mg/kg)
Figado Soro sanguineo Figado
Dietas Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho
0 43,10 50,74 68,81 65,15 0,256 0,213
3 50,63 54,33 77,93 67,36 0,165 0,159
6 47,36 53,60 77,76 68,38 0,219 0,168
9 47,15 52,22 78,04 69,63 0,229 0,190
12 44,64 48,32 79,47 73,80 0,307 0,284
Média 46,57 51,84 76,41 72,64 0,235 0,203
CV (%) 9,69 5,74 3,65 3,65 18,38 17,81
EPM! 0,768 0,569 0,675 0,572 0,009 0,011
Regressao P-valor
Linear 0,01 0,031 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Quadratica 0,007 <0,001 <0,001 0,352 <0,001 <0,001
Equacdes de regressao R2 Cx (OZI—E|3)_D3 PI
Fémeas
Figado %DPPH=44,22+1,609Di_etas-0,135Diet_as 2 0,62 596 2742 49,01
TBARS=0,245-0,0224Dietas+0,0023Dietas? 0,83 4,83 2222 0,189
Soro %DPPH= 69,99+2,134Dietas-0,1184Dietas? 0,64 9,04 4158 79,64
Machos

%DPPH =51,00+1,256Dietas-0,124Dietas 2 0,97 5,06 2328 54,18
TBARS=0,213-0,239Dietas+0,0247Dietas? 0,98 482 2217 0,156
Soro %DPPH =64,95+0,652Dietas 0,86 - - -

L EPM = Erro padrao da média;

2P| = Ponto de Inflexdo;

3 CV (%) = Coeficiente de variagao.

4 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina D3, (3) 200 Ul Vit D3 + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) 200 Ul Vit D3+ (6 ppm de Cx
+2.760 Ul 25-(OH)D3); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D3); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-
(GH)D;).

Figado

A maior capacidade de remocéo de radicais livres do tecido hepético preveniu a
degradacdo de moléculas, fato que foi confirmado pela anélise de TBARS. Os resultados

da concentragdo de MDA (mg/kg), no tecido hepatico das fémeas deste estudo,



57

evidenciaram menor concentracdo no figado ao nivel estimado de 4,83 ppm + 2222 Ul
25-(OH)D:s.

A menor quantidade de MDA no tecido hepatico e a maior capacidade redutora
de radicais livres no tecido hepatico e no soro sanguineo nos niveis estimados
demonstram que houve maior atividade antioxidante no metabolismo, melhorando as
condic@es de satde dos reprodutores de codornas europeias.

Avaliando dieta com Cx+25-(OH)Ds sobre o status antioxidante em patos, ndo
houve influéncia sobre a quantidade de MDA no figado das matrizes de patos. Entretanto,
para 0s machos, os resultados encontrados corroboram os resultados dos mesmos autores,
que verificaram diferengas significativa (P<0,01) do tratamento com 6 ppm de Cx em
relacdo ao controle, onde o valor de MDA diminuiu 20,56 % (Ren et al., 2016b).

A Cx integra as membranas lipidicas do corpo e atua removendo e neutralizando
elétrons de carga negativa por meio de doagfes de elétrons de carga positiva, evitando a
formacdo de radicais livres, que causam danos na integridade das membranas lipidicas,
nas enzimas e nos nucleos do DNA (Chew, 1996; Rocha et al., 2010b). Com menor
quantidade de radicais livres circulantes, provavelmente a degradacdo de moléculas ira
diminuir, assim como 0 MDA, que é um dos compostos da oxidacao lipidica e tem sido
mensurado pelo método de TBARS, representando o sistema oxidativo (Surai, 2012).

Entretanto, no tecido hepatico, nos niveis estimados acima de 4,82 ppm Cx + 2222
Ul 25-(OH)Ds e de 5,06 ppm Cx + 2327 Ul 25-(OH)Ds, nas fémeas e nos machos,
respectivamente, a quantidade de MDA mg/kg aumentou (Tabela 7). Isto possivelmente
ocorreu pelas altas doses de 25-(OH)Ds em combinagdo com a vitamina D3 do premix,
que pode ter causado excesso de radicais livres, fazendo com que a maxima capacidade
redutora de radicais livres dos niveis estimados ndo fosse suficiente para evitar a oxidacao
lipidica, aumentando a quantidade de MDA mg/Kg nos tecidos.

Analisando os efeitos da vitamina D3 no sistema antioxidante, os pesquisadores
Saha et al. (2016) descreveram que 0s niveis séricos de vitamina D3z podem influenciar o
status do sistema antioxidante e oxidativo. A associacdo dos niveis séricos de vitamina
Dz com anélises antioxidantes poderiam ajudar a compreender os resultados desta
pesquisa e comprovar que a vitamina Dz em excesso, pode causar efeito reverso no
sistema antioxidante, aumentando a producgéo de radicais livres e a oxidacdo lipidica.

Os testiculos dos machos foram analisados histologicamente com o objetivo de
verificar se 0s machos alimentados com dietas formuladas com as exigéncias de fémeas

em postura, e 0 excesso de vitaminas D3, do metabolito 25-(OH)Ds, célcio e fosforo,
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poderiam causar alteracdes no epitélio do tubulo seminifero. O diametro (211,35 + 2,98)
e a espessura (60,90 £ 0,55) do epitélio germinativo dos tubulos seminiferos, ndo foram
influenciados (P>0,05) pelos niveis de Cx+25-(OH)Ds. Demonstrando que nas dietas
experimentais niveis de 25-(OH)Ds elevados ndo prejudicaram os tubulos seminiferos,
embora seja referenciado na literatura que metabolito 25-(OH)D3, quando em excesso,
pode ser toxico ao metabolismo animal e prejudicar indices reprodutivos.

De modo geral, a adigdo de Cx+25-(OH)Ds aumentou o deposito da Cx na gema
do ovo, tornando a gema mais vermelha e escura. A suplementacdo de Cx+25-(OH)Ds
melhorou a capacidade redutora de radicais livres dos reprodutores, removendo mais
radicais livres do metabolismo e diminuindo a oxidacdo lipidica, preservando o
metabolismo. Isso provavelmente melhorou a condicdo de salde e o sistema imune dos
reprodutores. Esta hipotese tem como argumento o maior depésito de Cx na gema do ovo
e, possivelmente, em outros érgdos, atuando no sistema antioxidante. Outra importante
funcéo é a relagdo da Cx com a vitamina C e E, na defesa e contra-ataques de radicais
livres, aumentando a capacidade de neutralizacdo destes radicais, combatendo a oxidacao
lipidica (Urso et al., 2015). Assim, esse sistema antioxidante atua preservando a
integridade do conteddo nutricional da gema, que sera aporte de nutrientes para o embrido
durante o desenvolvimento embrionério, podendo melhorar indices reprodutivos, como a
eclodibilidade, fertilidade e mortalidade (Rosa et al., 2012; Surai, 2016) e melhorar a
qualidade do pintinho.

Também exerceu influéncia positiva no metabolismo do célcio, pois os resultados
de célcio na casca do ovo, bioquimico, fémur e tibiotarso indicam que durante o processo
de formacao de ovos das matrizes, houve maior remogdo de calcio dos 0ssos e do plasma,
enguanto a percentagem de célcio aumentou nas cascas dos ovos destas fémeas. Ja nos
machos, foi possivel verificar que as concentracGes seéricas de calcio ndo sofreram
influéncia dos niveis de Cx+25-(OH)Ds e seus valores sdo muito menores que em fémeas.
Entretanto, observou-se que no tibiotarso dos machos houve maior deposicao de célcio
em funcéo dos niveis de Cx+25-(OH)Dz e 0 metabolismo em geral ndo foi prejudicado

pela ingestdo das dietas experimentais com elevados niveis de 25-(OH)D:s.

4. Concluséo

A suplementagdo de reprodutores com Cx+25-(OH)D3 alterou a cor da gema,

modificou o metabolismo do calcio com efeitos na casca do ovo, nas varidveis
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bioguimicas e nos 0ssos, promoveu também maior capacidade de remover radicais livres
no soro sanguineo e no figado reduzindo a peroxidagdo lipidica no figado de reprodutores
de codornas europeias. Baseado na deposic¢éo de célcio na casca do ovo e no aumento da

atividade antioxidante o melhor nivel foi o de 5 ppm + 2300 Ul 25-(OH)Ds.
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V. Associacdo da cantaxantina + 25-hidrocolecalciferol no desempenho de
incubacdo, fertilidade e na qualidade da progénie em codornas europeias

Resumo:

O objetivo foi avaliar os efeitos da Cantaxantina (Cx) associada ao metabolito 25-
hidroxicolecalciferol (25-(OH)Ds), sobre desempenho de incubacdo e reprodugdo em
codornas europeias. A fertilidade foi analisada em trés métodos de analises. Foram
utilizados 440 reprodutores de codornas europeias distribuidas em um delineamento
experimental inteiramente ao acaso, com cinco dietas e oito repeticdes de quatro fémeas
e dois machos. As dietas experimentais foram: (0) dieta basal (vitamina D3 2000 Ul); (3)
dieta basal + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)D3); (6) dieta basal + (6 ppm de Cx +2.760
Ul 25-(OH)D3); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D3); (12) dieta basal
+ (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)Ds). O desempenho de incubagéo foi analisado com
32 e 38 semanas de idade, e foram diferentes em relacdo as idades. Houve efeito foi
quadréatico crescente da dieta sobre a eclodibilidade (P<0,001), eclodibilidade de ovos
férteis (P=0,004) e fertilidade (P=0,032). E, efeito de modo quadratico decrescente sobre
a infertilidade (P=0,032) e mortalidade de ovos férteis (P=0,004). Com 38 semanas,
houve efeito quadratico crescente sobre a eclodibilidade (P<0,001), eclodibilidade total
de ovos férteis (P=0,003) e fertilidade (P=0,043). E, houve influéncia de modo quadréatico
decrescente sobre a infertilidade (P=0,043) e mortalidade de ovos férteis (P=0,043). Na
analise da qualidade do pintinho o comprimento (0,021 e 0,040) e o escore de Pasgar® (P
=0,016 e P=0,017) foram influenciados de modo quadratico. Na analise da membrana
vitelinica houve interacdo (P<0,001) entre os dias de coletado dos ovos apds a copula e
0s niveis de Cx+25-(OH)Ds e efeito isolado da idade (P<0,001). Para o numero de
espermatozoides nas membranas vitelinicas houve interacdo quadréatica entre os dias de
coleta dos ovos ap6s a copula e os niveis de Cx+25-(OH)D3 e efeito isolado da idade
(P<0,001). Nos ovos incubados por 72 horas, houve efeito quadratico dos dias de coleta
dos ovos apos a copula e dos niveis de Cx+25-(OH)Ds. Concluindo que o nivel estimado
de 5,90 ppm de Cx + 2714 Ul de 25-(OH)Ds proporcionou maiores indices de
eclodibilidade total e de ovos ferteis, de fertilidade e reduziu a mortalidade e a
infertilidade, melhorando a viabilidade dos reprodutores e preservando 0s
espermatozoides dos reprodutores até a 402 semana e também aumentou o comprimento
e 0 escore de Pasgar® dos pintinhos com 1 dia de idade, melhorando a qualidade da
progénie.

Palavras-chave: Fertilidade, eclosio, escore de Pasgar®, carotenoides
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V. Effect of canthaxanthin supplementation on incubation performance, fertility
and offspring quality

ABSTRACT:

The objective was to evaluate the effects of Cx associated with the metabolite 25-
(OH)D3, on hatching performance, which was evaluated by hatching, hatching of fertile
eggs, fertile egg mortality, fertility and infertility. Fertility was analyzed in three methods
of analysis. A total of 440 quail breeders were distributed in a completely randomized
experimental design with five treatments and eight replicates, four females and two males.
The experimental diets were: (0) basal diet (vitamin D3 500,000 1U); (3) basal diet + (3
ppm Cx + 1380 1U 25-(OH)Ds); (6) basal diet + (6 ppm Cx +2,760 1U 25-(OH)D3); (9)
basal diet + (9 ppm Cx + 4,140 1U 25-(OH)D3); (12) basal diet + (12 ppm Cx + 5,520 1U
25-(OH)D3). In broiler incubation performance at 32 weeks the effect was quadratic on
hatchability (P <0.001), hatchability of fertile eggs (P = 0.004) and fertility (P = 0.032).
(P =0.032) and mortality of fertile eggs (P = 0.004). At 38 weeks, there was an increasing
quadratic influence on hatchability (P <0.001), total hatchability of fertile eggs (P =
0.003) and fertility (P = 0.043). And, there was a decreasing quadratic influence on
infertility (P = 0.043) and fertile egg mortality (P = 0.043). In the chick quality analysis
length (0.021 and 0.040) and quality (P = 0.016 and P = 0.017) were influenced in a
quadratic way. In the analysis of the yolk membrane there was interaction (P <0.001)
between the days of collection of the eggs after copulation and the levels of Cx+25-
(OH)Ds3 and isolated effect of age (P <0.001). In the number of spermatozoa, there was a
quadratic interaction between the days between the collected eggs after the intercourse
and the levels of Cx+25-(OH)Ds and isolated effect of age (P <0.001). In the incubated
eggs for 72 hours, there was a quadratic effect of the egg collection days after copulation
and Cx+25-(OH)Ds levels. We concluded that the estimated level of 5.90 ppm Cx + 2714
IU of 25- OH-D3 provided higher rates of total hatchability and fertile eggs, fertility and
reduced mortality and infertility, improving breeding viability and preserving breeding
spermatozoa up to the 40th week, and also increased the length and Pasgar® score of

Chicks with 1 day of age, improving the quality of the progeny.

Key words: Fertility, Hatching, Pasgar® score, Carotenoids.
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1. Introdugéo

No sistema de criagdo de reprodutores de codornas normalmente os machos e as
fémeas consomem a mesma dieta. Nas fémeas a exigéncia de vitamina D e de nutrientes
com propriedades antioxidantes (carotenoides, vitamina E e C, etc) sdo maiores devido a
formacdo do ovo (casca, albimen e gema), fertilizacdo do ovocito e transferéncia de
nutrientes da dieta para a gema do ovo. Para a fertilizacdo do ovocito as aves sdo capazes
de armazenar espermatozoides por longos periodos, apds a copula nos tubulos de
estocagem de espermatozoides, localizadas principalmente na juncdo Utero vaginal
(Bakst, 1981). Sendo necessario um sistema especifico para proteger os espermatozoides,
uma vez que estes sdo compostos em grande parte por acidos graxos poli-insaturados
(PUFAs). Acredita-se que nutrientes com propriedade antioxidantes, como 0s
carotenoides que removem radicais livres (-02), as vitaminas C e a E e, também as
enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CA)
possam ser secretadas nesta regido, para manter as caracteristicas dos espermatozoides e
aumentar a fertilidade (Breque et al., 2006; Surai et al., 2006).

Dentre os carotenoides, a Cx é membro do grupo das xantofilas (asthaxantina,
criptoxantina, fucoxantina, etc) e é um importante pigmentante de cor vermelho-
alaranjado que podem ser encontrado na natureza ou sintetizado. Em aves, pode ser
depositado em varios tecidos, tais como o figado e saco vitelinico (Surai et al., 2003).
Nestes tecidos, € depositado no interior da mitocondria e remove moléculas livres de
oxigénio ("O2) derivas da respiracéo celular (Karadas et al., 2016; Karadas et al., 2005;
Magiller et al., 2000; Surai, 2012; Surai et al., 2016). Deste modo a Cx pode reduzir a
oxidacdo de biomoléculas, diminuindo a formacdo radicais perdxidos que degradam
lipidios, proteinas e DNA e assim pode comprometer o desempenho produtivo,
reprodutivo, sistema antioxidante e sistema imune (Surai et al., 2016). Esses efeitos
ocorrem na gema do ovo, nos tecidos embrionarios e espermatozoides que contém altas
concentracdes de PUFASs e durante a fase de ecloséo que considerada de alto estresse
oxidativo para o embrido, em funcdo do gasto energético para eclodir e da quantidade
abundante de oxigénio na atmosfera (Surai, 1999).

O desenvolvimento embrionario inicia-se apos a fertilizagdo do ovocito, formando
0 ovulo e nutrientes fornecidos nas dietas maternais, como por exemplo, as vitaminas

lipossoluveis (D, E, A e K) e carotenoides sdo depositados na gema do ovo e
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posteriormente transferidos pela membrana do saco vitelinico para o embrido (Schneider,
2016) Entdo a suplementacdo de carotenoides e vitaminas em dietas maternais pode
influenciar no metabolismo dos reprodutores e da progénie.

A Cx exerce outras importantes funcdes no metabolismo, atuando na proliferagdo
de células (Okai e Higashi-Okai, 1996; (Stahl e Sies, 2003) e na reposta imune (Burton
et al., 2014; Esatbeyoglu e Rimbach, 2016). A maior quantidade de Cx depositada nos
tecidos embrionarios pode melhorar a qualidade do pintinho no primeiro dia de vida e
permanecer no metabolismo durante as primeiras semanas de vida da progénie (Surai et
al., 2003). Em relacéo aos efeitos da Cx, foi observado maior pigmentacdo na gema do
ovo, aumentando a concentracao de carotenoides, maior capacidade antioxidante e menor
mortalidade em frangos de corte (Zhang et al. (2011) e no desempenho de incubacao
aumentou a eclodibilidade, a fertilidade, diminuiu a quantidade de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico na gema do ovo na fase inicial de incubacdo (0 a 7 dias) (Rosa et
al., 2012).

Além da Cx ser um potente removedor de radicais livres tem demonstrado ter
relacdo com o sistema imune, sendo a acdo da vitamina D e de seus metabdlitos (25-
(OH)Ds e 1,25-(OH)D3 sobre a resposta imune ja bem estabelecida. Saunders-Blades e
Korver (2015) demonstraram efeito do metabdlito 25-(OH)Ds sobre a producéo de ovos,
eclodibilidade e o sistema imune in vitro de pintinhos com 1 dia de vida. Que podem estar
relacionados com as fungbes da Cx no sistema antioxidante e com as fungdes do
metabolito 25-(OH)-D3 no metabolismo do calcio e fosforo em tecidos 6sseos e na casca,
podendo diminuir o nimero de ovos quebrados e disponibilizar maior quantidade de
calcio para o desenvolvimento da progénie (Bar et al., 1980).

A suplementacdo em dietas maternais da associacdo entre a Cx e o metabdlito 25-
(OH)D3 pode aumentar a capacidade antioxidante (Surai, 2012) e melhorar a qualidade
da casca do ovo (Ren et al., 2016a), fatores que podem aumentar a eclodibilidade e a
fertilidade e reduzir a mortalidade, melhorando os indices produtivos de reprodutores em
geral.

Desta forma, objetivou-se avaliar a associacdo da Cx+25-(OH)Ds sobre a
eclodibilidade, a fertilidade, a mortalidade e a qualidade do pintinho com um dia de vida

em reprodutores de codornas europeias.
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2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Coturnicultura da Fazenda Experimental
de Iguatemi (FEI), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual
de Maringa (CCA/UEM), localizada no Estado do Parana (23°21°S, 52°04’W, a altitude
de 564 m). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo (CEUA/UEM), tendo sido
aprovados para execugéo (7846161115).

2.1 Animais, instalacdo e manejo

O galpéo de postura utilizado foi do tipo convencional, com cobertura de telha de
barro, piso e paredes laterais de alvenaria com 1,20 m de altura, completadas com tela de
arame até o telhado e cortinas laterais moveis. Com duas semanas de antecedéncia ao
inicio do experimento, os reprodutores foram alojados em gaiolas de arame galvanizado
(25x39 cm) com nipple na parte superior e comedouro tipo calha em frente as gaiolas,
para a determinagéo do peso corporal dos reprodutores e a producdo de ovos gaiolas.

Cada gaiola foi composta por quatro fémeas e dois machos, que foram
uniformizados de acordo com o peso corporal (292,01£17,82 e 251,84+19,07) e a
producdo de ovos. O alimento e a 4gua foram ad libtum e o programa de luz adotado
foram de 17 horas de luz (natural + artificial) + 7 horas de escuro. Os machos e as fémeas
receberam a mesma racdo, por compartilharem a mesma gaiola. As médias de
temperatura, maxima (30,41 5,41° C) e minima (18,48+3,75° C) assim como de
umidade, maxima (45,36+14,55° C) e minima (21,93+12,14° C), foram medidas no termo
higrometro digital diariamente dentro do galpdo.

Para a andlise de desempenho de incubacdo, 240 reprodutores foram distribuidos
em 8 gaiolas (unidade experimental) por dieta experimental com quatro fémeas e dois
machos e 5 repetices. Para a determinacdo da probabilidade de fertilidade e do nUmero
de espermatozoides por area de membrana vitelinica, foram utilizados 90 reprodutores
distribuidos em gaiolas individuais, sendo nove casais por dieta experimental utilizados
em duas idade (26 e 40 semanas) para avaliar o efeito da idade e da suplementagédo de
Cx+25-(OH)D3 sobre a fertilidade dos casais.

2.2 Delineamento experimental e dietas
As aves foram distribuidas em um delineamento experimental inteiramente ao

acaso, com dietas e oito ou nove repeticdes. As dietas experimentais foram: (0) dieta basal
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(vitamina D3 2000 UI); (3) dieta basal + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) dieta
basal + (6 ppm de Cx +2.760 Ul 25-(OH)D3); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul
25-(OH)D3); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)D3). O fornecimento
das racOes experimentais iniciou 14 dias antes do inicio do experimento para a adaptacédo
dos animais. As racdes experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de soja,
vitaminas, minerais e seguindo recomendacfes propostas por Rostagno et al. (2005)
(Tabela 8).

Tabela 8. Composicdo centesimal, quimica e energética das ragdes experimentais
contendo Cx+25-(OH)D3 para reprodutores de codornas europeias na fase de postura.

Ingredientes % Dietas experimentais

0 3 6 9 12
Milho 51,76 51,76 51,76 51,76 51,76
Farelo de Soja 37,03 37,03 37,03 37,03 37,03
Calcario 5,85 5,85 5,85 5,85 5,85
Oleo de soja 2,88 2,88 2,88 2,88 2,88
Fosfato Bi calcico 1,29 1,29 1,29 1,29 1,29
Premix vit+mint 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Sal comum 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
DI- Metionina (98,5 %) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
L-Lisina (76,5%) 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Inerte? 0,20 0,15 0,10 0,05 0,0
MaxiChick ® 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Composic¢do Calculada
Proteina bruta % 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2,850 2,850 2,850 2,850 2,850
Célcio (%) 2,700 2,700 2,700 2,700 2,700
Cloro (%) 0,248 0,248 0,248 0,248 0,248
Fosforo Disp (%) 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350
Potassio (%) 0,828 0,828 0,828 0,828 0,828
Sddio 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Lys dig % 1,097 1,097 1,097 1,097 1,097
Met dig % 0,480 0,480 0,480 0,480 0,480
Met + Cys dig % 0,767 0,767 0,767 0,767 0,767
Cantaxantina (mg/kg) 3 0,000 3,000 6,000 9,000 12,000
Vitamina D3 (UI/Kg) @ 0,000 1.380 2.760 4.140 5.520

1Suplemento vitaminico e mineral — Niveis de garantia por kg de ragdo: Vit. A — 2.500.000 Ul; Vit. D3 —
500.000 UI; Vit. E—5.000 UI; Vit. B1 — 625 mg; Vit. B2 — 1.500 mg/Kg; Vit. B6 — 1.250 mg/kg; Vit. B12
—5.000 Ul; Vit. K3 — 750 mg; Pantotenato de Calcio — 3.000 mg; Niacina — 6.000 mg/Kg; Acido fdlico -
250 mg/Kg; Biotina — 50,0 mg/Kg; Colina — 75 g/Kg; Antioxidante (Butil Hidroxi Tolueno — BHT) — 1.000
mg/Kg; Zinco — 13 g/ Kg; Ferro — 13 g/Kg; Manganés — 15 g/Kg; Cobre — 3.000 mg/Kg; Cobalto — 50
mg/Kg; lodo — 250 mg/Kg; Selénio — 63 mg/Kg; Veiculo Q.S.P. (Caulim) — 1.000 g/Kg. ? Inerte—Caulim;

3MaxiChick ®: cantaxantina (6 mg/Kg) + 25-hidroxicolecalciferol (2.760 UI/Kg) - DSM, Séo Paulo — SP.
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Para manter as dietas isoenergéticas e isoproteicas foi incluido na dieta basal o
inerte, sendo substituido conforme a adi¢do da Cx+25-(OH)Ds nas dietas experimentais.
Os niveis de suplementacdo de vitamina D3 foram atendidos com o uso do premix
vitaminico e o acréscimo do metabolito 25-(OH)D3 ocorreu em associagdo com a Cx por

meio do fornecimento de um produto comercial.

2.3 Desempenho de incubacéo

Ap0s 13 semanas em que as aves estavam recebendo as dietas experimentais, com
32 e 38 semanas foi avaliado o desempenho de incubacdo. Os ovos de cada unidade
experimental foram colhidos por 5 dias e armazenados em sala refrigerada (20°C). Os
ovos foram incubados em incubadora automética a 60% de umidade e 37,4° C, com
viragem automatica. Decorridas 348 horas de incubacéo, os ovos foram transferidos para
a camara de eclosdo com temperatura de 37,0°C, umidade de 70% por mais 56 horas.

Apos a eclosdo, a eclodibilidade em relacdo aos ovos férteis, a mortalidade de
ovos férteis, a fertilidade e a infertilidade foram determinadas pelas seguintes formulas:

Eclodibilidade: ((nimero de pintinhos nascidos/namero total de ovos) x 100).
Eclodibilidade em relagdo aos ovos férteis: ((nimero de pintinhos
nascidos/nimero total de ovos férteis) x 100)).
Mortalidade de ovos férteis: ((nUmero de pintinhos ndo eclodidos/nimero de
ovos férteis) x 100)).
Fertilidade: ((nimero de ovos eclodidos + nimero de pintinhos nao
eclodidos/numero de ovos totais) x 100))
Infertilidade: ((nUmero de brancos/ nimero de ovos totais) x 100)).

Ao final da eclosdo os ovos foram abertos e determinou-se: a percentagem de
fertilidade, mortalidade total que foi analisada por meio do embriodiagndstico. A
mortalidade embrionaria foi classificada em: mortalidade embrionaria inicial (1 a 5 dias),
mortalidade embrionaria média (6 a 11 dias) e mortalidade embrionaria final (12 a 17
dias) e ovos com casca bicada e quebrada, mas que nao eclodiram ao término do periodo

de incubacdo e que ainda estavam vivos.

2.4 Qualidade do pintinho
A qualidade dos pintinhos eclodidos (n = 40 pintinhos/dietas experimentais) foi
analisada segundo o escore de Pasgar® (reflexo, umbigo, pernas, bico e barriga), que

confere nota de 1 a 10 a cada ave, descontando um ponto a cada irregularidade observada.



70

E foram mensurados o peso e o tamanho de cada ave, que foi medido da falange média

até o hico sobre uma fita métrica.

2.5 Analise da interacdo espermatozoide-ovo

Foram utilizados nove casais, dispostos em gaiolas individuais (25x39 cm)
recebendo as dietas experimentais durante todo o periodo. As fémeas ficaram isoladas
dos machos por pelo menos 15 dias, para ndo ter células espermaticas vivas no oviduto.
O macho foi colocado na gaiola da fémea por 24 horas e 0s ovos colocados a partir deste
periodo, foram coletados diariamente por 10 dias e armazenados a 4°C para analise da
interacéo espermatozoide-ovo.

A fertilidade foi estimada pela morfologia do disco germinativo. Os ovos foram
quebrados e considerados férteis ou inférteis e o periodo de fertilidade dos ovos ao longo
do tempo foi estimado ap6s a remog¢do do macho. Os ovos coletados foram analisados
para a fertilidade e a interagdo espermatozoide-ovo segundo (Kosin, 1945). Para tanto,
fragmentos de 1,5 cm? da membrana perivitelinica sobre o disco germinativo foram
cortados e lavados em solucdo de NaCl 1% para remocdo do vitelo. Estes fragmentos
foram acondicionados sobre uma lamina histolégica e foram tratados com 5 uL de DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenilindole, dihidroclorido, solucdo a 5 pumol), para identificacdo do
nacleo dos espermatozoides por marcacdo do DNA (Wishart, 1997). Os fragmentos
foram cobertos por uma laminula, isolados com esmalte de unha e analisadas em
microscopio de fluorescéncia.

Cada membrana foi analisada em 10 campos de microscépio, sob objetiva de 10x e

0s espermatozoides contados em uma area de 7,50mmz2,

2.7 Andlise estatistica

O modelo estatistico adotado foi o de regressdo mdltipla, sendo adicionado as
interagBes dos pardmetros de regressdo com a variavel independente:
Y =PBo+ Pixa+ PaXz + ... + Bp-1Xp-1 + €
Em que:
Y =. Variavel dependente
x1, X2,....Xp-1 = Varidveis independes
Bo, Bz, P2 ,..., Bp-1 = pardmetros da regressdo

€ = Erro aleatério
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Nas andlises de desempenho de incubacdo, da mortalidade embrionaria e da
qualidade do pintinho, a variavel independente foi a idade e os parametros de regressdo
foram os niveis de Cx+25-(OH)Ds3, a interagdo (5x2) entre a Cx+25-(OH)Ds x ldade,
foram adicionados no modelo.

Com relagdo a analise de probabilidade de fertilidade e do numero de
espermatozoides em fungdo da interacdo espermatozoide-ovo, a variavel independente
foi a idade, enquanto os parametros da regressdo foram os niveis de Cx+25-(OH)D3 e 0s
dias de coletas de ovos apds a copula. Para a probabilidade de fertilidade a interacédo
(5x12x2) entre a Cx+25-(OH)D3z x Idade, Cx+25-(OH)Ds x Dias apos a copula, Idade x
Dias ap06s a copula e Cx+25-(OH)D3 x Idade x Dias ap0s a copula foram adicionados ao
modelo.

Na analise dos dados da fertilidade na fase inicial de incubacédo (72 horas), os
pardmetros da regressao foram os niveis de Cx+25-(OH)D3 e os dias de coleta dos ovos
apos a copula, a interacdo (5x10) entre a Cx+25-(OH)Ds x Dias ap6s a copula foi
adicionada ao modelo .

As variaveis de qualidade do pintinho (peso, comprimento e qualidade do
pintinho) foram analisados pela anélise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia e
os polinémios foram desdobrados na andlise de regressdo utilizando o procedimento de
modelos lineares generalizados (GLM).

Entretanto, as analises de probabilidade de desempenho de incubacéo, fertilidade
em funcdo da interacdo espermatozoide-ovo, fertilidade em fungdo do numero de
espermatozoides na membrana perivitelinica, nimero de espermatozoides x dias de coleta
apos a copula e da fertilidade na fase inicial de incubacao (72 horas) por ndo possuirem
distribuicdo normal foram analisadas no procedimento GENMOD com distribuicédo
BINOMIAL, GAMMA e POISSON, conforme o comportamento dos dados, estes
procedimentos estdo descritos abaixo. Foi utilizado o procedimento PREDICTED para
diferenciar as idades pelo teste de quadrados minimos (P>Chisq) a 5% de significancia.

Os resultados do desempenho de incubacdo, da probabilidade de fertilidade
devido a interacdo espermatozoide-ovo, da probabilidade de fertilidade analisada na fase
inicial da incubagé&o (até 72horas), foram analisados na distribui¢cdo binomial com melhor
ajustamento dos dados no link LOGIT, onde LOGIT = exp (B)/1 + exp (B).

Os dados do numero necessario de espermatozoide (sptz/mm?2) fixados na

membrana vitelinica para que o ovo fosse fértil foram analisados em fungéo dos dias apos
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a copula. E, da probabilidade de fertilidade em relagdo aos dias ap6s copula foram
analisados na distribuigago GAMMA com fungédo link INVERSO, onde INVERSO= 1/p.

Para os resultados da analise do nimero de espermatozoides/mm?2 na membrana
vitelinica sobre a regido do disco germinativo e da analise de mortalidade embrionaria
foram analisados foram analisados na distribuigdo binomial com o melhor ajustamento
com funcdo POISSON, em que POISSON= exp (B). Nos dados da mortalidade
embrionaria, foi utilizado link LOG, com o procedimento PREDICTED para diferenciar
as idades pelo teste de quadrados minimos (P>Chisq) a 5% de significancia. Todos o0s
procedimentos estatisticos deste estudo foram realizados no programa SAS version 9.0
(SAS Institute Inc, Cary, North Carolina) e foi adotado a significancia de 5 %.

3. Resultados e discussoes

Ao longo do periodo experimental (26 a 42 semanas) o desempenho de incubacéo
e reprodutivo foi analisado na 322 e 382 semana. N&o houve interacdo entre a idade e 0s
niveis de Cx+25-(OH)Ds (P>0,05), efeito da idade sobre a fertilidade, infertilidade,
qualidade do pintinho e na fase média da mortalidade embrionaria (P>0,05). Entretanto,
ocorreu interacdo das idades dos reprodutores com a fase inicial (P<0,003) e ovos bicados
(P=0,002) na mortalidade embrionaria (Tabela 9).

Desdobrando a interacdo foi possivel observar que tanto com 32 quanto 38
semanas a mortalidade inicial e de ovos bicados foi influenciada de forma quadratica
decrescente, pelos niveis de Cx+25-(OH)Ds, com aumento dos indices apos o ponto de
inflexdo (Tabela 9). A interagdo entre a idade e 0s niveis de Cx+25-(OH)D3z ocorreu nos
reprodutores com 32 semana de idade com maior reducdo dos indices de mortalidade e
de ovos bicados quando comparados com os reprodutores de 38 semanas de idade (Tabela
10)

Em relagdo a suplementacdo de Cx+25-(OH)Ds sobre o desempenho de
incubacdo, houve efeito quadratico crescente dos niveis de Cx+25-(OH)Ds sobre a
eclodibilidade (P<0,001), estimados aos niveis de 5,57 + 2562, 5,82 + 2677 e 5,34 + 2456
(ppm de Cx + Ul 25-(OH)Ds), respectivamente. Houve influéncia de modo quadréatico
decrescente sobre a infertilidade (P<0,001) e mortalidade de ovos férteis (P=0,003) em
funcdo das dietas com 25-(OH)D3 (Tabela 9).
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Tabela 9. Desempenho de incubacdo e mortalidade embrionaria de codornas europeias com 32 e 38 semanas suplementadas com Cx+25-

(OH)Ds. (n=240)

Eclosdo Fertilidade Infertilidade  Eclosdo Mortalidade Mortalidade Embrionaria (%)

Qualidade do pintinho

Idade Total (%) (%) (%) Férteis Férteis  Inicial Média Final Bicados Peso (g) Comprimento Pasgar®
32 semanas 71,24 A 88,02 12,88 80,67 A 19,33B 2,01 392B 14,05A 4,00 A 837 11,64 B 9,29
38 semanas 62,76 B 87,12 11,98 71,05B 28,94 A 145 454A 1027B 7,92B 8,48 12,07 A 9,28
Dietas*

0 57,76 83,11 16,89 68,38 31,61 500 4,17 16,55 5,88 8,26 11,59 8,98
3 76,20 94,68 5,32 80,25 19,75 0,00 1,05 12,12 6,58 8,63 12,01 9,38
6 79,60 92,98 7,03 85,62 14,39 0,66 3,49 7,20 3,05 8,39 11,99 9,51
9 61,45 84,07 15,94 73,14 26,85 112 6,34 13,24 6,15 8,35 11,85 9,28
12 58,64 83,01 16,99 70,96 29,05 4,04 5,80 11,26 7,95 8,49 11,84 9,29
EPM ¢ 1,931 1,137 1,370 1,558 1,558 0,631 0,760 1,143 1,010 0,080 0,049 0,420
Fontes de variacdo P valor

Idade 0,001 0,782 0,782 0,003 0,003 0,124 0,231 0,030 <0,001 0,456 <0,001 0,985
Dietas <0,001 0,002 0,002 0,013 0,013 0,001 0,029 <0,001 0,163 0,477 0,001 <0,001
Dietas 2 <0,001 <0,001 <0,001 0,003 0,003 0,004 0,659 <0,001 0,018 0,544 0,002 <0,001
Idade x Dieta 0,354 0,846 0,846 0,868 0,868 0,003 0,899 0,306 0,002 0,850 0,259 0,818
B estimados 3 Cx  25-(OH)D; Pl2
Eclosdo total=0,031+0,301Dietas-0,027Dietas? 5,57 2562 86,99
Eclosdo de férteis= 0,377+0,299Dietas-0,0257Dietas? 5,82 2677 77,50
Mortalidade de férteis= -0,377-0,299Dietas+0,0257Dietas? 5,82 2677 22,50
Fertilidade=1,742+0,236Dietas-0,022Dietas? 5,34 2456 91,49
Infertilidade=-1,742-0,236Dietas+0,022Dietas? 5,34 2456 8,51
Média = 0,845+0,094Dietas 5,29 2433 0,335
Final = 2,922-0,131Dietas+0,009Dietas? - - -
Equacdes R?

Escore Pasgar® = 9,02+0,125Dietas-0,009Dietas? 0,78 6,95 3197 9,45
Comprimento = 11,862+0,104Dietas-0,007Dietas? 0,89 6,06 2788 12,24

L EPM = Erro padrdo da média;
2P| = Ponto de inflexéo;

3B estimados= foram utilizados para estimar as probabilidades pela seguinte féormula: Probabilidade=(exponecial(B)/(1+exponencial(B))*100.
*Letras mailisculas representam as diferencas entre as médias das idades que foram detectadas (P<0,05) pelo teste de médias do quadrados minimos.
4 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina Ds; (3) 200 Ul Vit Dz + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)D3); (6) 200 Ul Vit Ds+ (6 ppm de Cx +2.760 Ul 25-(OH)D5); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-

(OH)D3); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)D3
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Tabela 10. Desdobramento da interacéo da Idade e dieta na fase inicial e em ovos bicados
que ndo eclodiram.

Fase inicial (%) Bicados (%)
Dietas 32 semanas 38 semanas 32 semanas 38 semanas
0 6,76 2,45 5,44 6,32
3 0,69 0,70 3,84 9,87
6 0,17 0,49 0,95 4,80
9 0,22 1,81 4,43 7,46
12 0,35 8,04 3,90 11,46

* Diferencas entre as médias das idades foram detectadas (P<0,05) pelo teste de médias do quadro minimo.

! Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina D3, (3) 200 Ul Vit D5 + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) 200 Ul Vit Ds+ (6 ppm de Cx
+2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D;); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-
(OH)D;).

A mortalidade embrionéria foi influenciada na fase inicial e final de modo
quadratico decrescente (P<0,004; P<0,001) e na fase média aumentou linearmente
(P<0,029) em funcéo da suplementacdo de Cx+25-(OH)Ds.

Neste estudo, a suplementacdo de Cx+25-(OH)D3 aumentou de forma quadrética
a eclosdo total, em razdo dos maiores indices de fertilidade e eclosdo de ovos férteis e da
reducdo da mortalidade.

Isto provavelmente ocorreu por causa da maior quantidade de Cx+25-(OH)D3 no
metabolismo (figado, tecidos adiposos e Utero) dos reprodutores e na gema do ovo que,
posteriormente foi transferida para os tecidos corporais do embrido que sdo ricos em
PUFAs e sdo suscetiveis a degradacdo (Surai et al., 2003).

A Cx pode ter aumentado a capacidade de remocao de radicais livres e reduzido a
suscetibilidade a degradacéo lipidica da gema do ovo e do embrido, a Cx integra o sistema
antioxidante em conjunto com as vitaminas C e E e com as enzimas superdxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CA) (Fotina et al., 2013).

Um sistema antioxidante eficiente durante o periodo de incubacao é essencial para
o desenvolvimento embrionario, quando em altas concentracdes os radicais livres causam
danos nas biomoléculas e podem comprometer o desempenho produtivo, reprodutivo,
sistema antioxidante e sistema imune (Surai et al., 2016).0 efeito quadratico para as
variaveis demonstrou que a partir de 6 ppm de Cx + 2760 Ul 25-(OH)Ds esses efeitos
tornam-se negativos para o desempenho de incubacao.

Durante o processo de eclosdo, os pintinhos estdo sob alto estresse oxidativo, por
estar saindo de um ambiente com pouco oxigénio para um ambiente rico em oxigénio,

além do gasto energético elevado que teve para bicar, quebrar e sair de dentro do ovo.
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Parte da quantidade da Cx transferida para os tecidos corporais do embrido é armazenada
nos tecidos corporais e pode aumentar a protecdo contra a peroxidacao lipidica, durante
aeclosdo e primeiros dias de vida, e possivelmente, beneficie o sistema imune da progénie
(Surai et al., 2006; Surai et al., 2016). Avaliando a suplementacdo de 6 ppm de Cx para
reprodutores de frango de corte sobre o status antioxidante nos tecidos dos pintinhos com
um dia de vida foi observado menor quantidade MDA no figado do pintinho com 1 dia
de vida (Robert et al. 2008) e aumento da capacidade antioxidante no plasma (Johnson-
Dahl et al. 2016).

Em relacdo a reducdo de forma quadratica da mortalidade de ovos férteis
encontradas neste estudo, ocorreu principalmente, pela reducdo de modo quadrético da
mortalidade embrionaria durante a fase inicial (P=0,004) e final (P<0,001) e de modo
linear na fase média (P=0,029). E, também dos pintinhos que bicaram 0 ovo e nao
eclodiram (P=0,018) em funcéo das dietas de Cx+25-(OH)Dz3. A reducgdo da mortalidade
durante o desenvolvimento embrionério pode ter relacdo a agdo do metabdlito 25-(OH)Ds
com o metabolismo do célcio e do fosforo e das propriedades antioxidantes da Cx que
podem ter beneficiado o desenvolvimento embrionario.

A vitamina D3 e 0 metabdlito 25-(OH)Ds atuam principalmente na absorgdo e
deposicao de célcio, a quantidade transferida para a gema do ovo tem alta relagéo (r=0,99
e r=0,94, respectivamente) com a quantidade fornecida nas dietas maternais (Mattila et
al., 1999). O metabolito 25-(OH)D3 possui maior absorcao e longa vida no metabolismo,
fatores que podem aumentar a quantidade de calcio, melhorando a resisténcia e
compactacao da casca do ovo (Bar et al., 1980). Para um desenvolvimento embrionario
adequado, cascas com maior teor de calcio, mais compactas e resistentes sdo essenciais,
pois melhoram o mecanismo de protecdo do embrido contra infecgdes, previnem a perda
de 4gua e aumentam a quantidade de calcio para o embrido utilizar durante o
desenvolvimento 6sseo.

Menores indices de mortalidade embrionéria e maior atividade antioxidante no
primeiro dia de vida, apds a eclosdo de pintinhos oriundos de reprodutores que foram
suplementados com Cx, foi descrito por Rosa et al. (2012) e Zhang et al. (2011), que em
parte provavelmente ocorreu pela acdo da Cx no sistema antioxidante.

Em relacdo aos efeitos da vitamina D sobre a mortalidade, quando ndo foi
fornecida em doses adequadas a mortalidade embrionaria aumentou (Mottaghitalab et al.,
2013; Soares et al., 1979). Pesquisando os efeitos da suplementacdo dos metabolitos (1-

25-OH-2D3 ou 1-a-25-(OH)Ds3) associados ou néo a vitamina Dz em dietas de frango de
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corte, houve maior mortalidade embrionaria quando os metabdlitos ndo foram associados
a vitamina D3 (Soares et al., 1979; Sunde et al., 1978). Dentre os metabolitos da vitamina
D fornecidos em dietas de reprodutores de frango de corte somente 0 metabolito 25-
(OH)D3 apresentou os mesmos indices para mortalidade embrionaria quando comparada
a dietas com Vitamina D3 (Abdulrahim et al., 1979).

Estas pesquisas indicam que para melhores indices de mortalidade embrionaria, a
associacdo entre vitamina D e o metabdlito 25-(OH)Ds em niveis ideais é essencial.
Entretanto, o nivel de vitamina D3 (200 Ul) em conjunto com os niveis de 25-(OH)D3
acima de 2700, afetaram negativamente a eclodibilidade, fertilidade e mortalidade dos
ovos férteis. Isto pode ter ocorrido por causa dos elevados niveis de 25-(OH)Ds, que
podem ter causado excesso de 1,25-OH-2D3, horménio que pode causar toxidade e
prejudicar a calcificacao, falhas renais e hipercalcémica (Pande et al., 2015).

Na avaliacdo da qualidade do pintinho, ndo houve efeito da idade sobre o peso do
pintinho (P>0,05). Entretanto, houve resposta quadréatica crescente (P=0,016 e P=0,017)
do escore de Pasgar® e comprimento do pintinho de 1 dia de idade (P<0,001 e P=0,002)
(Tabela 9). Resultados semelhantes foram encontrados por Rosa et al. (2016), que nao
observaram efeito da dieta a base de milho, suplementada com 6 ppm de Cx para
reprodutores (Cobb500, de 45 a 67 semanas) sobre o peso ao eclodir de pintinhos de
frango. O maior comprimento dos pintinhos demonstra que o desenvolvimento
embrionario ocorreu adequadamente e que pode ter consumido mais vitelo aumentando
seu tamanho e melhorando o escore de Pasgar® (viabilidade, umbigo, pernas, abdémen e
bico) que é um método conceituado para indicar a qualidade dos pintinhos apds a ecloséo.
Estas duas variaveis de qualidade do pintinho sdo importantes, pois influenciam o
desempenho produtivo durante as primeiras semanas de vida dos pintinhos.

Os resultados deste trabalho e a hip6tese supracitada, sdo embasados em pesquisas
ja realizadas, que de modo geral, avaliaram o desempenho de incubacdo e sistema
antioxidante nos reprodutores e na progénie com a suplementacdo de Cx+25-(OH)Ds (6
ppm de Cx + 2700 Ul 25-(OH)Dz) ou somente com a Cx (6 ppm) adicionados em dietas
a base de milho, soja, trigo e com substituicdo de milho por sorgo (Johnson-Dahl et al.,
2016; Ren et al., 2016 a,b,c; Robert et al., 2008; Rosa et al., 2016; Rosa et al., 2012;
Zhang et al., 2011).

Diversas pesquisas investigaram os efeitos da suplementagéo de Cx em 6 ppm em
dietas maternais na atividade antioxidante. Surai (2012b) relatou que o aumento da

concentracdo de Cx no tecido corporal do embrido aumenta a remocao de radicais livres
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e de peroxidos, a reciclagem da vitamina C e da vitamina E, minimizando o estresse
oxidativo no metabolismo durante e apds eclosdo. Este relato teve como base um estudo
com suplementacéo de diferentes niveis de Cx (0,6,12,24 ppm) para reprodutores e frango
de corte em que foi encontrado maior concentracdo de Cx no figado que diminuiu a
oxidacdo do a-tocoferol no figado de pintinhos de frango de corte com um e sete dias de
vida e como consequéncia a peroxidacdo lipidica diminuiu (Surai et al., 2003).

Investigando os efeitos da suplementacéo de dietas com 6 ppm para reprodutores
de frangos de corte com 47 semanas de idade, houve aumento da capacidade antioxidante
no soro sanguineo dos reprodutores e na gema do ovo, a mortalidade reduziu de 4 % para
0 % de pintinhos (Zhang et al. 2011). J4 Rosa et al. (2012) encontraram menor quantidade
de malonaldeido na gema de ovos armazenados por 4, 8 e 12 dias e em ovos que foram
armazenados por quatro dias e incubados durante sete dias, entretanto ndo verificaram
diferenca entre a dieta controle e a dieta com 6 ppm de Cx de reprodutores da linhagem
Coob 500. Os autores também observaram aumento da eclodibilidade de ovos férteis e
fertilidade enquanto houve reducdo da mortalidade embrionaria, resultando em maior
taxa de eclodibilidade total. Em referéncia a mortalidade embrionaria, os autores
descreveram que a Cx foi mais eficiente em reduzir a mortalidade embrionéria com 48
horas, 15 e 21 dias de incubacao.

O efeito da idade sobre os reprodutores esta associado a reducéo da eclodibilidade
de ovos férteis, da producéo de ovos, do peso do ovo e da mortalidade na fase final de
incubacdo em funcédo da idade do macho com 270 dias de vida, quando comparados a
reprodutores com 140 dias (Santos et al., 2015), entretanto ndo observaram efeito sobre
a fertilidade. Os mesmos autores avaliando a interacdo dos espermatozoide-ovo e a
fertilidade, observaram que a idade das fémeas alterou a quantidade de espermatozoides
fixados na membrana vitelinica, depois de oito dias da cépula (Santos et al., 2013) e
sugeriram que a idade da fémea € interfere diretamente na manutencéo da fertilidade em
codornas europeias.

Além da reducdo dos espermatozoides a idade estd associada deterioracdo da
qualidade do sémen (Bramwell et al., 1996), por causa da reducdo do volume de sémen
ejaculado (Zhang et al., 1999) da concentracdo espermatica (Sexton et al., 1989) e da
capacidade dos espermatozoides em penetrar na membrana perivitelinica (Bramwell et
al., 1996). E, com a reducdo da capacidade antioxidante das fémeas em funcao da idade,
com menor atividade antioxidante, os espermatozoides armazenados nas glandulas do

trato reprodutivo ficam expostos ao processo de oxidagédo (Surai et al., 1998).
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Neste experimento, a fertilidade e o nimero de espermatozoides sobre a
membrana perivitelinica foram avaliados com 26 e 40 semanas. Os ovos obtidos dos
casais de codornas europeias analisados, permitiram determinar que com 3 sptz/mm2 na
membrana vitelinica sobre o disco germinativo a probabilidade é de 97 % do ovo ser fertil
e entre o quinto e oitavo dia ap6s a copula 0 nimero de sptz encontrado foi maior que a

quantidade estabelecida para o ovo ser fértil (Figura 4).
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Figura 4 - Probabilidade de fertilidade de reprodutores de codornas europeias em funcao
do ntimero de espermatozoides fixados na membrana vitelinica (sptz/mm?) sobre o disco
germinativo. E, anélise do nimero de espermatozoides (sptz/mm?) fixados na membrana
vitelinica em funcdo dos dias de coleta dos ovos apds a copula de reprodutores de
codornas europeias. Probabilidade de fertilidade (B) = 1/(B); Numero de espermatozoides

(B) = exp (B)

Com relacdo as andlises de probabilidade de fertilidade e numero de
espermatozoides em funcao da interacdo espermatozoide-ovo na membrana vitelinica ndo
houve influéncia da interacdo entre idades e dias de coleta dos ovos apds a cépula x
Dietas.

Na analise da probabilidade de fertilidade analisada em funcdo do nimero de
espermatozoides (sptz/mmg?) fixados na membrana vitelinica sobre o disco germinativo
de reprodutores com 26 e 40 semanas, houve efeito (P<0,05) da idade sobre a
probabilidade de fertilidade. Foi identificada interacdo quadratica decrescente entre 0s
niveis de Cx+25-(OH)Ds e os dias apds a copula (P<0,05) nas duas idades analisadas (26
e 40 semanas) (Figura 5).

A maior probabilidade de fertilidade (99,99 %) foi estimada no nivel de 8,69 ppm
de Cx + 3997 Ul 25-(OH)D3 no segundo dia apds a copula. Esta interacdo indica que a
suplementacéo do nivel estimado de Cx+25-(OH)Dz no dia correto apds a copula aumenta

a probabilidade de fertilidade em reprodutores de codornas europeias com 26 e 40
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semanas de idade. Niveis de Cx+25-(OH)Ds reduziram a probabilidade de fertilidade

apos o quinto dia de cépula dos reprodutores com 26 e 40 semanas de idade.

26 semanas 40 semanas
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Figura 5- Probabilidade de fertilidade de reprodutores com 26 e 40 semanas de idade
analisada pelo nimero de espermatozoides (sptz/mm?) fixados na membrana vitelinica
sobre o disco germinativo em funcéo dos dias apds a copula.

Probabilidade de fertilidade = exp (B)/1+exp(B)

Nos reprodutores com 26 semanas, suplementados com Cx+25-(OH)Ds, a
probabilidade de fertilidade estava entre 80 % e 100% até o sétimo dia apds a copula,
com excecdo do nivel de 12 ppm + 5520 Ul 25-(OH)Ds, que decaiu para 60 a 80 % no
quinto dia apds a copula. Enquanto no nivel 0, a probabilidade de fertilidade diminuiu
para 60 a 80 % no quarto dia apds a copula. A maior probabilidade de fertilidade dos
reprodutores suplementados com Cx+25-(OH)Dz diminuiu para 0 a 20 % somente no dia
9 apos a copula (Figura 5).

Neste periodo, 0s ovos ja ndo eram férteis (Figura 4). Ja com 40 semanas, 0S
reprodutores suplementados com Cx+25-(OH)Dz mantiveram a probabilidade de
fertilidade entre 80 a 100 % até o quinto dia apds a cépula. J& no nivel 0, a probabilidade
de fertilidade estava entre 60 a 80 % no primeiro dia apds a cépula e no quarto dia
diminuiu para 40 a 60 %. A probabilidade de fertilidade dos reprodutores suplementados
com Cx+25-OH D3 diminuiu para 0 a 20 % somente no oitavo dia apos a copula (Figura
5). Neste periodo, os ovos ndo eram férteis. Estes resultados corroboram com o relato de
Santos et al., (2013) de que matrizes de codornas podem manter a probabilidade de
fertilidade acima de 20 % até o novo dia apds a copula.

Neste estudo, a fertilidade ndo foi reduzida pela idade, isto aconteceu

provavelmente pelas propriedades antioxidante da Cx, que pode ter aumentado a
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capacidade antioxidante dos reprodutores e assim evitado a peroxidagdo dos
espermatozoides nas aves mais velhas, hipotese que foi confirmada na anélise da
fertilidade em funcéo da interacdo espermatozoide-ovo (Figura 5), e a probabilidade de
fertilidade dos reprodutores de 40 semanas se mantiveram em indices proximos dos
reprodutores com 26 semanas de idade, até o quinto dia ap6s a copula. A maior
probabilidade de fertilidade no desempenho de incubagéo e na interacdo espermatozoide-
Oovo em parte ocorreu por causa do maior numero de espermatozoides fixados na
membrana vitelinica em funcao dos niveis de Cx+25-(OH)Ds que podem ter aumentado
a capacidade de remocdo de radicais livres ("O2) nas membrana fosfolipidica dos
espermatozoides reduzindo a oxidacdo de PUFAs.

Com relacdo a andlise do numero de espermatozoides fixados na membrana
vitelinica sobre a regido do disco germinativo (Figura 6), houve interacédo tripla entre a
Idade x Dias apds a copula x Dietas (P<0,011) com efeito quadratico da dieta na interacao
(P=0,006). Esta interacdo indicou que nos reprodutores com 26 semanas 0s nimeros de
espermatozoides foram maiores do que aos de 40 semanas. Entretanto, o nimero de

espermatozoides das dietas 3 e 6 se mantiveram proximos.
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Figura 6 - Numero de espermatozoide (n° sptz) fixados na membrana vitelinica
(sptz/mm?2) em funcéo das idades dos reprodutores (26 e 40 semanas), dos dias em que 0s
ovos foram coletados ap6s a copula e dos niveis de Cx+25-(OH)D:s.

Com 26 semanas e 40 semanas, 0 numero de espermatozoides fixados na
membrana vitelinica sobre o disco germinativo da gema, diminuiu linearmente ao longo

dos dias apos a copula (P<0,05). Os niveis de Cx+25-(OH)Ds3, influenciaram de forma
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quadratica crescente (P<0,05) o nimero de espermatozoide, com pontos de maximo
estimados aos niveis de 6,54 ppm de Cx + 3008 Ul 25-(OH)D3 (Figura6).

Uma contagem maior de espermatozoides sobre a membrana vitelinica indica que
maior quantidade de espermatozoides atingiu o infundibulo durante a fecundacao. Esse
fato pode ser resultado da melhora na qualidade do sémen em fungéo da a agdo da Cx+25-
(OH)D3 na membrana fosfolipidicas dos espermatozoides, com aumento do nimero de
espermatozoides no volume ejaculado, como também nas condi¢cdes de armazenamento
dos espermatozoides no oviduto.

O alto numero de espermatozoides contados nos ovos das matrizes com 40
semanas indicam que essas aves conservaram caracteristicas reprodutivas ao longo do
tempo. Sendo que, pode-se sugerir efeitos positivos das Cx+25-(OH)Ds para machos e
fémeas em codornas europeias.

A suplementacdo de Cx+25-(OH)Dz aumentou de forma quadratica a
probabilidade de fertilidade nos reprodutores (26 e 40 semanas) e manteve a
probabilidade de fertilidade nos reprodutores com 40 semanas nos mesmos indices dos
reprodutores de 26 semanas. O mesmo ocorreu com 0 numero de espermatozoides fixado
na membrana vitelinica (Figura 6). Também foi verificado que o numero de
espermatozoides na membrana vitelinica sobre o disco germinativo, diminuiu conforme
os dias ap6s a copula, atingindo a quantidade de trés espermatozoides proxima ao 5° e 8°
dia apos a copula, quantidade limite estabelecida para que o ovo seja fértil.

O aumento quadratico da probabilidade de fertilidade nas duas incubages
comerciais realizadas foi detectado no nivel estimado de 5,34 ppm de Cx + 2456 Ul 25-
(OH)Ds. E, a maior probabilidade de fertilidade e do nimero de espermatozoides nas duas
idades (26 e 40 semanas) em casais foram estimadas nos niveis 6,54 ppm de Cx + 3008
Ul 25-(OH)D3. Também se verificou que a probabilidade de fertilidade e os nimeros de
espermatozoide na membrana vitelinica sobre o disco germinativo dos reprodutores com
40 semanas, foram preservados em taxa proxima a de 26 semanas. Podem estar
relacionados com a maior atividade antioxidante, pois a Cx remove radicais livres e
peréxidos de membranas fosfolipidicas ricas em PUFAS e também atua na reciclagem da
vitamina C e da E, atuando em conjunto com essas vitaminas, a vitamina E € conhecida
como vitamina da reproducéo e atua intensamente no sistema antioxidante.

Outra importante funcdo da Cx é de sua relacdo com a estrutura das camadas
fosfolipidicas como a dos espermatozoides, atua mantendo as ligacdes estruturais dos

fosfolipideos. Os resultados do segundo método, demonstraram que a probabilidade de



82

fertilidade e o numero de espermatozoides de reprodutores com 40 semanas se
mantiveram préximos aos de 26 semanas, confirmando o relato de que a protecdo
antioxidante das membranas lipidicas contra a peroxidacéo prolonga a sobrevivéncia in
vivo e in vitro dos espermatozoides (Breque et al., 2006; Surai, 2002; Surai et al., 1998).
Breque et al. (2006) destacaram que as glandulas da jungdo Utero-vagina proporcionam
para 0s espermatozoides uma barreira protetiva composta pelos principais antioxidantes
e enzimas do sistema antioxidante (Vitamina E, C, carotenoides, SOD, GSH-Px e Ca)
contra a oxidacdo lipidica, a qual, foi parcialmente modificada pela suplementacdo de
vitamina E. A Cx foi essencial para aumentar a protecdo das camadas fosfolipidicas dos
espermatozoides que ndo foram afetadas em fungdo da idade dos reprodutores,
demonstrando a eficacia da Cx na protecdo do espermatozoide e aumento da fertilidade.

Este resultados em codornas reforcam os resultados de maior fertilidade em
reprodutores da linhagem Cobb 500, suplementados com 6 ppm de Cx, encontrados pelos
autores Rosa et al. (2012), que foram justificados pelo aumento da sobrevivéncia e
armazenamento dos espermatozoides no trato reprodutivo.

Outro motivo que pode ter elevado a probabilidade de fertilidade é que a vitamina
Dz e metabdlito 25-(OH)Ds séo precursores do hormonio calcitriol 1,25-OH-2D3, que
possui efeitos anti-inflamatérios e a capacidade de modular o sistema imune, por
controlar as fungdes das células T, além de atuar em outros diversos sistemas bioldgicos,
dentre eles o reprodutivo, sendo essencial, sua deficiéncia causa diversas doencas,
incluindo infertilidade e prejudica o desenvolvimento embrionario (Hewison, 2012;
Rudick et al., 2014). Em aves, ha poucas informacdes literarias sobre a acdo da vitamina
D na fertilidade, entretanto em ratos foi evidenciado que quando em déficit de vitaminas
D ou na auséncia dos receptores demonstraram que o0 Utero ndo se desenvolveu
adequadamente e ndo foi capaz de realizar o processo de maturacédo do évulo, resultando
na infertilidade (Luk et al., 2012).

4. Conclusao

A suplementacdo de Cx+25-(OH)Dz no nivel estimado de 5,90 ppm de Cx+25-
(OH)Ds proporcionou maiores indices de eclodibilidade total, de ovos férteis e de
fertilidade e reduziu a mortalidade de ovos férteis, e durante o desenvolvimento
embrionario durante a incubacgdo e a fertilidade preservando os espermatozoides dos

reprodutores até a 40? semana, melhorando a viabilidade dos reprodutores e aumentou o


file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.460/UNIVERSIDADE%20ESTADUAL%20DE%20MARINGÁ%20-----%20ULTIMA%20VERSAO%201003.docx%23_ENREF_9
file:///C:/Users/camila/AppData/Local/Temp/Rar$DIa0.949/artigo%202%201703.docx%23_ENREF_14

83

comprimento e o escore de Pasgar® dos pintinhos com 1 dia de idade, melhorando a
qualidade da progénie.
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V1. Associacdo da cantaxantina + 25-hidroxicolecalciferol melhora o status
antioxidante durante a incubagéo e nas primeiras semanas de vida da progénie em
codornas europeias

Resumo:

O objetivo foi avaliar os efeitos da Cx associada ao metabolito 25-(OH)Ds em
diferentes periodos de armazenamento sobre status antioxidante na gema do ovo, durante
a incubacdo e eclosdo e sobre o tecido hepatico e muscular da progénie no final da
incubacdo e na primeira semana de vida e sobre o peso da progénie nesses periodos.
Foram utilizados 240 reprodutores de codornas, distribuidas em um delineamento
experimental inteiramente ao acaso, com cinco dietas e oito repeti¢des, quatro fémeas e
dois machos e dois periodos (0 e 8 dias) de armazenamento dos ovos antes da incubacao.
As dietas experimentais foram: (0) dieta basal (vitamina D3 2000 Ul); (3) dieta basal + (3
ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) dieta basal + (6 ppm de Cx +2.760 Ul 25-
(OH)D3); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D3); (12) dieta basal + (12
ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)D3). Nao houve influéncia da interacdo (P>0,05) entre o
Armazenamento X Dias de incubacdo x Niveis de Cx+25-(OH)Dz em nenhuma das
variadveis analisadas por 8 dias, antes da incubacdo. Na analise do status antioxidante na
gema do ovo liofilizada o armazenamento reduziu (P=0,007) a % de DPPH e aumentou
(P<0,001) a peroxidacéo lipidica e a Cx+25-(OH)D3 aumentou a % de DPPH de modo
quadrético crescente (P=0,066) e a peroxidacdo lipidica reduziu de modo quadratico
(P<,001). No status antioxidante do conteudo vitelinico na incubacdo e na eclosédo nao
houve influéncia do armazenamento sobre a % de DPPH (P>0,005), entretanto a Cx+25-
(OH)-D3s influenciou de modo quadratico crescente (P<0,001) a % de DPPH. Em relagéo
a peroxidacdo lipidica o armazenamento aumentou a quantidade de malonaldeido de
forma crescente (P<0,001) e a Cx+25-(OH)Ds reduziu de forma quadratica (P<0,001) a
quantidade de malonaldeido. No tecido hepéatico e muscular da progénie, ndo houve
interacdo entre a dieta e a incubacdo e primeira semana de vida. Entretanto, o
armazenamento diminuiu a % de DPPH (P<0,001) e aumentou a peroxidacdo lipidica e a
Cx+25-(0OH) na dieta de reprodutores aumentou de modo quadratico a % de DPPH
(P<0,001) e também de modo quadratico reduziu a peroxidacao lipidica (P<0,001) e
aumentou linearmente o peso da progénie nos dias avaliados. Concluimos que a Cx + 25-
(OH) foi eficiente na remocdo de radicais livres reduzindo a oxidacdo lipidica e
consequentemente diminuiu a peroxidacdo lipidica em pintinhos.

Palavras-chave: peroxidacdo lipidica, remocao de radicais livres, figado, musculo.
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V1. Effects of canthaxanthin + 25-hydroxycholecalciferol on the antioxidant status
during incubation and in the first weeks of the offspring’s life

Abstract:

The objective was to evaluate the effects of Cx associated with the 25-(OH)D3
metabolite in different storage periods on antioxidant status in egg yolk, during incubation
and hatching, as well as on the hepatic and muscular tissue of the progeny at the end of
incubation, in the the first week of life and on the weight of offspring during these periods.
A total of 240 quail breeders were distributed in a completely randomized experimental
design with five diets and eight replicates, four females and two males. The experimental
diets were: (0) basal diet (vitamin D3 500,000 1U); (3) basal diet + (3 ppm Cx + 1380 IU
25- (OH) D 3); (6) basal diet + (6 ppm Cx + 2.760 1U 25- (OH) D 3); (9) basal diet + (9
ppm Cx + 4.140 Ul 25- (OH) D 3); (12) basal diet + (12 ppm Cx +5,520 IU 25-(OH)D3).
There was no influence of the interaction (P> 0.05) between storage x days of incubation
X levels of Cx+25-(OH)Ds in any of the variables analyzed. In the analysis of the
antioxidant status in lyophilized egg yolk the storage reduced (P = 0.007) the percentage
of DPPH and increased (P <0.001) lipid peroxidation and Cx+25-(OH)D3 increased the
percentage of DPPH in quadratic way (P = 0.066) and lipid peroxidation reduced in a
quadratic fashion (P <.001). In the antioxidant status of the vitelline content in incubation
and hatching, there was no influence of storage on the percentage of DPPH (P> 0.005);
however, Cx + 25- (OH) -D3 influenced in a quadratic way increasing (P <0.05) the
percentage of DPPH. In relation to lipid peroxidation, storage increased the amount of
malonaldehyde (P <0.001) and Cx+25-(OH)D3 reduced quadratic (P <0.001) the amount
of malonaldehyde. In the hepatic and muscular tissue of the progeny there was no
interaction between diet and incubation and the first week of life. However, storage
decreased the percentage of DPPH and increased lipid peroxidation and Cx + 25- (OH)
increased quadratically the percentage of DPPH (P <0.001) and also quadratically
reduced lipid peroxidation (P <0.001) and linearly increased progeny weight on the
evaluated days. We conclude that Cx + 25- (OH) was efficient in the removal of free
radicals reducing lipid oxidation and consequently decreased lipid peroxidation.

Key word: lipid peroxidation, scanvenging of free radicals, liver, muscle.
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1. Introducéo

Nas aves, diversos tecidos sdo susceptiveis ao ataque de radicais livres, que
causam a peroxidacdo das biomoléculas. Particularmente em tecidos ricos em &cidos
graxos poli-insaturados (PUFAS) como o o6cito (gema do ovo), espermatozoides e
tecidos embrionéarios. Em geral, a grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados
(PUFA) predispdem a oxidacao e esta quando ocorre, causa degradacdo em cadeia destas
biomoléculas, resultando em piores indices de desempenhos produtivos e reprodutivos de
aves em crescimento, reprodutores e poedeiras comerciais (Surai, 2016). A
suplementacdo de nutrientes com propriedades antioxidantes tem se mostrado um meio
eficiente para minimizar esse estresse oxidativo em aves (Fellenberg e Speisky, 2006).

Diversos nutrientes nas dietas de aves possuem acao antioxidante pela capacidade
de remover radicais livres, espécies reativas ao oxigénio (ROS), espécies reativas ao
nitrogénio (RNS) e paralisarem a reacdo em cadeia da degradacdo de biomoléculas,
minimizando o estresse oxidativo (Falowo et al., 2014).

Os principais nutrientes que possuem propriedades antioxidantes séo: vitamina E,
vitamina A, carotenoides, &cido ascorbico, flavonoides, etc. Dentre eles, os carotenoides
lipossoluveis, como a cantaxantina (Cx), pertencentes a familia das xantofilas, séo
transferidos da dieta para diversos tecidos dos reprodutores e também para a gema, vitelo
e tecido embrionario (Galobart et al., 2001; Surai e Speake, 1998). Nesses tecidos,
exercem fungdes no sistema antioxidante, na integridade das camadas fosfolipidicas das
membranas celulares, na proliferacao de células no intestino delgado e na reciclagem da
vitamina C e E, fatores que podem melhorar a eclosdo e, consequentemente, a viabilidade
de matrizes (Surai, 2012).

O efeito da adi¢cdo de Cx associada ou ndo com o 25-hidrocolecalciferol tem sido
estudado em reprodutores de aves e na progénie. Zhang et al. (2011) relataram maior
capacidade antioxidante total no soro sanguineo dos reprodutores, na gema do ovo, em
pintinhos recém-nascidos e menor mortalidade (0 vs 4 %). J& Rosa et al. (2012)
observaram reducdo da quantidade de malonaldeido nas gemas de ovos que foram
armazenados, aumento da eclodibilidade de ovos férteis, da fertilidade e reducdo da
mortalidade embrionaria. Enquanto, Robert et al. (2008) relataram que houve menor
oxidac&o lipidica no figado de pintinhos com um dia, enquanto Johnson-Dahl et al. (2016)
descreveram que a capacidade antioxidante no plasma de pintinhos com um dia de vida

aumentou e a resposta do sistema imune foi mais robusta, sugerindo que a Cx possui
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caracteristica imunomodulatéria. Ren et al. (2016a) descreveram menor quantidade de
malonaldeido na gema do ovo e no soro dos reprodutores machos e maior eclodibilidade
de ovos férteis e a eclodibilidade total dos ovos das matrizes nas dietas com Cx+ 25-
(OH)D:s.

O metabdlito 25-(OH)D3 é a forma metabodlica com maior taxa de conversao para
hormonio calcidiol (1,25-(OH)Ds), que possui importantes funcdes na reabsor¢do e
deposicdo de calcio, quando maximizada a deposicao de calcio na casca do ovo, espera-
se que a qualidade da casca seja melhor, protegendo o embrido contra doencas, bactérias,
perda de 4gua excessiva e maior deposicao de calcio no metabolismo do embrido, e pode
estar relacionado com os maiores niveis de eclosdo em dietas suplementadas com o 25-
(OH)Ds (Bar et al., 1980). Entretanto, o metabdlito 25-(OH)D3 é toxico, e em altos niveis
pode prejudicar o metabolismo.

A associacdo da Cx e da 25-(OH)Ds ¢é interessante, pois os dois nutrientes
possuem relacdo direta com o ciclo reprodutivo de matrizes. A Cx pelo seu carater
antioxidante, possivelmente pode minimizar o estresse oxidativo durante o processo de
incubacdo, na ecloséo e na primeira semana dos pintinhos. Enguanto o metabdlito 25-
(OH)D3 atua no sistema imune, no ciclo do calcio e do fosforo das matrizes, e pode
modificar e melhorar a qualidade da casca do ovo, evitando entrada de patdgenos.

Desta forma, o objetivo foi avaliar o status antioxidante na gema, no conteudo
vitelinico durante o processo de incubacdo, avaliar no ultimo dia de incubacdo e na
primeira semana, o tecido hepatico e muscular de pintinhos e periodos de armazenamento
dos ovos antes da incubacdo, oriundos de reprodutores suplementados com diferentes
niveis de Cx+25-(OH)D:s.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Coturnicultura da Fazenda Experimental
de Iguatemi (FEI), pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual
de Maringa (CCA/UEM), localizada no Estado do Parand (23°21°S, 52°04’W e altitude
de 564 m). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacio (CEUA/UEM), tendo sido
aprovados para execuc¢édo (7846161115).
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2.1 Animais, instalagcdo e manejo

O galpéo de postura utilizado foi do tipo convencional, com cobertura de telha de
barro, piso e paredes laterais de alvenaria com 1,20 m de altura, completadas com tela de
arame até o telhado e cortinas laterais moveis. Com duas semanas de antecedéncia ao
inicio do experimento, os reprodutores foram alojados em gaiolas de arame galvanizado
(25x39 cm) com nipple na parte superior e comedouro tipo calha em frente as gaiolas,
para a determinacdo do peso corporal dos reprodutores e a producdo de ovos nas gaiolas.

Cada gaiola continha quatro fémeas e dois machos, que foram uniformizados de
acordo com o peso corporal (292,01 £17,82 e 251,84 £19,07 kg) e a produgéo de ovos. O
alimento e a 4gua foram ad libtum e o programa de luz adotado foi de 17 horas de luz
(natural + artificial) + 7 horas de escuro. Os machos e as fémeas receberam a mesma
racdo por compartilharem a mesma gaiola. As médias de temperatura, maxima (30,41
5,41°C) e minima (18,48 £3,75°C) assim como de umidade, méxima (45,36 +14,55%) e
minima (21,93 £12,14%), foram medidas no termo higrémetro digital diariamente, dentro

do galpéo.

2.2 Delineamento experimental e dietas

Foram utilizados 240 reprodutores de codornas de corte, com 26 semanas de
idade, que foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente ao acaso,
com cinco dietas e oito repeticdes, sendo a gaiola composta por quatro fémeas e dois
machos. As dietas experimentais foram: (0) dieta basal (vitamina D3 2000 Ul); (3) dieta
basal + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)D3); (6) dieta basal + (6 ppm de Cx +2.760 Ul
25-(OH)D3); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)Ds); (12) dieta basal +
(12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-(OH)Ds

As racles experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de soja,
vitaminas, minerais e seguindo recomendacfes propostas por Rostagno et al. (2005)
(Tabela 11).

Para manter as dietas isoenergéticas e isoproteicas, foi incluido na dieta basal o
inerte, sendo substituido conforme a adi¢cdo da Cx+25-(OH)Dz nas dietas experimentais.
Os niveis de suplementacdo de vitamina D3z foram atendidos com o uso do premix
vitaminico e o acréscimo do metabdlito 25-(OH)Ds ocorreu em associagdo com a Cx, por

meio do fornecimento de um produto comercial.
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Tabela 11. Composicdo centesimal quimica e energética das racGes experimentais
contendo Cx+25-(OH)D3 para reprodutores de codornas europeias na fase de postura.

Ingredientes % Dietas experimentais

0 3 6 9 12
Milho 51,76 51,76 51,76 51,76 51,76
Farelo de Soja 37,03 37,03 37,03 37,03 37,03
Calcério 5,85 5,85 5,85 5,85 5,85
Oleo de soja 2,88 2,88 2,88 2,88 2,88
Fosfato Bi calcico 1,29 1,29 1,29 1,29 1,29
Premix vit+min?! 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Sal comum 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
DI- Metionina (98,5 %) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
L-Lisina (76,5%) 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Inerte? 0,20 0,15 0,10 0,05 0,0
MaxiChick ®3 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Composigéo Calculada
Proteina bruta % 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00
Energia metabolizvel (kcal/kg) 2,850 2,850 2,850 2,850 2,850
Calcio (%) 2,700 2,700 2,700 2,700 2,700
Cloro (%) 0,248 0,248 0,248 0,248 0,248
Fosforo Disp (%) 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350
Potassio (%) 0,828 0,828 0,828 0,828 0,828
Sddio 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Lys dig % 1,097 1,097 1,097 1,097 1,097
Met dig % 0,480 0,480 0,480 0,480 0,480
Met + Cys dig % 0,767 0,767 0,767 0,767 0,767
Cantaxantina (mg/kg) 3 0,000 3,000 6,000 9,000 12,000
Vitamina D3 (UI/Kg) @ 0,000 1.380 2.760 4.140 5.520

1Suplemento vitaminico e mineral — Niveis de garantia por kg de racdo: Vit. A —2.500.000 Ul; Vit. D3 —
500.000 Ul; Vit. E—5.000 UI; Vit. B1 — 625 mg; Vit. B2 — 1.500 mg/Kg; Vit. B6 — 1.250 mg/kg; Vit. B12
—5.000 UI; Vit. K3 — 750 mg; Pantotenato de Célcio — 3.000 mg; Niacina — 6.000 mg/Kg; Acido félico -
250 mg/Kg; Biotina — 50,0 mg/Kg; Colina — 75 g/Kg; Antioxidante (Butil Hidroxi Tolueno — BHT) — 1.000
mg/Kg; Zinco — 13 g/ Kg; Ferro — 13 g/Kg; Manganés — 15 g/Kg; Cobre — 3.000 mg/Kg; Cobalto — 50
mg/Kg; lodo — 250 mg/Kg; Selénio — 63 mg/Kg; Veiculo Q.S.P. (Caulim) — 1.000 g/Kg. ? Inerte—Caulim;

3MaxiChick ®: cantaxantina (6 mg/Kg) + 25-hidroxicolecalciferol (2.760 UI/Kg) - DSM, S&o Paulo — SP.

2.3 Coleta, armazenamento de amostras e liofilizag&o.

Para realizacdo das andlises antioxidantes, foram utilizados 1.600 ovos de
reprodutores de 32 a 35 semanas de idade, sendo que 800 ovos foram armazenados por
oito dias em sala refrigerada (£ 19 ° C) e 800 ovos sem armazenamento foram incubados
em incubadora automatica a 60% de umidade e 37,4° C, com viragem automatica.
Decorridas 348 horas de incubacao, os ovos foram transferidos para a cAmara de eclosdo

com temperatura de 37,0°C, umidade de 70% por mais 56 horas.
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Os ovos foram analisados na gema (dia 0), no vitelo durante os dias de incubagéo
(20, 4° 6° 10° e 15° dia) e na eclosdo (1° dia). Em cada dia 20 ovos/dieta
experimental/periodo de armazenamento foram utilizados para a obtencdo de 5
pools/dieta experimental de conteudo vitelinico, para isto, o ovo foi pesado e
posteriormente quebrado para separar o contetdo vitelinico da membrana vitelinica e para
pesa-los individualmente em balanca de precisdo. O contetdo vitelinico de quatro ovos
foi homogeneizado para obtencdo de 1 pool que foi aliquotado rapidamente em quatro
microtubos de 1,5 ml identificados e congelados em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer — 80 ° C até a liofilizacdo. Para este processo os microtubos foram retirados do
freezer — 80 © C, mantidos em nitrogénio liquido e transferidos para o liofilizador por 72
horas.

Os embrides do 15° dia de incubacéo e os pintinhos com 1 e 7 dias de vida foram
oriundos de 20 ovos/dieta experimental/armazenamento ao término das horas estipuladas
para completar 15, 17,5 e 7 os embrides e pintinhos foram pesados e sacrificados por
deslocamento cervical para a obtencéo do figado e do tecido muscular do peito que foram
armazenados em papel aluminio devidamente identificados de acordo com a dieta
experimental e armazenamento, congeladas em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer — 80 © C até a realizacdo das analises. Para a extracdo lipidica trés amostras/dieta
experimental/tecido foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas formando
um pool. Em cada dia (15 °, 1° e 7°) e armazenamento trés pools por dieta experimental

foram utilizados na extracéo lipidica.

2.3.1 Método de extracdo lipidica no tecido hepatico e no masculo

Para a extracdo lipidica foi pesado 200 pug e em seguida homogeneizado com 1,8
mL de metanol diluido em agua destilada (1;2 mL:mL), por 10 segundos, em vértex, e
centrifugados (3000 rpm x g por 20 minutos) (Hermle, modelo 2323 K, Germany), para
recuperacdo de 1,5 mL do sobrenadante (conteudo vitelinico, tecido hepatico e muscular
proteinizado). Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de acido tricloroacético (TCA 10%;
1:1 v:v) e homogeneizado por 10 segundos, em vortex, e centrifugado (3000 rpm x g, por
20 min). O sobrenadante (contetdo vitelinico, tecido hepatico e muscular
desproteinizado) foi congelado em freezer — 20 °C e utilizado nas analises antioxidantes.
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2.3.2 Percentagem da capacidade redutora de radicais livre (% DPPH)

A capacidade redutora de radicais livres do 2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil
(DPPH) foi determinada pelo método de DPPH (Sigma-Aldrich D9132), adaptado de
Brand-Williams et al. (1995).

Para determinar a capacidade redutora de radicais dos extratos do contetdo
vitelinico, tecido hepéatico e muscular desproteinizado, foi determinada a absorbancia de
1,85 mL da solucdo de DPPH (0,06mM/L) pipetado em microcubeta, apds dois minutos
de incubacdo a temperatura ambiente (20° C), com o uso de espectrofotbmetro
(Biospectro, modelo SP-22, China, Ninbo Province) com leitura em de 515 nm.
Posteriormente, foi adicionado em tubo falcon envolto em papel aluminio, que continha
150 L do extrato e homogeneizado em vortex, por 10 segundos. Apds 30 minutos, foi
mensurada a absorbancia em 515 nm, representando a decomposicdao do DPPH neste
tempo. Como controle, foi utilizado 150 pL de &lcool metilico 100 % com 1,85 mL da
solucdo de DPPH, e mensurada sua absorbancia em 515 nm, para calibrar o
espectrofotémetro.

Os resultados da decomposicdo do DPPH foram expressos em percentagem de
capacidade redutora de radicais livres (% DPPH), que foi calculada pela seguinte
equacéo:

% DPPH = (1- (A amostra T(30) / A amostras T(0)) x 100
Em que:
A amostra: Absorbancia da amostra no tempo zero;
A amostras: Absorbancia das amostras durante os tempos.

2.3.3 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A extracdo lipidica foi realizada em trés amostras por dieta, periodo,
armazenamento e tecido.

Para a curva padrdéo do TBARS, foram preparadas solucbes com 1,3,3-
tetrametoxipropano e metanol 50% (0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mM), e uma aliquota de
0,500 pL foi adicionada a 2,0 mL da solugéo de TBA em tubo falcon, colocadas em banho
fervente (100 °C), durante 15 minutos. Apos 5 minutos, foi mensurada sua absorbancia
em 532 nm, em espectrofotdmetro. Os resultados de absorbancia foram utilizados para
determinar a equacdo da curva padrédo, que so foi utilizada com R2 maior que 0,99.

A oxidacdo lipidica foi determinada pelo método de TBARS, adaptado de

Chrzczanowicz et al. (2008). Para isto, uma aliquota de 500 pL do extrato do contetdo
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vitelinic, tecido hepatico e muscular desproteinizado foi homogeneizada com 2,0 mL da
solucdo de &cido tiobarbitarico (TBA) (TBA 1%, TCA 10% e HCL 0,06%) e colocada
em banho fervente (100°C), durante 15 minutos. Apos cinco minutos, a leitura foi
realizada em 532 nm em espectrofotdmetro. Como controle, foi utilizado 0,500 uL da
solucdo de alcool metilico e 4gua destilada (1:2 mL:mL), com 2,0 mL da solugédo de TBA
e mensurado sua absorbancia em 352 nm, para calibrar o espectrofotdmetro.

Os resultados de absorbancia representam a concentracdo de malonaldeido, que €
uma substancia reativa ao TBA. Estes foram ajustados na curva padrdo do TBARS e
convertidos para a quantificagdo de malonaldeido (MDA mg/ kg) na gema, vitelo
liofilizado, tecido hepético e muscular.

2.4 Andlises estatisticas
O modelo estatistico adotado foi o de regressao multipla no qual foi adicionado as
interacOes dos parametros de regressdo com a variavel independente:
Y =PBo+ Prxa+ Paxz + ... + Pp-1Xp-1 + €
Em que:
Y = Variavel dependente;
x1, X2,....Xp-1 = Varidveis independes;
Bo, P1, B2 ,..., Bp-1 = parametros da regressao;

¢ = Erro aleatorio.

Nas analises antioxidantes (TBARS e DPPH, varidveis dependentes) da gema (dia
0) a variavel independente foi 0 armazenamento, e os parametros da regressdo foram os
niveis de Cx+25-(OH)Ds3, a interacdo armazenamento x Cx+25-(OH)Ds foi adicionada ao
modelo utilizado. Ja na andlises do conteudo do vitelo, a variavel independente foi o
armazenamento e os polinémios de regressao foram os niveis de Cx+25-(OH)Dse os dias
de incubagdo, as interagdes (2 x 6 x 5) entre Armazenamento x Dias de incubagéo,
Armazenamento x Cx+25-(OH)Ds e Armazenamento X Dias de incubagdo x Cx+25-
(OH)D3 foram adicionadas ao modelo estatistico. E, para as analises do tecido hepatico e
muscular, as varidveis independentes foram o armazenamento e os dias de incubacéo e
apos a eclosdo os polindbmios de regressdao foram os niveis de Cx+25-(OH)Ds, as
interacbes (2 x 3 x 5) Armazenamento X Dias de incubacdo e ap6s a eclosdo,
Armazenamento X Cx+25-(OH)Dz e Armazenamento x Dias de incubacdo e apds a

ecloséo x Cx+25-(OH)D3 foram adicionadas ao modelo utilizado.
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As variaveis foram submetidas a andlise variancia (ANOVA) e posteriormente 0s
graus de liberdade referentes aos niveis de Cx+25-(OH)Ds e dias de incubagdo e/ou dias
de incubacdo apoOs a eclosdo e periodo de armazenamento foram desdobrados em
polindbmios ortogonais, para obtencéo das equacgdes de regressdo, utilizando os modelos
quadratico. Os dados foram submetidos as andlises estatisticas, no procedimento MIXED
do software SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA) com significancia de 5 %.

3. Resultados e Discussao

Na anélise da gema de ovos, ndo houve influéncia da interacdo (P>0,05) entre o
Armazenamento X Dias de incubacdo x Niveis de Cx+25-(OH)Dz em nenhuma das
variaveis analisadas (Tabela 12).

Tabela 12. Periodo de armazenamentos e andlises de % DPPH e TBARS (MDA) na gema
do ovo liofilizada de reprodutores de codornas europeias suplementadas com Cx+25-
(OH)Ds. (n=3/dieta/armazenamento).

%DPPH MDA mg/Kg
Dietas 2 0 dias 8 dias 0 dias 8 dias
0 44,65 46,26 0,928 0,998
3 47,86 43,04 0,510 0,854
6 50,66 48,77 0,582 0,886
9 49,64 48,13 0,585 0,692
12 49,69 45,61 0,518 0,522
Média 48,51 46,36 0,705 0,79
EPM? 0,818 0,887 0,019 0,047
Fontes de variagdo
Armazenamentos 0,073 <0,001
Dietas 0,065 <0,001
Dietas 2 0,012 0,290
Equacbes
DPPH= 45,87-2,144+0,975 Dietas -0,059 Dietas 2
MDA

0 dias = 0,858 - 0,061 Dietas

8 dias = 1,020 - 0,061 Dietas
!EPM = Erro padrdo da média.
2 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina D3, (3) 200 Ul Vit D; + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) 200 Ul Vit Ds+ (6 ppm de Cx
+2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D;); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-
(OH)Dy).
30 dias = sem armazenamento e 8 dias = oito dias armazenados.

Em gemas liofilizadas dos ovos de matrizes de codornas europeias, que foram

armazenadas com diferentes periodos, foi mensurada a quantidade de malonaldeido pelo
método de TBARS, a capacidade redutora de radicais livres pelo método de % de DPPH.
Houve diferenga (P<0,05) entre os armazenamentos, em que a % de DPPH demonstrou

tendéncia de modo quadratico crescente (P=0,066) e a quantidade de malonaldeido
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(MDA) decresceu linearmente (P<0,001) em funcdo dos niveis de Cx+25-(OH)Ds
(Tabela 12).

Nas andlises das gemas liofilizadas sem armazenamento, o ponto maximo da %
de DPPH foi predito no nivel de 8,18 ppm de Cx + 3763 Ul 25-(OH)D3, enquanto, nas
gemas liofilizadas de ovos armazenadas por 8 dias, a % de DPPH obteve ponto maximo
estimado ao nivel de 8,18 ppm de Cx + 3763 Ul 25-(OH)Ds

Os resultados de quantidade de MDA no conteudo da gema deste estudo, estdo de
acordo com os valores descritos em experimentos com dietas controles a base de milho e
soja para codornas, observados na literatura, que variam de 0,100 a 1,75 mg/kg ou /g
(Akdemir e Sahin, 2009; Sahin et al., 2010; Sahin et al., 2008).

Os niveis de Cx+25-(OH)D3 aumentaram de forma quadratica a % de DPPH,
diminuindo a quantidade de radicais livres, evitando a degradacdo das moléculas de
carboidrato, lipidicas, proteicas e &cidos nucleicos da gema do ovo, mantendo a
integridade e funcgdo das células, pela menor degradacdo das moléculas. A concentracao
do MDA, gue é um composto derivado da oxidacao lipidica, diminuiu na gema do ovo,
indicando que as matrizes suplementadas com os niveis de Cx+25-(OH)Ds tiveram seu
sistema antioxidante otimizado, melhorando a qualidade do contetdo da gema.

As gemas de ovos de codornas in natura, quando enriquecidas com nutrientes
antioxidantes, podem trazer beneficios a saide humana, podendo apresentar efeitos
anticarcinogénicos, antiestresse e modular a composicao lipidica no metabolismo humano
(Oluwafemi Ibukun e Oludare Oladipo, 2016). Entretanto, 0s ovos in natura deste estudo,
foram incubados para avaliar o status antioxidante do conteido do vitelo durante a
incubacdo e a eclosdo, nos niveis estimados a quantidade de MDA, no inicio da incubacao
foram menores, favorecendo o desenvolvimento do embrido na fase inicial de
desenvolvimento.

Nas anéalises antioxidantes realizadas durante o processo de incubacdo dos ovos,
foi testada a interacdo entre o armazenamento, dias e niveis de Cx+25-(OH)Ds, e ndo
houve efeito do armazenamento dos ovos antes da incubacdo sobre a percentagem de
DPPH (P>0,05). Analisando o status antioxidante do contetido de vitelo pelo método de
DPPH, houve influéncia de modo quadratico crescente (P<0,05) sobre a % de DPPH em
funcdo da suplementacdo de Cx+25-(OH)D3, com ponto de maximo estimado ao nivel
6,65 ppm de Cx + 3059 Ul de 25-(OH)D3, no quarto (3,59) dia de incubacéo (Figura 7).
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Figura 7 - Mensuracdo da capacidade redutora de radicais livres (% DPPH), em vitelo
liofilizado, com diferentes armazenamentos (O e 8 dias), durante 17 dias de incubacao,
provenientes de matrizes de codornas europeias (idade), suplementadas com Cx+25-
(OH)D:s.

A % de DPPH esteve acima de 50% nos niveis de Cx+25-(OH)Ds, desde o
segundo dia de incubacéo e foi maior até o final da incubacéo, enquanto o nivel 0 alcangou
50 % somente no décimo dia de incubacdo. A maior % de DPPH no vitelo liofilizado de
embrides de codornas europeias demonstra que houve remocao dos radicais livres deste
tecido, evitando a formacdo de novos radicais livres que degradam as moléculas de
carboidratos, proteicas e lipidicas, diminuindo o aporte nutricional utilizado pelo embrido
e também alteram a integridade das células e dos nucleos de DNA do embrido, causando
maior peroxidacdo do tecido, aumentando os compostos da peroxidacdo lipidica, como o
MDA (Surai et al., 2003).

Na analise da quantidade de MDA no contetdo do saco vitelinico liofilizado,
houve efeito (P<0,05) do armazenamento com valores superiores quando o0s ovos foram
armazenados. Os valores de MDA representam o estresse oxidativo que ocorreu pelo
armazenamento de oito dias para a incubacdo. Houve interacdo (P<0,05) entre os dias de
incubacéo e os niveis de Cx+25-(OH)Dz. O ponto de minimo (0,116 mg/kg) foi estimado
ao nivel de 4,98 ppm de Cx+ 2291 Ul 25-(OH)Ds, no terceiro dia de incubacdo, quando
ndo houve armazenamento; e com 8 dias de armazenamento, o0 ponto de minimo (0,579
mg/kg) da oxidagdo lipidica foi predito no mesmo nivel e dia de incubacéo dos vitelos

gue ndo foram armazenados (Figura 8).
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Sem armazenamento = 0,883-0,1883 Dietas+0,0179 Dietas- Armazenados (8 dias) = 1,312-0,1883 Dietas + 0,0179 Dietas? -
0,1084 Dias+0,01896 Dias?-0,0089 DietasDias, R?=0,83. 0,1084 Dias + 0,01896* Dias? - 0,00836*Dietas*Dias, R = 0,83.

Figura 8. Mensuracédo da oxidacéo lipidica (TBARS), no contetdo vitelinico liofilizado
de ovos sem armazenamento e com 8 dias de armazenamento e coletados na incubacéo
(2°, 4°, 6°, 10° e 15° dias) e na eclosdo (17 ° dia) de pintinhos de matrizes de codornas
europeias suplementadas com Cx+25-(OH)Ds.

Esta interacdo indica que os niveis de Cx+25-(OH)Ds interagem com os dias e no
nivel estimado maximizou a atividade do sistema antioxidante, evitando a degradacao de
moléculas, principalmente de lipideos de cadeia longa poli-insaturadas (PUFAS), que sdo
encontrados em altas concentracdes no vitelo e no tecido embrionario, influenciando
diretamente a eclodibilidade e a qualidade do pintinho. E importante destacar que no
conteddo de vitelos que foram armazenados por oito dias, a quantidade de MDA
aumentou em relacdo aos ovos nao armazenados, indicando que longos periodos de
armazenamento prejudicam o sistema antioxidante e o desenvolvimento dos embriGes.

Esta analise da quantidade de MDA, no contetdo do saco vitelinico durante a
incubacdo até a eclosdo, demonstra como se comporta o status antioxidante durante a
incubacdo em codornas e justifica a menor quantidade de MDA encontrado no saco
vitelinico de pintinhos com um dia de vida, que foi encontrada neste estudo.

Avaliando a suplementacdo de diferentes niveis de Cx (controle, 3, 6, 12 e 24)
para matrizes de frango de corte, Surai et al. (2003) relataram que houve menor
concentracdo de MDA na membrana do saco vitelinico de pintinhos com 16 dias de
incubacdo, dos niveis comparados ao controle e do nivel de 12 ppm comparado aos
demais niveis. E houve deposicao linear de Cx na membrana do saco vitelinico, no figado
e no plasma de frangos com um dia de idade. E importante destacar que no nivel de 24
ppm de Cx os valores de MDA aumentaram. Os maiores valores de MDA encontrados

por Surai et al., (2003) no nivel de 24 ppm de Cx demonstram que a Cx em altos niveis
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pode prejudicar o metabolismo. Neste estudo, foi encontrado efeito semelhante no nivel
de 12 ppm de Cx + 5520 Ul 25-(OH)Ds. Acredita-se que o alto nivel do metabdlito 25-
(OH)D3 em conjunto com a vitamina D3 foi toxico ao metabolismo, fazendo com que 0s
valores de % de DPPH diminuissem, e de MDA no contetdo da gema do ovo
aumentassem.

Analisando os efeitos da vitamina D3 no sistema antioxidante, os pesquisadores
Saha et al. (2016) descreveram que 0s niveis séricos de vitamina Dz podem influenciar o
status do sistema antioxidante e oxidativo. A associacdo dos niveis séricos de vitamina
D3 com andlises antioxidantes poderia ajudar a compreender os resultados desta pesquisa
e comprovar que a vitamina Dz em excesso, pode causar efeito reverso no sistema
antioxidante, aumentando a producéo de radicais livres e a oxidacdo lipidica.

Destacando a propriedade antioxidante da Cx no metabolismo de pintinhos com
um dia de vida, Johnson-Dahl et al. (2016) descreveram que houve efeito positivo da
suplementacéo de 6 ppm de Cx para matrizes de frango de corte da linhagem Ross 308,
na fase média (34% a 472 semana) e final (48% a 612 semana), sobre a capacidade
antioxidante no plasma sanguineo de pintinhos com um dia de idade, a quantidade de Cx
depositada no figado e sobre o sistema imune. Os autores concluiram que o nivel de 6
ppm de Cx melhorou a produtividade dos reprodutores, com efeitos observados nos
frangos de corte e relataram maior quantidade de MDA no saco vitelinico e no figado de
patos com 1 dia de idade, provenientes de reprodutores de patos suplementados com 6
ppm de Cx + 0,069 mg/kg de 25-(OH)D3 da 38% a 772 semana de idade (Ren et al., 2016b).

Os resultados desta pesquisa sugerem que 0s niveis de Cx+25-(OH)D3
aumentaram a capacidade de reducdo de radicais livres e, consequentemente, evitaram a
degradacdo de moléculas lipidicas, proteicas e de carboidratos no contetdo do saco
vitelinico de pintinhos ap6s eclosdo, aumentando o aporte nutricional para o
desenvolvimento dos pintinhos nas primeiras semanas de vida. Isto é destacado nos dados
de literatura supracitados, em que foi verificada menor quantidade de MDA na membrana
do saco vitelinico de frangos com 16 dias de incubacdo e um dia de vida, e no plasma
sanguineo e no figado no primeiro dia de vida, assim como maior quantidade de Cx e
vitamina E, no figado até 7 dias de idade. Esses dados sugerem que a suplementacéo de
Cx atua no sistema antioxidante, melhorando o balango antioxidante e oxidativo no
metabolismo em diversos tecidos e nas primeiras semanas de idade, assim como pode ter

relacdo com beneficios ao sistema imune.
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A fim de investigar o status antioxidante de embrides com15 dias de incubacéo
sob duas condicBes de armazenamento, na eclosdo e com 7 dias apds a eclosdo, foi
avaliado o tecido hepatico e muscular pelos métodos de DPPH e TBARS, e verificou-se
que houve influéncia do armazenamento (P<0,001) sobre as analises nos dois tecidos e
em todos os dias analisados (Tabela 12). Houve interagdo entre 0 armazenamento e 0s
dias para a % DPPH no figado e no musculo (P<0,0256) (Tabela 13).

O armazenamento por oito dias dos ovos diminuiu a capacidade de capturar
moléculas de DPPH e aumentou a quantidade de MDA (mg/Kg), isto refletiu em maiores
niveis de estresse oxidativos no figado e musculo, durante a incubacdo até o sétimo dia
de vida dos pintinhos. Independentemente do armazenamento, houve influéncia dos dias
(P<0,001), com crescimento linear da % de DPPH e decrescente para o TBARS,
demonstrando que existe relacdo entre estas duas analises. Comparando os valores de
DPPH e TBARS no 15° dia de incubagdo com os demais dias, indicando que o sistema
antioxidante esta em desenvolvimento fisioldgico e também que é um periodo critico, de
alto estresse oxidativo. Comparando as analises nos tecidos no sétimo dia com os demais
destaca-se a maior capacidade de captura de moléculas de DPPH e menor producéo de
MDA, indicando a adaptacéo dos pintinhos com o meio ambiente rico em oxigénio.

Em relacdo aos efeitos da suplementacdo de Cx+25-(OH)D3z sobre a analise de
DPPH e TBARS, houve resposta quadratica crescente (P<0,05) para a capacidade de
capturar o radical DPPH e decrescente (P<0,05) para a peroxidacdo lipidica no tecido
hepético e muscular, independentemente do armazenamento. No tecido hepatico, o DPPH
teve 0 ponto maximo estimado no nivel de 6 ppm de Cx + 2700 Ul de 25-(OH)Ds. E, 0
ponto minimo da quantidade de MDA foi estimada ao nivel de 6,27 ppm de Cx + 2886
Ul de 25-(OH)Ds. Ja no figado, o ponto maximo da capacidade de capturar o radical
DPPH foi estimado ao nivel 5,01 ppm de Cx + 2304 Ul de 25-(OH)D3, enquanto o ponto
minimo da peroxidacdo lipidica foi estimado ao nivel de 6,07 ppm de Cx + 2791 Ul de
25-(OH)D3 (Tabela 12).

Os efeitos da suplementacdo da Cx+25-(OH)Ds sobre a capacidade de capturar o
radical DPPH do tecido hepético e muscular corroboram com os achados de Tanaka et al.
(2012), que descreveram que a Cx atua intensamente na remocéo de radicais livres,
especies reativas ao oxigénio (ROS), espécies reativas ao nitrogénio (RNS) e evitam a
quebra de cadeias de biomoléculas. As ROS e RNS degradam principalmente os acidos
graxos poli-insaturados (PUFA) das membranas celulares, e esta degradacdo ndo é

paralisada, continuando em reacédo de cadeia (Park et al., 2009).
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Tabela 2. Anélise da % de DPPH e TBARS (mg/Kg) no figado e no musculo de embrides
com 15 dias de incubacgdo sob duas condic¢des de armazenamento e em pintinhos no dia
da eclosdo e com sete dias apds a eclosdo. (n=3/dieta/dia/armazenamento).

Peso do Figado Musculo
Pintinho
Armazenamento ©) DPPH TBARS DPPH TBARS
Sem armazenamento 1056 24,62 A 0,219B 23,42A 0,155B
8 dias armazenado 10,87 22,05B 0,162 A 21,10B 0,136 A
Dias
15 6,14C 21,54 0,221 20,61 0,181
1 8,37B 2322 0,203 21,69 0,158
7 16,69 A 25,26 0,158 24,43 0,097
Dieta3
0 10,25 21,50 0,221 21,11 0,177
3 9,84 24,54 0,168 23,75 0,122
6 10,69 24,55 0,176 23,33 0,129
9 10,36 23,40 0,187 21,75 0,142
12 10,70 22,71 0,201 21,34 0,158
Média 9,98 23,34 0,191 22,26 0,145
EPM 1 1,71 0,236 0,005 0,25 0,046
Fontes de variacdo P-valor
Armazenamento 0,224 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Dias <0,001 <0,001 0,017 <0,001 <0,001
Dietas 0,039 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Dietas 2 0,652 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Dias vs Dietas 0,101 0,090 0,887 0,056 0,156
Armazenamento vs Dias 0,897 0,023 0,771 0,018 0,352
Armazenamento vs Dietas 0,843 0,205 0,239 0,472 0,220
Equacdes R? Cx 25-(OH)D3 PI?2
Peso do pintinho = 15,81+0,047Dietas 0,88 - - -
Figado
DPPH = 22,34+0,819Dietas-0,0683Dietas 2 0,89 6,00 2760 24,80
TBARS=0,1896-,0137Dietas+0,001092Dietas? 0,90 6,27 2886 0,147
Musculo
DPPH=23,060+0,594-0,0593Dietass? 0,86 5,01 2304 25,74

TBARS=0,1276-0,0142Dietas+0,00117Dietas? 0,84 6,07 2791 0,041

L EPM = Erro padrdo da média

2 PI = Ponto de inflexéo;

3 Dietas: (0) 200 UI/Kg de vitamina D3, (3) 200 Ul Vit D3 + (3 ppm de Cx + 1.380 Ul 25-(OH)Ds); (6) 200 Ul Vit D3+ (6 ppm de Cx
+2.760 Ul 25-(OH)Ds); (9) dieta basal + (9 ppm de Cx + 4.140 Ul 25-(OH)D;); (12) dieta basal + (12 ppm de Cx +5.520 Ul 25-
(OH)Ds).

* Letras maiUsculas indicam que as médias sdo diferentes no teste tukey ao nivel de 5 % de significancia

Tabela 3. Desdobramento da interacdo entre os periodos de armazenamentos dos ovos
antes da incubacéo e a idade dos embrifes (15° dia) e pintainho (1 e 7 dias) para a % de
DPPH no figado e musculo de progénie de matrizes de codornas europeias suplementadas
com Cx+25-(OH)Ds

% DPPH Figado Mdusculo

15 dia° 1dia 7 dia 15 dia° 1dia® 7° dia
Sem armazenamento 2210 A 22, 70A 2545A 2265A 2427A 2695A
Com armazenamento 19,02B 20,74B 2342B 20,44B 22,16 B 23,57B

* Letras maiUsculas indicam que as médias séo diferentes no teste tukey ao nivel de 5 % de significancia
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Provavelmente, a maior % de DPPH no figado encontrada neste estudo ira
diminuir a degradacg&o de diversas biomoléculas, em razdo da maior remogao de radicais
livres. Fato que aconteceu no tecido hepatico onde houve menor quantidade de MDA nos
niveis estimados de Cx+25-(OH)Dz no 15° dia, na ecloséo e com sete dias apos a ecloséo.
Isto indica menores indices de peroxidacdo lipidica. Que ocorreu porque o Sistema
antioxidante foi mais eficiente pela acdo antioxidante da Cx, que aumentou a capacidade
de remover o radical DPPH supracitada e provavelmente de remover perdxidos da
oxidacdo lipidica, como o MDA.

A maior capacidade antioxidante no sétimo dia ap6s a eclosdo demonstra que a
Cx pode ser depositada no figado dos embriGes e ficar armazenada durante a primeira
semana de vida. Isso corrobora com os achados de Surai (2012), que descreveu que 0
aumento da concentracdo de Cx no tecido corporal do embrido aumentou a remocao de
radicais livres e de peroxidos, e a reciclagem da vitamina C e da vitamina E, minimizando
0 estresse oxidativo no metabolismo, durante e ap6s eclosdo, melhorando assim a
viabilidade da progénie. Em outro estudo, foi relatado por Surai et al. (2003) maior
concentracdo de Cx e vitamina E no figado de pintinhos de frango de corte com um e sete
dias de vida. Como consequéncia, a peroxidac¢do lipidica diminuiu, demonstrando a¢do
moduladora da Cx no sistema antioxidante de frango de corte na fase inicial, de um a sete
dias.

O mdasculo assim como figado sdo tecidos ricos em proteinas que sao susceptiveis
a oxidacdo proteica que produzem peroxidos (ROS, RNS e proteinas carbonil) que
causam danos as membranas fosfolipidicas de diversas biomoléculas no metabolismo. Os
resultados encontrados da suplementacdo de Cx+25-(OH)D3 sobre a capacidade de
remover o radical DPPH demonstram que a Cx quando fornecida em dietas maternais é
transferida aos diversos tecidos do embrido e podem ser armazenada no tecido por uma
semana ou mais tempo, atuando no sistema antioxidante para minimizar o estresse
oxidante e, consequentemente, a peroxidacdo lipidica. Fato que foi confirmado pela
quantidade MDA encontrado no musculo que € um indicativo do status da peroxidacao.
Os resultados sdo semelhantes aos dados de MDA no musculo do peito de codornas
japonesas alimentadas com a dieta controle em pesquisa de Botsoglou et al. (2004).

A fase de eclosdo da primeira semana de vida é consideradas de alto nivel de
estresse oxidativo nos tecidos corporais de pintinhos oriundos de codornas europeias,
assim como de outras espécies (Surai et al., 2006; Surai et al., 2016), entdo a minimizagao

deste estresse oxidativos, no periodo de ecloséo e na primeira semana de vida, resultando
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em um pintinho de melhor qualidade, com fisiologia mais desenvolvida, podendo
melhorar o desempenho da progénie durante a primeira semana de vida. O peso corporal,
0 ganho de peso e conversao alimentar de 1 a 14 dias, o consumo alimentar de 1 a 35 dias,
a atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD) no figado de 1 dia e a atividade
antioxidante total foram maiores, enquanto a quantidade de MDA diminuiu na gema e no
plasma em patos oriundos de reprodutores da linhagem Cherry Valley, que foram
suplementados com 6 mg/kg de Cx + 0,069 mg/kg 25-(OH)D:s.

Estes resultados sustentam a hipotese de que a Cx é depositada na gema do ovo e
pela sua propriedade antioxidante ameniza o estresse oxidativo, no contetdo vitelinico
durante a incubacdo e a eclosdo, podendo ser transferidas para diversos tecidos
embrionarios e serem armazenados no figado e no masculo, durante a primeira semana,
melhorando a adaptacdo da progénie ao novo ambiente que é rico em oxigénio. O
metabdlito 25-(OH)Dz também é depositado na gema do ovo e possui relagdo com o
sistema imune e a mineralizacdo 6ssea do embrido, além de ser essencial para a deposi¢éo
de célcio na casca deixando-a mais compacta evitando a entrada de invasores durante o
processo de incubacéo.

De modo geral, 0 armazenamento dos ovos diminuiu a % de DPPH e aumentou a
quantidade de MDA no musculo e no figado, no 15° dia de incubacdo, na ecloséo e com
sete dias apos a eclosdo. A adigdo de Cx+25-(OH)Ds proporcionou maior % de DPPH,
na gema in natura, no contetido do saco vitelinico durante a incubacéo e no primeiro dia
de vida. O mesmo ocorreu no figado e no muasculo no 15° dia de incubacéo, na eclosao e
com sete dias ap6s a eclosdo, melhorando a capacidade de remocéo de radicais livres,
ROS e RNS do metabolismo, evitando a degradacédo de biomoléculas que iriam originar
compostos como o MDA, que elevam o nivel de peroxidacdo dos tecidos. A menor
quantidade de MDA ocorreu na gema in natura, no conteudo do saco vitelinico durante
a incubacdo e na eclosdao e no figado e no tecido muscular de pintinhos oriundos de
codornas europeias, com um dia de vida e sete dias ap6s a eclosdo. Isso indica que a Cx
exerce importantes funcdes no sistema antioxidante, sendo que uma importante funcéo é
a acdo da Cx em reciclar a vitamina C e a E (Surai, 2012). Esta Gltima € um dos mais
potentes antioxidantes e exerce fungfes em diversos sistemas, como por exemplo no
reprodutivo. Devido a menor quantidade de MDA no figado e no mdsculo, na eclosao e
com sete dias ap0s a eclosao, que sdo fases de alto estresse oxidativo, pode-se inferir que
a condicdo de salde e o sistema antioxidantes foram melhorados, podendo influenciar no

desempenho dos pintinhos de codornas europeias na primeira semana de vida e também
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de pintinhos de outras espécies, pois a maior peroxidacdo dos tecidos esta relacionada
com maior susceptibilidade dos pintinhos a diversas doencas.

Com relagéo ao peso do pintinho houve influéncia (P<0,001) dos dias, devido ao
crescimento do pintinho e dos niveis de Cx+25-(OH)Ds de forma linear. O maior peso
dos pintinhos pode ter ocorrido pela maior atividade do sistema antioxidante que ocorreu
durante a incubacdo. Efeito semelhante foi evidenciado com a suplementacéo da Cx e do
metabdlito 25-(OH)Ds que aumentou o peso corporal da progénie (Ren et al., 2016 b). O
maior peso corporal da progénie pode estar relacionado com a melhora do sistema
antioxidante e também da maior absorc¢do do contetdo vitelinico, que pode ter ocorrido
durante o processo de incubagdo principalmente ao término deste processo.

4. Concluséo

A suplementagdo de Cx+25-(OH)Dsz intensificou a capacidade redutora de
radicais livres e minimizou a peroxidacdo de biomoléculas na gema in natura, no
contetdo do saco vitelinico liofilizado, no figado e no masculo de embrides e pintinhos
de codornas europeias. A adigdo de Cx+25-(OH)Ds a niveis proximos de 6 ppm + 25-
(OH)Ds intensificou a protecdo contra a oxidagdo e diminuiu a peroxidacao lipidica.

Entretanto, em niveis acima de 6 ppm + 25-(OH)Ds prejudicou o sistema antioxidante.
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V11 Consideracdes Finais

Conclui-se que a suplementancdo de diferentes niveis de Cx+25-OH-Ds
influenciou o metabolismo dsseo, sendo capaz de melhorar a deposicdo de célcio na casca
do ovo. No desempenho reprodutivo, aumentou a eclodibilidade de ovos férteis e a
fertilidade e reduziu a infertilidade e a mortalidade embrionaria durante o processo de
incubagdo. Em relacio a qualidade do pintinho, maximizou o indice de Pasgar®. Enquanto
no status antioxidante, reduziu o estresse oxidativo e, consequentemente, a peroxidacao
lipidica.

Esta pesquisa poderd ser utilizada como modelo experimental para outros
reprodutores de aves, como por exemplo em patos, perus, frango de corte com o intuito
de avaliar a suplementacdo de Cx+25-(OH)Ds sobre o metabolismo do célcio e fosforo,
reprodutivo e antioxidante.

Sugere-se que ao avaliar a qualidade interna e externa da gema do ovo que se
avalie a resisténcia da membrana da gema do ovo, a resisténcia a quebra do ovo, 0 nimero
de cascas quebradas e a estrutura da casca do ovo.

Em relacdo a vitamina D, sabe-se que quando suplementados altos niveis
possivelmente prejudicara alguns metabolismos, como o reprodutivo e antioxidante,
entdo analises bioquimicas que relacionem altas concetracdo de vitamina Dz com o
sistema antioxidante ou prooxidante podem ser realizadas para verificar os efeitos desta
sobre o metabolismo.

Durante o desenvolvimento emrbionario e crescimento do pintinho, é interessante
analisar a oxidacdo proteica pela analise da concentracdo de proteina carbonil em tecidos
muscular ou soro sanguineo, em conjunto com a oxidacao lipidica a fim de investigar

como amenizar a oxidacdo proteica para maximizar a deposic¢ao de proteinas no musculo.
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Devido a possivel acdo da Cx e da vitamina D sobre o sistema imune e trato
gastrointestinal, € possivel realizar diversas analises com o intuito de avaliar o sistema
imune, em periodos de alto estresse oxidativo, a fim de verificar se ha correlacdes entre

o0 sistema antioxidante e o imune.
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6. Apéndice



110

Tabela 1. Médias da probabilidade de fertilidade apds a copula de reprodutores de codornas europeias suplementadas com Cx+25-(OH)D3

Fertilidade

26 semanas Dias

Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 100,00 75,00 100,00 100,00 80,00 66,67 40,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 100,00 100,00 100,00 80,00 66,67 100,00 100,00 88,89 0,00 0,00 0,00 0,00
6 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 88,89 37,50 16,67 0,00 0,00 0,00
9 100,00 100,00 100,00 100,00 83,33 66,67 16,67 14,29 0,00 0,00 0,00 0,00
12 100,00 100,00 100,00 100,00 77,78 66,67 66,67 16,67 0,00 0,00 0,00 0,00
42 semanas

0 80,00 50,00 20,00 66,67 60,00 25,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 100,00 100,00 100,00 87,50 100,00 57,14 42,86 14,29 20,00 0,00 0,00 0,00
6 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 85,71 83,33 28,57 0,00 0,00 0,00 0,00
9 100,00 85,71 85,71 75,00 71,43 28,57 16,67 5,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 100,00 100,00 100,00 100,00 66,67 37,50 16,67 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00
Fontes de variacdo P valor

Idade 0,034

Dias 0,344

Dias 2 <0,001

Dietas <0,001

Dietas 2 <0,001

Dietas x Dias 0,005

Dietas x Dias x Idade <0,001




111

Tabela 2. Médias do nimero de espermatozoides fixados na membrana vitelinica apos a copula de reprodutores de codornas europeias

suplementadas com diferentes niveis de Cx+25-(OH)Ds.

N ° Spmtz

26 semanas Dias

Tratamentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 112,13 62,17 45,71 37,60 17,17 4,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 553,78 381,80 148,83 98,80 40,66 13,00 13,22 6,55 1,28 0,00 0,00 0,00
6 402,38 176,56 59,75 28,87 13,33 10,86 5,00 2,75 0,75 0,00 0,00 0,00
9 456,75 324,14 77,67 105,14 37,00 20,17 12,33 7,14 5,00 0,25 0,00 0,00
12 290,87 193,00 109,86 69,71 30,38 20,11 9,67 7,80 2,56 0,83 0,00 0,00
40 semanas

0 65,80 9,50 7,00 27,33 11,60 10,75 7,00 3,00 2,75 1,00 0,00 0,00
3 303,67 413,75 61,67 57,25 19,25 30,14 15,50 9,63 7,38 7,50 0,00 0,00
6 417,20 248,29 91,00 78,67 46,16 46,17 24,71 24,16 14,29 3,00 0,00 0,00
9 202,30 196,43 113,71 49,63 19,42 15,50 8,71 6,33 2,62 0,20 0,00 0,00
12 227,63 69,17 172,40 10450 22,33 19,87 11,00 12,33 3,43 2,70 0,00 0,00
Fonte de variagdo P valor

Idade <0,001

Dias <0,001

Dias 2 0,394

Dietas <0,001

Dietas? <0,001

Dietas x Dias 0,047

Dietas? x Dias 0,017

Dietas x Dias? 0,370

Dietas x Dias x Idades

0,001
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Tabela 3. Médias de DPPH no conteudo vitelinico durante a incubacdo de ovos de reprodutores de codornas europeias suplementadas com
diferentes niveis de Cx+25-(OH)Ds

% DPPH
Armazenamento

0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8

Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias
Tratamentos 2 4 10 15 17
0 48.11 51,04 44,26 47,66 46,26 48,03 49,63 52,31 62,72 4952 61,40 62,51
3 50,14 49,86 47,25 52,17 47,62 48,42 5323 5830 72,39 6849 7549 71,16
6 48,74 49,72 52,24 5059 4991 51,24 57,14 5761 72,69 78,02 7242 66,27
9 50,22 47,82 46,48 48,79 4953 5251 5522 5484 58,16 6580 68,15 68,65
12 50,23 52,13 48,33 46,50 49,93 5386 54,16 49,19 59,68 63,60 67,21 67,62
Média 49,48 50,12 47,69 49,14 4865 50,81 58,64 5243 6506 6509 6893 67,24
EPM 0,315 0,326 0,507 0,349 0,367 0,415 0,567 0573 136 1565 0,840 0,652
Regressao P - Valor
Armazenamentos 0,767
Dias 0,010
Dias? <0,001
Dietas <0,001
Dietas 2 <0,001
Dietas x Dias 0,890
Dietas x Dias x Armazenamento 0,423
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Tabela 4. Medias de TBARS no conteudo vitelinico durante a incubacao de ovos de reprodutores de codornas europeias suplementadas com
diferentes niveis de Cx+25-(OH)Ds

Thars (mg/Kg) Armazenamento

Odias 8dias Odias 8dias 0Odias 8dias Odias 8dias 0Odias 8dias 0dias 8 dias
Dietas 2 dias 4 dias 6 dias 10 dias 15 dias 17 dias
0 0,846 0978 0,852 1,283 0928 1,233 0,956 1,146 5565 6,604 4,205 5,077
3 0,501 0614 0453 0649 0,251 0510 0,361 0,892 2935 3,348 2,616 2,996
6 0,655 0836 0,38 0692 0349 0582 0576 0,902 3,062 3,419 2,674 3,118
9 0,657 0,702 0524 0880 0584 0,839 058 0,838 3,241 3,626 2,793 3,035
12 0579 089 0,643 0841 0517 0823 0,724 0,877 3,249 3,671 2,890 3,201
Média 0,648 0808 0571 0869 0526 0,797 0,640 0,942 3616 4,133 3,485 3,036
EPM 0,020 0,062 0,030 0,040 0,041 0,044 0,020 0,032 0,162 0,204 0,098 0,133
Regressao P-valor
Armazenamento <0,001
Linear 0,472
Quadratica <0,712
Dias 0,137
Dias 2 <0,001
Dietas x Dias 0,050
Dietas? x dias <0,001
Dietas x Dias x Armazenamento <0,001




