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RESUMO

Estudos prévios tém avaliado o efeito da suplementacdo materna com diferentes tipos de
aditivos alimentares e nutrientes que promovam efeitos benéficos nas matrizes e em
suas progénies. Aditivos fitogénicos derivados de plantas, tém sido investigados por
exercerem entre outras funcGes a antimicrobiana e antioxidante, com o beneficio de ndo
causarem resisténcia microbiana, promovendo melhorias na producdo animal incluindo
as aves de postura. Uma progénie de qualidade depende da qualidade dos ovos, que por
sua vez, depende diretamente da dieta materna. Ovos com melhor aporte nutricional e
antioxidantes advindos da dieta materna melhoram a composicdo nutricional e
estabilidade oxidativa do ovo e do embrido. Além dos efeitos maternos, os embrides
podem sofrer alteracbes durante o0 seu desenvolvimento devido a efeitos ambientais,
como a temperatura de incubacdo, resultando em progénie de melhor efou pior
qualidade. Neste contexto, com esse estudo objetivou-se avaliar os efeitos da taxa de
producdo de ovos da matriz e da adicdo de um blend composto por 6leos essenciais de
canela, eugenol, timol e orégano, acidos organicos, curcumina, taninos, vitamina E e
zinco microencapsulados em gordura vegetal (Sannimix®), sobre o desempenho
produtivo e reprodutivo das matrizes e a estabilidade oxidativa de seus ovos (ambiente
de desenvolvimento do embrido) (Experimento 1). Além disso, o efeito materno (dieta
materna suplementada com blend Sannimix® ou ndo suplementada com blend) e da
temperatura de incubagdo (37,5°C ou 38,5°C) sobre a progénie também foi avaliado a
curto e longo prazo (15 dias de idade), por meio dos seguintes parametros: utilizacdo do

saco vitelino residual (idades embriondrias E17 e E19), peso ao nascimento, pesos Vvivo



e relativo de oOrgdos, e estado oxidante-antioxidante da progénie com 15 dias de idade
(Experimento 2). Para isso, no primeiro experimento, 128 codornas japonesas de
postura (Coturnix coturnix japonica) (64 machos e 64 fémeas) com um dia de idade
foram utilizadas. Aos 98 dias de idade, 64 fémeas foram distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial (4x2) sendo o primeiro fator a producdo
de ovos (baixa, média, intermediaria e alta producéo) e o segundo fator a suplementacédo
ou ndo das dietas com o blend Sannimix® (CONTROLE e SANNIMIX, respectivamente).
Apos sete dias do inicio da alimentacdo das fémeas com as dietas experimentais, 64
machos com 105 dias de idade foram colocados para acasalar com as fémeas, durante
uma hora por dia, num sistema de rodizio para minimizar o efeito parental do macho por
um periodo de 21 dias. Nos Ultimos 11 dias de acasalamento, os ovos foram pesados e
armazenados a uma temperatura de 22°C. Ao final do periodo de acasalamento e coleta
dos ovos, as fémeas com 126 dias de idade foram sacrificadas para a coleta do figado,
trato intestinal, baco e foliculos ovarianos. Ao final do periodo de coleta dos ovos, 16
ovos selecionados aleatoriamente de matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX (n = 8)
e CONTROLE (n = 8) foram coletados para analise de estabilidade oxidativa. No segundo
experimento, 400 ovos foram incubados em duas incubadoras com temperaturas
distintas (37,5°C, n = 100 ovos de matrizes suplementadas com o blend - SANNIMIX e
100 ovos de matrizes ndo suplementadas com o blend — CONTROLE; e 38,5°C, n = 100
ovos de matrizes suplementadas com o blend - SANNIMIX e 100 ovos de matrizes ndo
suplementadas com o blend - CONTROLE). A partir do 17° dia ao 19° dia de incubacéo,
0s nascimentos foram monitorados, e, nesse periodo, a utilizagdo do saco vitelino
residual dos embribes (E17 e E19) e o peso ao nascimento foram avaliados. Apo6s o
nascimento, 240 pintainhos saudaveis foram distribuidos em um esquema fatorial 2x2
sendo o primeiro fator a dieta materna (suplementada com o blend SANNIMIX e sem
suplementacdo (CONTROLE); e, 0 segundo fator, a temperatura de incubagdo: 37,5°C
(controle - cTL) e 38,5°C (alta temperatura - AT). A progénie foi criada de maneira
convencional, com ragdo (sem adicdo do blend) para atender suas exigéncias
nutricionais e agua a vontade até os 15 dias de idade. Nesse momento, seis animais de
cada tratamento foram pesados e sacrificados para coleta e pesagem de 6rgdos (coracao,
figado, trato intestinal, baco e bursa de Fabricius) utilizados para determinacdo do peso

relativo desses 6rgdos. Além disso, o figado da progénie foi utilizado para avaliar os



efeitos dos tratamentos sobre seu estado oxidante-antioxidante. Os dados dos dois
experimentos foram submetidos a ANOVA, e aos testes de médias (teste de Tukey e t
de Student) (P<0,05). Experimento 1: as matrizes de produgdo intermediéria
apresentaram maior consumo de racdo e maior circunferéncia de foliculos pre-
ovulatorios (fase 1). Matrizes suplementadas com SANNIMIX apresentaram maior
numero de foliculos pré-hierarquicos, peso de ovos, taxa de eclosdo total e progénie
com maior peso ao nascimento. No albdmen dos ovos de matrizes suplementadas com
SANNIMIX, houve menor atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT), maior conteudo de glutationa reduzida (GSH) e menor oxidacdo proteica. Na
gema, houve maior atividade da enzima SOD, menor atividade da enzima CAT, maior
capacidade antioxidante e menor oxidacdo proteica. Experimento 2: 0s embrides na
idade E19 filhos de matrizes suplementadas com SANNIMIX apresentaram menor
porcentagem de saco vitelino residual. A progénie das matrizes suplementadas com
SANNIMIX apresentaram maior peso vivo e peso relativo do figado, do trato intestinal,
bem como maior comprimento intestinal aos 15 dias de idade. Os embrides de ovos
incubados a 38,5°C nas idades embriondria E17 e E19 apresentaram menor
porcentagem de saco vitelino residual, menor peso vivo e peso da bursa de Fabricius aos
15 dias de idade. A progénie oriunda de ovos incubados a 38,5°C e de maes
suplementadas com SANNIMIX apresentaram maior conteldo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), atividades das enzimas SOD e CAT, capacidade antioxidante e
conteudo de dienos conjugados. Em resumo, os resultados mostram que a temperatura
de incubacdo de 38,5°C ndo afetou o desenvolvimento embriondrio e a eclosdo dos
pintainhos, mas suprimiu seu desempenho aos 15 dias de idade. A suplementacdo das
matrizes com SANNIMIX exerceu efeitos positivos na matriz e em seus Ov0oS, COm esses
efeitos estendendo-se para a progénie a curto e longo prazo mesmo quando essa foi

submetida a uma maior temperatura de incubag&o.

Palavras-chave: saco vitelino residual, aditivos fitogénicos, antioxidantes, efeito

materno, nutracéuticos
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ABSTRACT

Previous studies have evaluated the effect of maternal supplementation with different
types of food additives and nutrients that promote beneficial effects on hens and their
progeny. Phytogenic additives have been investigated for their ability to exert, among
other functions, antimicrobial and antioxidant effects, with the added benefit of not
causing microbial resistance, thereby promoting improvements in animal performance,
including that of laying birds. Progeny quality depends on egg quality, which, in turn,
directly depends on the quality of the maternal diet. An adequate nutrient and
antioxidant supply from the maternal diet improves the nutritional composition and
oxidative stability of eggs and embryos. In addition to maternal effects, embryos are
affected by environmental factors during development, such as incubation temperature,
which may result in better or worse progeny quality. In view of the above, this study
aimed to assess the effects of breeder egg production and supplementation with a
premix composed of cinnamon and oregano essential oil, eugenol, thymol, organic
acids, curcumin, tannins, vitamin E, and znc microencapsulated in vegetable fat
(Sannimix®) on breeder productive and reproductive performance and egg oxidative
stability (embryo developmental environment) (Experiment 1). Moreover, the effects
of maternal diet (unsupplemented or supplemented with Sannimix®) and incubation
temperature (37.5 or 38.5 °C) on progeny were evaluated in the short and long term (15
days of age) by measuring the following parameters: yolk sac utilization (E17 and E19
embryos), weight at hatch, live weight, relative organ weights, and oxidant/antioxidant
status at 15 days of age (Experiment 2). For this, in the first experiment, 128 one-day-
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old laying Japanese quail (Coturnix coturnix japonica) (64 males and 64 females) were
used. At 98 days of age, 64 females were distributed in a completely randomized design
with a 4 x 2 factorial arrangement, where the first factor was egg production (low,
medium, intermediate, and high) and the second factor was dietary supplementation
(control and Sannimix®). Seven days after females had been fed on experimental diets,
64 males aged 105 days were allowed to mate with females for 1 h a day during 21 days
according to a rotational mating scheme to minimize the paternal effect. In the last 11
days of mating, laid eggs were weighed and stored at 22 °C. At the end of the mating
and egg collection period, 126-day-old females were sacrificed for collection of liver,
intestinal tract, spleen, and ovarian follicle specimens. At the end of the egg collection
period, 16 eggs were randomly collected from supplemented (n = 8) and control (n = 8)
breeder groups for oxidative stability analysis. In the second experiment, 400 eggs were
incubated in two incubators at different temperatures (37.5 °C, n = 100 eggs from
supplemented breeders and 100 eggs from control breeders; and 38.5 °C, n = 100 eggs
from supplemented breeders and 100 eggs from control breeders). From days 17 to 19
of incubation, egg hatching was monitored, and yolk sac utilization (E17 and E19
embryos) and weight at hatch were evaluated. After hatching, 240 healthy chicks were
arranged according to a 2 x 2 factorial, where the first factor was maternal diet (control
and supplemented) and the second factor was incubation temperature (control = 37.5 °C
and high = 38.5 °C). Progeny were reared conventionally up to 15 days of age, with ad
libitum access to water and a basal diet (without Sannimix®). After this period, six
animals from each treatment were weighed and sacrificed for determination of relative
organ weights (heart, liver, intestinal tract, spleen, and bursa of Fabricius). The liver
was used to evaluate the effects of treatments on oxidant/antioxidant status. Data from
both experiments were subjected to analysis of variance and mean tests (Tukey's and
Student's t-test at p < 0.05). Experiment 1: Breeders with intermediate egg production
had higher feed intake and preowulatory follicle circumference (Phase 1). Breeders
supplemented  with  Sannimix® showed higher prehierarchical follicle number, egg
weight, total hatching rate, and progeny with higher birth weight. In the albumen of
eggs from hens supplemented with Sannimix®, there were lower superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) activities, higher content of reduced glutathione (GSH), and

lower protein oxidation. In the yolk, there was higher SOD activity, lower CAT activity,



higher antioxidant capacity, and lower protein oxidation. Experiment 2: Embryos at
E19 from hens supplemented with Sannimix® had a lower percentage of residual yolk
sac. The progeny of supplemented hens showed higher live weight and relative weights
of the liver and intestinal tract, as well as greater intestinal length at 15 days of age.
Embryos at E17 and E19 incubated at 38.5 °C had lower residual yolk sac percentage,
lower live weight, and lower bursa of Fabricius weight at 15 days of age. Progeny from
eggs incubated at 38.5 °C and hens supplemented with Sannimix® showed higher
reactive oxygen species levels, SOD and CAT activities, antioxidant capacity, and
conjugated diene content. Overall, the results show that incubation at 38.5 °C did not
influence embryonic  development or hatching but negatively affected chick
performance at 15 days of age. Maternal supplementation with Sannimix® exerted
positive effects on layers, eggs, and progeny in the short and long terms, even when

eggs were incubated at high temperatures.

Keywords: residual yolk sac, phytogenic additives, antioxidants, maternal effect,

nutraceuticals
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I- INTRODUCAO

A coturnicultura € o segmento da avicultura voltado para a criagdo de codornas
(Khan et al., 2016; Silva et al., 2018). Entre as espécies criadas no Brasil, esta a codorna
japonesa (Coturnix coturnix japonica), utilizada para producdo de ovos (Lima, 2012) e
a codorna europeia (Coturnix coturnix coturnix), criada principalmente para a producao
de carne (Barbosa et al., 2021).

As codornas possuem caracteristicas de interesse para a producdo animal., como o
rapido crescimento, a precocidade sexual e a alta rusticidade (Silva et al., 2018), o que
tem aumentado o interesse de produtores por este segmento. De acordo com Silva et al.
(2018), o interesse na criagdo de codornas comerciais aumentou em diversas partes do
mundo, como os Estados Unidos, Brasil, Europa e Asia. Com isso, a criagdo de
subsisténcia tem dado lugar a criagdo comercial, com novas tecnologias sendo
empregadas a cada dia para a sua producao.

Para o adequado desenvolvimento deste setor, assim como em outras espécies
animais, pesquisas na area de melhoramento genético, nutricdo, manejo sanitario,
incubacdo e ambiéncia sdo fundamentais (Porto et al, 2021). Ressalta-se ainda que a
codorna possui uma importancia global como modelo animal para a experimentacdo,
devido principalmente ao seu curto intervalo de geragéo, servindo como um econémico
modelo animal para outras cria¢cbes, como frangos de corte ou matrizes de postura (E-
Shater et al., 2021).
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Apesar dos retornos financeiros observados e da rusticidade das codornas,
problemas em relacdo a susceptibilidade a doencas infecciosas e estresse térmico podem
comprometer a saude destas aves, pois, mesmo resistentes, elas sdo criadas em um
ambiente de desafio sanitario, o que pode afetar a sua produtividade (Bonfim e Araujo
Melo, 2015). Um dos principais desafios para a produgdo animal é em relacdo ao uso de
antibidticos especificos, devido ao risco de resisténcia bacteriana (Huyghebaert et al.,
2011; Fouladi et al., 2018; Bosetti et al, 2020). Contudo, apenas a retirada desses
medicamentos sem um composto substituto pode resultar em grandes prejuizos no
desempenho animal. Dificilmente consegue-se alcancar uma alta produtividade,
mantendo os baixos custos de producdo sem o auxilio de aditivos (Oututumi et al.,
2008), e a sua escolha deve basear-se em dois fatores a saber: (1) aspecto econdémico e
(2) seguranca animal e humana (Reis e Vieites, 2019).

Em resposta as tendéncias atuais, diversos aditivos alternativos aos promotores
de crescimento vém sendo estudados como estratégia de substituicdo dos antibioticos.
Entre esses, destacam-se 0s aditivos compostos por uma combinagcdo de Oleos
essenciais, acidos organicos, curcumina, taninos, entre outros, que sdo preconizados por
possuirem efeitos principalmente na manutencdo da saude intestinal devido a sua
atuacdo como antibacterianos, anti-inflamatorios e antioxidantes (Fouladi et al., 2018;
Abd El-Hack et al., 2022).

Outro ponto chave destes aditivos € a moderna tecnologia empregada na sua
fabricacdo, como o microencapsulamento dos ingredientes que compdem os aditivos
(Mehta et al, 2022). Essa tecnologia de protecdo aos ingredientes previne que 0S
mesmos se oxidem ou volatilizem, além de retardar a rapida degradacdo dos mesmos no
trato gastrointestinal superior (Abdelli et al., 2021). Dessa forma, a liberacdo de
componentes dos aditivos ocorre em porcdes especificas do trato gastrointestinal
(especialmente nas porcdes finais do intestino delgado e grosso), promovendo, assim, 0
aumento  significativo do aproveitamento dos nutrientes pelo organismo do animal
(Nascimento et al, 2019). Em estudo com frangos de corte, Abdelli et al. (2021)
confirmaram a capacidade do microencapsulamento em permitir uma liberacdo mais
lenta de &cido fumérico e timol em todo o trato gastrointestinal do frango. Esses autores

também concluiram que o &cido fumarico microencapsulado, o timol ou a combinacédo
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dos dois, apresentaram efeitos positivos sobre o desempenho animal, morfologia
intestinal e microbiota, quando os frangos foram submetidos a condi¢des desafiadoras.

A dieta das matrizes é outro assunto de interesse na producdo avicola, devido aos
seus efeitos diretos sobre a progénie (Frésard et al., 2013). Esse fator (dieta materna)
torna-se extremamente importante quando temos em mente que a nutricdo do embrido
depende da dieta materna, que interfere diretamente no fornecimento de nutrientes
depositados no ovo, afetando o desempenho do pintainho e seu fen6tipo na fase adulta
(Videla et al., 2020).

O ambiente durante o desenvolvimento embriondrio também apresenta grande
importancia na producdo de aves, uma vez que embrides ainda nos ovos podem sofrer
alteracOes a curto e/ou longo prazo, devido a efeitos ambientais antes da eclosdo, como
aqueles relacionados a temperatura de incubacdo (Reed e Clark, 2011). Esse periodo é
conhecido pelo seu intenso metabolismo, e a disponibilidade adequada de nutrientes nos
ovos aliada ao ambiente controlado de incubacdo sdo imprencindiveis para o bom
desempenho do embrido, refletindo na sua vida adulta.

Nesse sentido, a adicdo de aditivos com funcdes especificas na dieta das matrizes,
assim como o0s parametros de incubacdo adequados, sdo fatores fundamentais para
potencializar a resposta fisioldgica e metabdlica do embrido, levando a maior
viabilidade dos pintainhos, principalmente durante os primeiros dias de vida (Paiva et
al., 2018).

Partindo desse principio, pressupde-se que a adicdo de um blend de A&cidos
organicos, Oleos essenciais, curcumina, tanino, vitamina E e zinco microencapsulados
na dieta das matrizes de codorna de postura pode ser benéfico ao desempenho produtivo
e reprodutivo destas, com seus efeitos refletindo em seus ovos e em suas progénies,
submetidas a diferentes temperaturas de incubagdo (controle 37,5°C e alta temperatura
38,5°C).

Até o presente momento, ndo foi encontrado dados na literatura nacional e
internacional, avaliando simultaneamente os efeitos da adicdo de blend na dieta materna
de codornas de postura e/ou em matrizes de frangos sobre a progénie oriunda de ovos
submetidos a diferentes temperaturas de incubacdo. Sendo assim, com esse estudo, em
um primeiro momento, os possiveis efeitos do blend Sannimix® na dieta de matrizes de

codornas sobre o seu desempenho produtivo, reprodutivo, e sobre parametros
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antioxidantes-oxidantes de seus ovos foram investigados. Em um segundo momento, 0s
possiveis efeitos da dieta materna sobre os parametros de desempenho produtivo e
estado oxidante-antioxidante da progénie proveniente de ovos incubados a 37,5°C
(Controle, cT) e 38,5°C (Alta temperatura, AT) também foram invetsigados. Para avaliar
esses efeitos, nas matrizes 0s seguintes parametros foram avaliados: desempenho
produtivo, reprodutivo e peso relativo de 6rgdos. Nos ovos das matrizes, foi avaliado
efeito da dieta sobre a estabilidade oxidativa. Na progénie, a utilizacdo do saco vitelino,
peso ao nascimento e aos 15 dias de idade, peso relativo de 6rgdos e parametros

oxidativos e antioxidantes do figado da progénie com 15 dias de idade foram avaliados.

Il.. REVISAO DE LITERATURA

1.0. Nutricdo materna

A crescente demanda por ovos gerou desafios para a industria de poedeiras,
incluindo o aumento dos custos de producgdo e riscos sanitarios (Wang et al., 2017). Para
supera-los, o fornecimento de dietas funcionais e que atendam as necessidades
nutricionais das matrizes é fundamental (Macelline et al., 2021). A nutricdo adequada
da matriz visa a otimizacdo do seu potencial genético (Bryden et al., 2021), para a
maior producdo de ovos e melhor qualidade nutricional de seus ovos (Bouvarel et al.,
2011).

A nutricdo da matriz também impacta o desenvolvimento da prole através do
efeito materno, que pode ser definido como a influéncia do fendtipo da mae sobre o
fenétipo da progénie (Adkins-Regan et al, 2013). Nas aves, esses efeitos s&o
transferidos principalmente através do ovo (Grindstaff et al., 2003; Hasselquist e
Nilsson, 2008; Okuliarova et al., 2014). De acordo com Rocha et al. (2010), a

Jsuplementagdo materna pode levar a um melhor desempenho da progénie,
através dos nutrientes alocados no ovo.

Assim, 0 objetivo da nutricdo de matrizes também passou a ser abordado sobre a
perspectiva de obtencdo de ovos e progénie de melhor qualidade (Rocha et al., 2010). A
transferéncia de nutrientes ocorre de forma ativa da ave para o ovo e € influenciada

diretamente pelos nutrientes que estdo presentes em sua alimentacdo, sendo que,
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qualquer mudanga no perfil nutricional na dieta de matrizes, principalmente em fase de
producdo, pode acarretar em reflexos no desenvolvimento da préxima geracédo
(Grindstaff et al., 2003).

Entre 0s nutrientes e compostos contidos no ovo necessarios para 0 bom
desenvolvimento do embrido (Surai, 2002) estdo aqueles com fungbes nutricionais
propriamente dita e 0os compostos com funcdes especificas, por exemplo, a antioxidante,
sendo esta fundamental para prevencdo de danos oxidativos nas matrizes e progénie,
ocasionados pelo intenso metabolismo na fase de postura e incubagdo, respectivamente
(Possenti et al., 2018). Nesse contexto, a utilizacdo de diversos nutrientes e mais
recentemente de aditivos fitogénicos derivados de plantas na dieta de matrizes, tem se
apresentado como uma alternativa para reducdo desses impactos negativos decorrentes

da alta producdo sobre a matriz e sua progénie.

1.1. Aditivos promotores de crescimento e aditivos alternativos aos antibidticos

Os antibidticos foram o0s primeiros a serem utilizados como aditivos na
alimentacdo animal por sua atuacdo como promotores de crescimento, devido a
inimeros fatores, especialmente por seus efeitos contra indmeros patogenos (Mehdi et
al., 2018). Geralmente, na producdo animal, os antibidticos (promotores de crescimento)
sdo fornecidos aos animais em doses inferiores as farmacologicas durante quase toda a
vida do animal, respeitando apenas o periodo de caréncia pré-abate (Reis e Vieites,
2019). Entretanto, a Unido Europeia proibiu a sua utilizacdo como aditivo em 2006,
devido ao aumento do risco de resisténcia bacteriana (Ajuwon, 2015; Bosetti et al.,
2020). No Brasil, apesar da ndo proibicdo em sua totalidade, a lista de compostos
permitidos se restringe a cada ano (Reis e Vieites, 2019). Tendo em vista que
aproximadamente 70% das defesas da ave advem do intestino (Fascina et al., 2012), o
impacto da eliminagdo progressiva dos antibidticos promotores de crescimento animal
precisa ser minimizado, implementando estratégias alternativas para a manutencdo da
microbiota intestinal saudavel e equilibrada (Huyghebaert et al., 2011). A manutencdo
da salde do trato gastrointestinal é fundamental, ja que esse sistema é detentor do

sucesso da producdo animal, visto que é o local onde ocorre a digestdo e absorcdo dos
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nutrientes da dieta (Shang et al., 2018). Aproximadamente, 70% dos custos da producéo
sdo provenientes da alimentacdo, e a sua digestibilidade ideal € uma consequéncia direta
do ambiente intestinal saudavel, sendo de extrema necessidade e importancia a
manutencdo da salde intestinal desses animais, aumentando assim a eficiéncia dos
sistemas de producdo e minimizando as perdas econdmicas

Em aves de producdo, os segmentos intestinais proximais sdo menos colonizados
pela microbiota, em contraste com 0 ceco, onde existe uma microbiota intestinal
abundante e diversificada, com géneros bacterianos como Ruminococcus, Bacterioides,
Streptococcus, Enterococcus e Lactobacillus (Dunislawska et al., 2021). No intestino de
animais saudaveis, 0s microrganismos apresentam-se em equilibrio com o meio e o
hospedeiro, proporcionando indmeros beneficios ao organismo, como a sintese de
vitaminas, inibicdo de microrganismos patogénicos, estimulo imunoldgico e melhora da
digestdo dos alimentos e absor¢do dos nutrientes. Porém, caso ocorra um desequilibrio
nesta populacdo, problemas como o crescimento de microrganismos patogénicos e
consequente aumento de suas toxinas podem resultar em infeccbes localizadas ou
sistémicas, causando reducdo do desempenho animal e perdas econbmicas (Vieites et
al., 2020).

Neste contexto, 0o uso de plantas medicinais, Oleos prensados a frio e seus
constituintes bioativos vem ganhando importancia na producdo animal, devido aos seus
efeitos benéficos sobre o crescimento, sistema imunologico e a salde animal (Hussein
et al, 2019). Varias pesquisas tém demonstrado que a substituicdo dos antibioticos por
produtos naturais, além de combaterem possiveis infeccbes, melhoram o ambiente
intestinal como um todo, garantindo o bom desempenho produtivo do animal e a
tendéncia é de que cada vez mais a utilizagdo desses compostos seja preconizada (Shen
et al., 2020).

Igbal et al. (2018) demonstraram que a utilizacdo de &cidos organicos e Oleos
essenciais atuam na regulacdo da microbiota intestinal aumentando a digestibilidade de
nutrientes, incluindo os polissacarideos ndo amilaceos, o que aumenta a oferta de
nutrientes disponiveis para a ave e para alocacdo nos ovos. Os compostos com
caracteristicas antioxidantes, como o0s Oleos essenciais, Vém sendo extensamente
estudados devido a indmeros fatores, incluindo os seus efeitos de minimizacdo e

combate do estresse oxidativo, capaz de manter a salde das galinhas poedeiras em
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producdo (Wang et al, 2017). Os compostos bioativos com funcbes antioxidantes
possuem importancia por desativar metabolitos oxidativos reativos e radicais livres, que
sdo subprodutos do metabolismo normal e da defesa imunoldgica, e que podem causar
danos extensos ao DNA, proteinas e lipidios (Yigit et al., 2014).

Os aditivos alimentares propostos para serem utilizados como alternativa aos
antibidticos, sdo por definicdo produtos de origem natural ndo nutritivos que séo
adicionados a racdo basal como menores componentes afim de melhorar a qualidade da
racdo e dos alimentos de origem animal (Ayalew et al., 2022), além de melhorar o
desempenho e a salde dos animais (Ayalew et al, 2022). De acordo com Mandey e
Sompie (2021), esses aditivos alimentares também promovem melhorias na ingestdo de
alimento, absorcdo e assimilacdo de nutrientes, e sobre o crescimento dos animais, por
influenciar processos fisiologicos, como funcdo imunologica e resisténcia ao estresse.
Os aditivos alimentares mais comumentes estudados em aves de produgdo s&o grupos
de aditivos fitogénicos, 0s quais contém componentes bioativos naturais a base de
plantas, incluindo os 6leos essenciais (Mehdi et al., 2018), acidos organicos (Broom,

2015), curcumina (Saraswati e Tana, 2016)), taninos (Ramah et al., 2020), entre outros.

1.1.1. Oleos essenciais

Entre os produtos encontrados nas plantas estdo seus metabolitos secundarios,
conhecidos como Oleos essenciais, que podem ser biossintetizados em diferentes partes
da planta, como nas flores, nos botbes florais, nas folhas e nos frutos (Bakry et al.,
2016; Nascimento et al, 2019). Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de
hidrocarbonetos terpenos e seus derivados oxigenados (alcoois, aldeidos e cetonas) bem
como fenilpropandides (Nascimento et al., 2019). Em alguns casos, 0s 0leos essenciais
podem englobar outras familias quimicas como acidos graxos, oxidos e derivados de
enxofre (Saad et al., 2013). A sua extragdo ocorre por diferentes métodos, sendo a
extracdo por arraste a vapor uma das mais utilizadas (Vieites et al., 2020). A densidade
dos Oleos é geralmente menor do que a &gua, sendo 0s Oleos essenciais volateis,
liquidos, limpidos, lipossoliveis, raramente coloridos e sollveis em solventes organicos
(Chouhan et al., 2017). Sua composi¢do, no entanto, pode mudar durante as estacdes do

ano e ainda depende do solo e de fatores climaticos (Yelsibag et al., 2013).
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Os compostos ativos dos Oleos essenciais atuam especialmente na defesa da
planta contra agentes externos (Fascina et al., 2012) e sdo o ponto de interesse em sua
utilizagdo, especialmente devido aos seus efeitos antibacterianos e antioxidantes
(Yelsibag et al., 2013). Outro ponto é a complexa composicdo dos diferentes Gleos e a
possibilidade de sinergia entre eles, sendo de interesse 0 uso de Oleos essenciais
extraidos de diferentes plantas (Saad et al, 2013). Um oOleo essencial pode conter
aproximadamente 20 a 60 componentes em concentrages bem diferenciadas, sendo
caracterizados por um, dois ou trés componentes em altas concentracdes (20-70%). A
quantidade de um composto varia de acordo com a espécie e diferentes partes da planta
da qual o Oleo foi extraido, sendo o componente mais abundante considerado o seu
principio ativo (Huyghebaert etal., 2011; Chouhan et al., 2017; Tanveer et al., 2020).

Os modos de acdo dos Oleos essenciais segundo Mehdi et al. (2018) esta
principalmente na interferéncia dos mesmos sobre o sistema enzimatico das bactérias e
na modulacdo das respostas imunes e inflamatdrias. A utilizacdo dos Oleos essenciais
vem sendo estudada na alimentacdo animal como uma fonte segura e sustentavel para a
substituicdo dos promotores de crescimento pois, quando usados em niveis adequados,
seus resultados sdo proximos a suplementacdo tradicional em relacdo a pardmetros de
digestibilidade, salde, morfologia intestinal e desempenho das aves (Vieites et al.,
2020). Os efeitos dos Oleos essenciais sdo evidenciados no sistema digestivo, onde eles
auxiliam no estabelecimento e ou restauragdo de sua microbiota intestinal (Tanveer et
al., 2020).

Uma importante caracteristica dos 0Oleos essenciais e seus componentes é a sua
hidrofobicidade, responsavel por sua acdo antimicrobiana. Os compostos fendlicos sdo
hidrofobicos, 0 que leva ao seu acumulo na camada lipidica presente na membrana
celular bacteriana, tornando-a mais permeavel (Chouhan et al., 2017). Ao penetrarem na
célula bacteriana, eles exercem uma atividade inibitéria no citoplasma, causando a sua
morte devido a ruptura na membrana celular bacteriana, que resulta no extravasamento
de ions e moléculas para o exterior da célula (Cristiani et al., 2007; Silva et al., 2009;
Chouhan et al., 2017). Os Oleos essenciais ainda agem como antioxidantes, sendo que
estes mecanismos sdo baseados tanto em sua capacidade de doar um hidrogénio ou um

elétron para os radicais livres quanto em sua capacidade de deslocar o elétron
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desemparelhado dentro da estrutura aroméatica das substancias fenolicas, exercendo um
efeito protetor contra a oxidacdo (Migliorini et al., 2019).

Ha ainda outras formas de atuacdo dos Oleos essenciais no ambiente intestinal,
por exemplo, a sua utilizacdo resulta no crescimento de enterdcitos, com consequente
mudanga na morfologia intestinal e melhora na absorgdo dos nutrientes da ragdo
(Fascina et al., 2012). O epitélio intestinal atua como um filtro natural contra bactérias
nocivas, e ainda vilosidades mais curtas foram descritas como uma causa para a ma
absorcdo de nutrientes, portanto, a manutencdo e até mesmo a melhoria da morfologia
intestinal por meio do uso de Oleos essenciais podem ser extremamente benéficas
(Tanveer et al.,, 2020). Outros efeitos dos 6leos essenciais sobre o organismo do animal
incluem o estimulo de enzimas pancreéticas e digestivas (Jang et al, 2004) e acgdes
imunomoduladoras (Huyghebaert et al., 2011). Porém, seus mecanismos de acdo ainda
ndo estdo completamente elucidados. Considerando o grande ndmero de diferentes
grupos de compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, provavelmente existam
diferentes mecanismos de acdo (Brenes e Moura, 2010).

Conforme dito, ha uma gama de compostos ativos de acordo com a espécie de
planta da qual foi extraido o Oleo essencial. Entre 0s compostos estudados estdo o timol,
e seu isomérico carvacrol, extraidos dos Gleos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris) e
orégano (Origanus vulgare), respectivamente (Lima et al, 2017), conhecidos
especialmente pela sua capacidade antimicrobiana causada pela ruptura celular
bacteriana (Pham et al., 2020). O eugenol, extraido do O&leo essencial de cravo
(Syzygium aromaticum), possui sua atividade antimicrobiana (Oyedemi et al., 2009), e
tem demonstrado propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias (Barboza et al., 2018).
@) cinemaldeido principal, composto ativo do 6leo de canela (Cinnamomum
zeylanicus), também tem sido avaliado na nutricdo animal por ser conhecido como um
importante agente antibacteriano (Doyle e Stephens, 2019) e anti-inflamatério (Chao et
al., 2008).

A utilizacdo de combinacbes de Oleos essenciais vem sendo preconizada a cada
dia mais nas dietas de animais de producdo (Haffez et al., 2016). Timol, eugenol e
carvacrol sdo estruturalmente semelhantes e sdo conhecidos por seus efeitos
antimicrobianos sinérgicos ou aditivos, quando suplementados em conjunto, mesmo em

concentragdes mais baixas (Pham et al., 2020). Shen et al. (2020) demonstraram que a
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mistura de timol e cinamaldeido aumentou de maneira significativa a microbiota
intestinal em aves e suinos e, em conjunto com o carvacrol, promoveram aumento na
altura das vilosidades e profundidade das criptas no intestino, 0 que sugere maior
capacidade de absorcdo de nutrientes pelo intestino (Reis et al., 2018). Todos os
beneficios relatados, por fim, voltam a atencdo para 0s Oleos essenciais como
alternativas potenciais aos promotores de crescimento (antibidticos) na producdo animal
(Pham et al., 2020).

Outro ponto gque tem feito os estudos cada vez mais voltarem a atencdo aos 0leos
essenciais se baseia na acdo antioxidante destes. Torki et al. (2015) avaliaram o efeito
da suplementacdo de zinco e Oleo essencial de canela, combinados ou ndo, sobre o
desempenho produtivo de poedeiras criadas sob condicdo de estresse por frio
(conhecido por sua capacidade de levar ao desequilibrio oxidativo). Os autores
concluiram que a combinacdo de ambos pode ter efeitos benéficos no desempenho e nos
parametros sanguineos de galinhas criadas sob condicdo de estresse por frio. No estudo
de Migliorini et al. (2019) esses autores veririficaram que o Oleo essencial de orégano
melhorou a qualidade dos ovos de poedeiras submetidas ao estresse pelo frio. Yu et al.
(2018) investigaram os efeitos do Oleo essencial de anis estrelado (lllicium verum) sobre
0 desempenho e atividade antioxidante de aves de postura. Como resultado, os autores
observaram que as aves suplementadas apresentaram maior peso corporal e maior peso
relativo do timo, além da maior atividade de enzimas antioxidantes no figado e na gema
de seus ovos.

Sendo assim, mais investigacdes sobre o mecanismo de agdo podem ser
interessantes para entender como explorar adequadamente cada produto para uma
finalidade especifica ou em diferentes areas da producdo animal (Scicutella et al., 2021).
Os resultados do uso de 6leos essenciais em frangos de corte e em aves de postura sao
promissores, mas ha muito ainda a ser estudado, visto a ampla variedade de plantas e
compostos bioativos existentes, 0 que resulta em infinitas combinacBes possiveis. Além
disso, existe a real necessidade de mais estudos explorando como os 6leos essenciais
podem auxiliar os animais a manter sua producdo quando expostos a diferentes tipos de

estressores enfrentados rotineiramente por eles durante sua criagao.
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1.1.2. Acidos organicos

Os é&cidos organicos sdo componentes naturais de plantas e tecidos animais,
podendo ser formados por bactérias do trato gastrintestinal (Dibner e Buttin, 2002).
Frequentemente referidos como acidos graxos volateis, &cidos graxos, acidos
carboxilicos ou &cidos fracos, sdo compostos de ocorréncia natural, caracterizados por
possuirem ao menos um grupo carboxila (-COOH) (Broom, 2015). Nem todos os acidos
possuem efeitos sobre a microflora intestinal, sendo os &cidos organicos de cadeia curta
(C1-C7) associados a atividade antimicrobiana especifica. Dentre esses, estdo 0s acidos
monocarboxilicos simples, acido formico, acético, propibnico e butirico (Khan e Igbal,
2016; Pham et al., 2020). Os &cidos carboxilicos com um grupo hidroxila, como o
latico, malico, tartarico e citrico também estdo inclusos na relagdo de &cidos organicos
com atividade antimicrobiana (Dibner e Buttin, 2002; Ricke, 2003). A nivel intestinal, a
regulacdo da flora ocorre gracas a reducdo do pH, que por sua vez reduz a colonizacdo
intestinal por microrganismos patogénicos, além de reduzir seus metabolitos, como a
amonia (Khan et al., 2016). Posteriormente, eles mantém o nivel de bactérias benéficas
do trato gastrointestinal (Bansod et al., 2020).

Os mecanismos de regulacdo da microflora intestinal ocorrem gracas as
caracteristicas  especificas destes 4&cidos, que sdo fracos e estdo parcialmente
dissociados. Sua caracteristica essencial € o valor de seu pKa, que é a sua constante de
dissociacdo, na qual ocorre a liberacdo de ions hidrogénio positivamente carregados,
resultando na acidificacdo do meio (Broom, 2015). O valor de pKa, portanto, define o
pH em que metade do &cido € dissociado, um aspecto importante para o seu efeito
antimicrobiano (Broom, 2015). Em um pH mais baixo, havera mais &cidos organicos
em sua forma ndo dissociada, sendo estes lipofilicos e capazes de se difundir livremente
através da membrana celular microbiana, principalmente por difusdo (Partanen, 2001;
Van Immerseel et al., 2007). Devido ao pH neutro do citoplasma, estes &cidos
dissociam-se em seu interior, liberando éanions e protons e acidificando o pH
citoplasmético (Khan e Igbal, 2016). As células microbianas necessitam de um pH
guase neutro para manter-se funcionais, e para exportar os prétons e regular o seu pH,
consomem suas reservas de ATP resultando na deplecdo da energia celular (Davidson,
2001, Ricke, 2003; Fouladi et al., 2018).
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Ademais, 0s &cidos organicos, especialmente o formico, citrico e propidnico, sao
descritos por suas propriedades de aumentar a digestibilidade e proteolise gastrica
(Maty e Hassan, 2020). Essa atuacdo pode ocorrer devido as alteragdes de pH causadas
pelos compostos. A medida que o pH abaixa, a atividade das enzimas digestivas
aumenta e a reproducdo dos patdgenos intestinais reduz, resultando no equilibrio da
microbiota e utilizacdo eficiente dos nutrientes pelos animais (Walk et al., 2012; Wang
et al,, 2019).

Os é&cidos organicos sao decorrentes da fermentacdo da microbiota intestinal
benéfica, sendo um componente natural do ambiente gastrointestinal, e como a
composicdo e densidade da microbiota intestinal muda de acordo com a idade,
localizagdo no trato gastrointestinal e componentes da dieta, a concentracdo desses
compostos variam em conformidade (Rehman et al, 2007; Andreolopou et al., 2014;
Broom, 2015). S&o possiveis, portanto, os efeitos aditivos dos diferentes &cidos
organicos. Ha também indicios de que &cidos de cadeia média (com comprimento de 8 a
12 atomos de carbono, possuindo menor taxa de absorcdo devido ao maior peso
molecular) podem melhorar a eficacia dos &cidos de cadeia curta, tornando seu espectro
mais amplo (Huyghebaert et al., 2011). Portanto, a combinagdo de diferentes &cidos é
vista como a melhor maneira para utilizagdo como aditivos (Huyghebaert et al., 2011).
Outro ponto de interesse é a utilizacdo de blends com acidos de diferentes pKa, atuando
em diferentes partes do trato digestivo do animal (Ricke, 2003), sendo relatado que a
mistura de varios acidos organicos, resulta em atividade microbiana semelhante a
estimulada pelos antibidticos (Wang et al., 2009). Sua utilizacdo também apresenta
melhorias na atividade de enzimas digestivas, secreches pancredticas e alteracOes
benéficas na altura das vilosidades intestinais (Yang et al., 2019).

Além dessas funcdes supracitadas, sabe-se que quando os aditivos fitogénicos e 0s
acidos organicos sdo fornecidos juntos na racdo, eles sdo capazes de melhorar a digestdo
de nutrientes, resultando no aumento do desempenho dos frangos de corte (Igbal et al.,
2021). Acredita-se que 0 beneficio do sinergismo desses dois compostos possa ser
devido a modulacdo positiva da microflora gastrointestinal (Igbal et al., 2021). Os 0leos
essenciais por serem hidrofébicos tornam a membrana celular bacteriana mais
permeavel, resultando em um aumento do influxo de acidos organicos no citoplasma

celular, prejudicando o metabolismo celular das bactérias (Stefanello etal., 2020).
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Além de melhorias no quesito digestibilidade, esses compostos atuam como
conservantes em racgdes, evitando a proliferacdo de bactérias e fungos durante a sua
estocagem (Theron e Lues, 2011).

A utilizacdo dos &cidos organicos se apresenta como mais uma alternativa para
utilizagdo como aditivo alimentar na producdo animal (Bansod et al, 2020), tendo
apresentado bons resultados na suplementacdo de codornas, ocasionando melhora no
ganho de peso, eficiéncia alimentar, desempenho de postura, regulacdo da flora
intestinal, melhora na qualidade de ovos (Khan et al., 2016) e nos parametros intestinais
(Peyman et al., 2014). De acordo com Wang et al. (2009), a melhor qualidade dos ovos
das aves suplementadas com 4&cidos organicos pode ocorrer devido a atividade
antimicrobiana destes, o que resulta na melhora da digestibilidade total dos nutrientes, e
consequentemente levando ao maior aporte nutricional disponivel para os owvos. A
maioria dos trabalhos, contudo, estd focada na atuacdo dos &cidos organicos em frangos
de corte, havendo uma caréncia na investigacdo do uso de 4cidos organicos em
poedeiras (Scicutella et al., 2021), sendo necessario mais estudos sobre a sua a¢do em

aves de postura, especialmente codornas.

1.1.3. Curcumina

O composto fendlico curcumina é o principio ativo da Curcuma longa, planta
origindria da india (Reda et al, 2020). A curcumina é considerada uma molécula
funcional que pode ser adicionada na alimentagdo animal (Galli et al, 2018)
especialmente por suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (Fascina, 2011;
Galli et al., 2018). Sua acdo antioxidante esta relacionada a sua capacidade de doacdo de
elétrons ou atomos de hidrogénio, para as espécies reativas de oxigénio (ROS)
estabilizando-as, evitando assim que as ROS reajam com biomoléculas (DNA, proteinas
e lipideos) e causem oxidacdes nesses componentes celulares (ltokawa et al., 2008;
Rosa et al., 2020).

A atividade anti-inflamatéria da curcumina ocorre gracas a sua capacidade de
regular negativamente a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o), interleucinas e quimiocinas, através do fator de
transcricdo nuclear alfa kappa beta (NF-kP) (Basnet e Skalko-Basnet, 2011; He et al,

2015). A curcumina também possui a capacidade de modular a ativacdo de células T,
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células B, macrdéfagos, neutrofilos, células dendriticas e células natural Killer (NK),
promovendo modulacdo da resposta imune (Bashet e Skalko-Basnet, 2011). Ademais, a
sua capacidade antimicrobiana é desejavel na producdo animal, pois promove a melhora
do equilibrio da microbiota intestinal (Rosa et al., 2020).

Suas propriedades funcionais e fitogénicas refletem na qualidade, integridade,
aparéncia externa, tamanho, composicdo interna e potencial nutricional de ovos de
codornas (Silva et al., 2018). No estudo de Saraswati e Tana (2016), a suplementacéo de
circuma em p6é aumentou 0s niveis de vitelogenina, lipoproteina de alta densidade
(HDL), vitamina B12, vitamina A, &cido linoleico e &cido araquidnico nos ovos. De
acordo com Rosa et al. (2020) a inclusdo de curcumina na dieta de poedeiras pode
aumentar a estabilidade oxidativa dos ovos.

Apesar de seus efeitos benéficos, a curcumina € instdvel ao pH intestinal, tem
rapido metabolismo, baixa solubilidade e absorcdo intestinal, sendo conjugada no
figado e excretada nas fezes. Por isso, possui limitada biodisponibilidade sistémica
(Jager et al.,, 2014). Ao ser administrada em camundongos por via oral, cerca de 75% do
composto foi excretado nas fezes, com uma pequena quantidade encontrada na urina e
no plasma sanguineo (Moniruzzaman e Min, 2020). Moniruzzaman e Min (2020)
relataram que o microencapsulamento desse composto poderia aumentar a sua
biodisponibilidade, sendo que a maior concentracdo de curcumina na circulacdo

sanguinea poderia aumentar a deposicdo tecidual e a atividade bioldgica em animais.

1.1.4. Taninos

Os taninos sdo compostos polifendlicos encontrados em diversas espécies de
plantas. Estes sdo metabdlitos secundarios, atuando como parte da defesa quimica da
planta contra a invasdo de patogenos e insetos (Huang et al., 2018). Os taninos podem
ser caracterizados como hidrolisdveis ou condensados, de acordo com 0 seu esqueleto
de carbono (Ramah et al, 2020). Os hidrolisaveis sdo baseados no acido galico,
geralmente como ésteres mulktiplos com D-glicose, enquanto os taninos condensados sao
mais numerosos e derivados de monémeros de flavondides (Redondo etal., 2014).

Os taninos impactam a saude animal de maneira dose-dependente (Batszcz et al.,
2018). Seu consumo excessivo é prejudicial, podendo causar reducdo do crescimento

animal e consumo de racdo, além da inducdo de estresse em aves, 0 que pode estar
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envolvido no comprometimento do sistema imunoldgico (Huang et al., 2018; Ramah et
al., 2020). Em doses baixas, porém, esse composto esta associado a melhora da resposta
imunologica (Ramah et al., 2020). Portanto, o tanino na dieta pode afetar tanto
positivamente quanto negativamente o desempenho dos animais (Ramah et al., 2020).

Os taninos possuem atividade antimicrobiana, e seus mecanismos propostos séo a
privacdo de substratos necessarios para 0 crescimento microbiano, com acdo direta no
metabolismo dos microorganismos pela inibicdo da fosforilagdo oxidativa de enzimas
microbianas extracelulares, privacdo de ions metélicos ou formacdo de complexos com
a membrana celular bacteriana, ocasionando aumento da permeabilidade da membrana
(Liu et al, 2013; Huang et al., 2018). Bactérias patogénicas como a Escherichia coli,
Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Pseudomonas e Helicobacter pylori, entre outras,
apresentaram-se sensiveis aos taninos (Liu et al., 2013; Huang et al., 2018). Estudos in
vitro e in vivo também demonstraram propriedades anti-helminticas, porém, seus efeitos
variam conforme a composicdo quimica e estrutura dos taninos, espécies parasitas,
estagios de seu crescimento e espécies hospedeiras (Huang et al., 2018). Ademais, esses
compostos fenolicos sdo também reconhecidos por sua capacidade antioxidante e
atividades anti-inflamatorias associadas, através da eliminacdo de radicais livres (Huang
et al., 2018).

Por muito tempo, esse composto foi caracterizado como um fator anti-nutricional
para animais monogastricos. Porém, seus efeitos anti-nutricionais foram baseados
especialmente em experimentos realizados com altas doses na racdo, utilizando taninos
condensados purificados ou plantas com excesso de tanino, como 0 sorgo, 0 que levou a
reducdo da produtividade (Hassan et al., 2003). Porém, agora sabe-se que suas
propriedades benéficas ou prejudiciais dependem de sua estrutura quimica (geralmente
associada a origem vegetal) e dosagem, além de outros fatores como espécie animal,
estado fisioldgico e composicdo da dieta (Redondo et al., 2014). Um nivel moderado de
tanino é capaz de melhorar a nutricio e o0 estado de salde em animais MonNOgAastricos
(Redondo et al, 2014). No entanto, os efeitos dos taninos no desempenho de
crescimento e ecossistema intestinal das galinhas ainda sdo inconsistentes e seu modo

de acdo ainda ndo esté esclarecido (Choi e Kim, 2020).
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1.1.5. Vitamina E e zinco

Além dos aditivos fitogénicos usados na alimentacdo animal, o zinco e a
vitamina E também tem sido amplamente utilizados na dieta animal, por serem
considerados como nutracéuticos por proporcionarem beneficios a salde do animal
(Thacker, 2013; Daldlio et al., 2015). A vitamina E (tocoferol) e o micromineral zinco
sdo conhecidos por serem importantes antioxidantes (Ali et al., 2018), sendo muito
utilizados como suplementos para aves (Sahin et al., 2005).

O zinco é apontado como cofator para mais de 200 enzimas, incluindo a enzima
anidrase carbonica que estd envolvida na deposicdo de carbonato de célcio na casca do
ovo (Zhang et al., 2017), e as enzimas que participam do sistema de defesa antioxidante
(Sahin et al., 2005; Santos et al.,, 2021), sendo a sua deficiéncia responsavel por danos
causados pelos efeitos da acdo dos radicais livres (Salgueiro et al., 2000; Torki et al.,
2015). O znco faz parte da estrutura da enzima antioxidante superoxido dismutase
(SOD), sendo a atividade desta enzima reduzida na deficiéncia deste mineral (Powell,
2000; Mafra e Cozzolino, 2004). A sua concentracdo também leva a sintese de
metalotioneina, proteina que combate o estresse oxidativo através do controle dos niveis
de metais pesados no organismo (Raynério Costa e Marreiro, 2006). Além disso, o
zinco também desempenha funcdo magno durante a deposicdo do albumen no ovo
(Tabatabaie e al., 2007). Portanto, o zinco é um importante suplemento na dieta de aves
para obtencdo de respostas produtivas positivas (Lopes et al., 2015).

O zinco € o segundo oligoelemento mais abundante no corpo do animal, e ndo
pode ser armazenado, portanto, € necessaria uma ingestdo regular (Swain et al., 2016).
Embora a sua exigéncia seja baixa em aves, sua deficiéncia pode afetar o desempenho e
crescimento, causando perdas na producdo (Santos et al, 2021). O zinco é um
componente essencial das enzimas DNA e RNA polimerase, e € vital para a atividade de
uma variedade de hormonios, incluindo glucagon, insulina, horménio do crescimento e
horménios sexuais (Sahin et al., 2006). Fatores anti-nutricionais como o fitato presentes
na dieta podem complexar com o zinco e afetar a sua disponibilidade ao formar quelatos
indigeriveis. Na dieta a base de milho e farelo de soja, uma parte do zinco presente
encontra-se indisponivel devido a presenca de fatores anti-nutricionais (Fernandes,

2012). A baixa absor¢do de zinco da dieta pelo organismo do animal abre uma janela
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para novas abordagens, buscando melhores fontes de zinco biodisponiveis (Swain et al.,
2016).

A vitamina E (tocoferol) é incluida na racdo animal com objetivos semelhantes a
inclusdo do zinco, como a acdo antioxidante, e por melhorar o desempenho e estado
imunologico do animal (Sahin et al., 2006; Jena et al, 2013). Dentre as vitaminas, 0s
tocoferGis sdo 0s Unicos que agem primariamente como antioxidantes, ndo estando
envolvidos diretamente na regulagdo celular. Essa vitamina € um dos antioxidantes mais
amplamente utilizados na nutricdo de aves e um dos principais antioxidantes presentes
nas membranas plasméticas de todas as células e 6rgdos subcelulares, funcionando
como um agente que quebra reacdes em cadeias das ROS e eliminador de radicais livres
(Basmacioglu Malayoglu et al., 2009). Assim, algumas das fun¢Oes desta vitamina s&o:
a protecdo dos acidos graxos da camada fosfolipidica da membrana celular, e a fracdo
quinona dos tocoferdis é responsdvel pela desativacdo de radicais livres como 0s
radicais de hidrogénio (H), radicais superoxido (O2°), radicais hidroxila (OH-), perdxido
de H (H202), entre outros (Gonzalez e Silva, 2019).

2.0. Beneficios da microencapsulacdo de aditivos

Apenas a adicdo de Oleos essenciais, acidos organicos, vitaminas, microminerais
entre outros compostos nas racdes dos animais com o intuito de melhorar seu valor
nutricional, pode ndo apresentar resultados totalmente satisfatorios. Estes compostos
podem degradar lentamente, perder sua atividade, comprometer o sabor, textura e aroma
dos alimentos (Dubey, 2009; Heydarian et al., 2020) e até mesmo serem metabolizados
rapidamente no inicio do processo digestivo, apresentando pouca acdo no terco final do
trato gastrointestinal (Khan e Igbal, 2016). Neste ponto, a microencapsulagdo vem como
uma alternativa para superar esses desafios impostos (Bilia et al., 2014).

A microencapsulacdo pode ser definida como o processo de construcdo de uma
barreira funcional entre o0 nicleo e o material da parede, evitando reacGes quimicas e
fisicas, mantendo assim as propriedades bioldgicas, funcionais e fisico-quimicas dos
ingredientes microencapsulados (Gheisar et al., 2015; Bakry et al., 2016). Proteger os
compostos das reacOes oxidativas, de degradacdo e volatilizacdo é o principal beneficio
da microencapsulacdo de compostos bioativos naturais (Jia et al., 2016; Mohaheri et al.,
2021).
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No caso dos suplementos a base de Aacidos organicos e Oleos essenciais, uma
matriz lipidica como a gordura vegetal permite que 0s compostos apresentem efeitos
durante todo o trato gastrointestinal, sendo liberados lentamente durante toda a digestéo
e atuando de forma igual nas partes intestinais posteriores (Van Immersell et al., 2009),
especialmente no ileo e nos cecos, locais que apresentam maior crescimento microbiano
nas aves (Dunislawska et al, 2021). Isso significa que a substancia ativa
microencapsulada atuard de fato somente no local onde deveria. Portanto, a
microencapsucdo atrasa a absorcdo dos compostos microencapsulados, porém sem
afetar a sua biodisponibilidade (Piva et al., 1997), aumentando significativamente a acédo

destes.

3.0. Metabolismo Oxidativo

Os processos metabolicos do organismo resultam na formacdo de diversos tipos
de espécies oxidativas, dentre estas estdo as especies reativas de oxigénio (ROS)
(Campos e Leme, 2018). Durante o metabolismo celular, as células utilizam o oxigénio
para formacdo de ATP (adenosina trifosfato) (Pham-Huy et al, 2008). No entanto,
aproximadamente 4% do oxigénio que entra no metabolismo celular ¢ convertido em
ROS (Fernandez-Mujia, 2013) sendo estas consideradas um subproduto da respiragdo
aerobica (Halliwell et al., 2007).

Em condicbes fisiologicas normais, a celula mantém em equilibrio a produgdo
desses oxidantes e a sua eliminacdo pelo sistema de defesa antioxidante (Bacou et al.,
2021). Essas espécies reativas, quando em baixa quantidade, atuam como moléculas
sinalizadoras, auxiliando especialmente na funcdo imunologica, proliferacdo e
renovagdo celular. Porém, quando em altas concentragBes, as ROS e outras substancias
oxidativas geram estresse oxidativo, que € um processo deletério que pode danificar
todas as estruturas celulares (Pham-Huy et al., 2008).

Algumas espécies reativas sdo denominadas radicais livres, por possuirem um
elétron desemparelhado na sua Orbita externa, o que as tornam instaveis e predispostas a
reacbes quimicas com outras moléculas do organismo, causando a sua oxidacdo (Fang
et al., 2002; Surai et al, 2016). O nimero impar de elétrons de um radical livre o faz
abstrair elétrons de outros compostos para obter estabilidade. Assim, a molécula atacada

perde seu elétron e se torna um radical livre, iniciando uma cascata de reacdo em cadeia
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que finalmente danifica a célula viva (Phaniendra et al, 2014). Entre as ROS
denominadas radicais livres estao o radical hidroxila (*OH) e o superdxido (O), sendo
estes muito mais danosos em relagdo as ROS ndo radicais, como o perdxido de
hidrogénio (H202), que ndo apresentam um elétron desemparelhado (Bacou et al.,
2021).

A selecdo genética para rapido crescimento, melhor conversdo alimentar e altas
taxas de producdo de ovos tornaram as aves de producdo (frangos de corte e poedeiras),
mais suscetiveis ao estresse oxidativo, devido a sua alta taxa metabdlica (Surai et al.,
2019). O estresse oxidativo tambem pode ocorrer no inicio da vida do animal durante o
desenvolvimento embrionario, pois nessse periodo, o aumento da captacdo de oxigénio
e da respiracdo mitocondrial sdo necessarios para o fornecimento de energia para o
crescimento tecidual, transporte de nutrientes da gema, manutencdo dos batimentos
cardiacos entre outras funcbGes essenciais (Surai et al., 1999). Esse alto metabolismo
embrionario vem acompanhado da maior producdo destes compostos oxidativos (Surai
et al,, 1999).

As aves possuem ainda uma grande quantidade de é&cidos graxos poli-
insaturados (PUFASs), especialmente nos tecidos embrionarios, e estes por sua vez sao
altamente suscetiveis aos radicais livres, que degradam os PUFAS em um processo
denominado peroxidacdo lipidica, o que ocasiona perdas expressivas na producdo e
reproducdo de aves (Surai et al., 2016). A peroxidacdo lipidica, portanto, € o processo
no qual as espécies de carater oxidativo atacam predominantemente os PUFAS presentes
na membrana celular, resutando em ruptura da membrana e morte celular. Alguns
subprodutos da peroxidacdo lipidica, como malondialdeido (MDA), substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS), isoprostanos (ISP), dienos conjugados e 4-
hidroxialcenais (4-HNE) sdo usados como biomarcadores da peroxidacéo lipidica (Celli,
2011; Bacou et al., 2021).

As espécies oxidativas também estdo relacionadas a uma infinidade de disturbios
fisiologicos, devido a oxidacdo e consequente modificacdo e inativacdo de proteinas
(Stadman e Levine, 2006). Esse processo ocorre através da oxidacdo direta de cadeias
laterais de lisinas, argininas, prolinas e treoninas, ou por ligacdo covalente de produtos

da peroxidacdo lipidica (por exemplo, aldeidos insaturados) (Bigarella et al., 2014),
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resultando na formacdo de carbonilas de proteinas, que sdo utilizadas como marcador de

dano oxidativo proteico (Chevion et al., 2000).

4.0. Sistema de defesa antioxidante

Durante a evolugdo, os organismos vivos desenvolveram mecanismos para lidar
com as espécies reativas, 0 que permitiu a sobrevivéncia dos mesmos em um ambiente
rico em oxigénio. Esses mecanismos de defesa sdo denominados como sistema de
defesa antioxidante, sendo sugerido a existéncia de trés grandes niveis de defesa
antioxidante na ceélula (Surai et al, 2019), os quais sdo responsaveis pela protecdo
celular contra a acdo dos radicais livres (Surai., 2016). A rede de defesa antioxidante é
responsavel pela manutencdo de baixos niveis de espécies reativas, eliminando-os e
convertendo-os em produtos ndo toxicos ao organismo (Surai et al., 2019).

O primeiro nivel de defesa antioxidante é governado por um sistema enzimatico
representado, principalmente, pelas enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) (Fang et al., 2002; Filomeni et al., 2002). Essa
via de defesa enzimatica é responsavel pela desintoxicacdo celular ja no inicio do
processo da formacdo das substancias oxidativas, por serem capazes de removerem
espécies moleculares reativas ou seus derivados intermediarios, ou ainda por
catalisarem a transformacdo dessas moléculas deletérias em compostos menos ativos
(Surai, 2000; Possenti et al., 2017).

Conforme demonstrado na Figura 1, essa defesa antioxidante enzimatica tem
inicio com a acdo de dismutacdo do anion superdxido mediado pela SOD, produzindo o
peroxido de hidrogénio e agua. Em seguida as enzimas GSH-Px e a CAT terminam o
processo de desintoxicagdo celular iniciado pela SOD, ao converter o peroxido de
hidrogénio em moléculas de agua e oxigénio (Fang et al., 2002; Surai., 2016; Surai et
al., 2019).

Um segundo nivel de defesa é necessario ao organismo do animal, ja que as
enzimas ndo conseguem combater eficazmente a grande variedade e quantidade da
formacdo de radicais nos sistemas bioldgicos (Surai et al, 2019). Os antioxidantes
principalmente os sequestradores de radicais livres, ditos ndo enzimaticos (Surai et al.,
2019), que podem ser sintetizados no organismo ou serem adquiridos por meio da dieta,

atuam em sua grande maioria como cofatores de enzimas antioxidantes removendo ions
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metélicos ou sofrendo oxidacdo para extinguir os radicais livres e outras espécies
reativas (Possenti et al., 2017). Dentre os antioxidantes sequestrantes de radicais livres
inclusos nesse segundo nivel de defesa estdo a vitamina E, o &cido ascorbico, o &acido
drico, a metionina, o tripeptideo glutationa (GSH), dentre outros (Surai et al., 2019). De
acordo com Surai et al. (2019) a vitamina E é o principal antioxidante biologico
presente nas membranas celulares, e segundo Lu (2013) a glutationa é o tiol ndo
proteico mais abundante que defende as células do estresse oxidativo. A GSH ¢é
determinante chave da sinalizacdo celular redox, sendo de vital importancia por atuar de
inimeras formas a saber, como substrato para a enzima glutationa peroxidase (Bacou et
al, 2021), estando também envolvida na reducdo da forma oxidada da vitamina C a
acido ascorbico, o qual é necessario para defesa antioxidante e restauracdo da funcdo da
vitamina E (Bacou et al., 2021; Tram et al., 2021). Além disso, a GSH confere protecéo
as proteinas contra processos oxidativos irreversiveis, por estar envolvida no processo
de glutationilacdo (Musaogullari e Chai., 2020), que € um mecanismo importante para
manter 0 ambiente redox e prevenir a perda de GSH sob condicdes de estresse oxidativo
(Lu, 2013).

Por fim, como o segundo nivel de defesa antioxidante também n&do é potente o
suficiente para prevenir danos as moléculas bioldgicas, o terceiro nivel de defesa
antioxidante age para reparar ou remover moléculas danificadas (Surai et al., 2019).
Dentre os antioxidantes inclusos neste terceiro nivel de defesa estdo a enzima metionina
sulféxido redutase (Msr); as proteinas de choque térmico (HSPS); enzimas reparadoras

de DNA, as fosfolipases e os proteossomos, entre outros (Surai et al., 2019).
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Figura 1. Defesas antioxidantes do organismo (Fonte: Fernandez-Mejia, 2013).

O embrido das aves também possui a sua defesa antioxidante para garantir o
desenvolvimento embrionario normal e a viabilidade do pintainho poés-eclosdo. Este
equilibrio é mantido por antioxidantes enddgenos e exdgenos, sendo 0s Ultimos
adquiridos através da dieta materna (Yigit et al, 2014; Surai e Koshich, 2019). A
transferéncia de antioxidantes para o pintainho recém-eclodido e sua protecdo contra
varios agentes estressores no inicio da vida pos-natal é fundamental para o
desenvolvimento de fungBes vitais nas aves, incluindo o sistema imunoldgico e
digestivo (Surai e Koshich, 2019). Nesse sentido, a suplementacdo de antioxidantes na
dieta da matriz potencializa a atividade antioxidante no embrido por reacdes enzimaticas
e ndo enzimaticas, reduzindo a susceptibilidade de seus tecidos as ROS por exemplo,
produzidas em altas quantidades durante o intenso metabolismo na fase de incubacdo e
préximo da eclosdo, podendo aumentar a eclodibilidade e a viabilidade dos pintainhos
durante os primeiros dias de vida (Paiva et al., 2018).

Antioxidantes derivados da dieta, como 0s carotenoides e vitaminas E e A sdo 0s
mais conhecidos por sua deposicdo na gema do ovo e capacidade de reducdo do estresse
oxidativo em embrides em desenvolvimento (Deeming e Pike, 2013), e seu mecanismo

de acdo antioxidante ocorre atraves da remocdo ou inativacdo dos radicais livres



43

formados durante a iniciacdo ou propagacdo de uma reacdo oxidativa. 1sso se d& por
meio da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, e nesse ponto ocorre a
interrupcdo da reacdo oxidativa em cadeia (Simic, 1994).

A aquisicdo de capacidade antioxidante pelo embrido, portanto, ndo serve apenas
para proteger os tecidos embriondrios, mas pode também representar uma preparacao
para 0s riscos oxidativos potenciais associados a eclodibilidade (Surai., 1999). A
mudanca da respiracdo corioalantdica para a respiracdo pulmonar (e consequente
exposicdo ao oxigénio atmosférico) aumenta consideravelmente o metabolismo
oxidativo. Além disso, a aquisicdo de capacidade antioxidante do embrido mediada pela
dieta materna pode refletir no posterior desenvolvimento do animal (Panda e Cherian,
2014), visto que a maior quantidade armazenada de antioxidantes enddgenos e exdgenos
em tecidos como o figado de pintainhos nas primeiras semanas de vida, esta associada a
reducdo do estresse oxidativo durante o crescimento inicial (Surai et al., 1999; Surai et
al., 2016).

5.0. Sistema reprodutivo de matrizes

O sistema reprodutivo feminino das aves € composto por apenas um lado
funcional. O ovario e oviduto direito ndo se desenvolvem devido & acdo do hormdnio
anti-mulleriano (Morais et al., 2012). Por outro lado, o ovario esquerdo se desenvolve
normalmente, devido ao seu maior ndmero de receptores de estrogénio, 0 que nao
permite a acdo do horménio inibidor (Sreesujatha et al., 2016).

O ovéario das aves conttm uma hierarquia de foliculos em crescimento que
progridem gradualmente até a maturidade. Os foliculos ovarianos sdo classificados em
pré-hierarquicos e pré-owulatorios (Morais et al., 2012). Os foliculos pré-owvulatorios sdo
numerados de acordo com o seu tamanho, sendo o foliculo F1 o maior e proximo a ser
owulado, seguido pelos foliculos F2, F3, F4 e assim por diante, como demonstrado na
Figura 2 (Morais et al., 2012)
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Figura 2. Foliculos pré-hierarquicos (FP) e foliculos pré-owvulatérios organizados em
ordem hierarquica (F1, F2, F3 e F4). Fonte: Arquivo Pessoal

A organizacdo hierarquica dos foliculos permite a owvulagdo diaria (Rutz et al,
2007; Rufino et al, 2018). No ovario de poedeiras, o0 recrutamento ciclico de um
foliculo representa um processo no qual um Unico foliculo é selecionado para entrar na
fase de crescimento rapido e sofrer maturacdo final antes da owulacdo (Johson e Lee,
2016). Quando o foliculo ultrapassa o tamanho de 8 mm, ele entra em hierarquia,
continuando o seu desenvolvimento através da deposicdo de camadas de lipoproteinas
(gema) até a owulacdo (Rufino et al, 2018). O foliculo pré-owvulatorio, portanto, é
formado por um odcito, que é o gameta feminino, e a gema, sendo esta responsavel
especialmente pelas fontes de lipideos utilizados pelo embrido durante o seu
desenvolvimento (Barbosa, 2011). A gema precursora (vitelogenina) é formada no
figado, e transportada para o foliculo ovariano através da circulacdo sanguinea
(Saraswati e Tana, 2015).

Apobs a owulacdo, o foliculo ovariano passa por todo o oviduto até a sua postura,
onde ocorre a formacdo do ovo simultaneamente. O oviduto é formado pelo

infundibulo, magno, istmo, Utero e vagina, conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. O oviduto estende-se desde o ovario (Ov) até a regido cloacal, sendo dividido
em cinco regides morfologicamente distintas: infundibulo (In), magno (Mg), istmo (Is),
tero (U) e vagina (Vg). (Fonte: Morais etal., 2012).

O infundibulo é o primeiro compartimento do oviduto, sendo o local onde ocorre
a fertilizacdo quando h& a presenca de espermatozoides retidos em uma glandula
hospedeira localizada nessa regido (Saraswati e Tana, 2015). O préximo compartimento
€ 0 magno, responsavel pela secrecdo de albumen, que é composto principalmente por
proteina e agua. No istimo, ocorre a deposicdo das fibras de queratina que fardo parte
das membranas da casca. Por fim, ocorre a deposicdo da casca, formada por carbonato
de célcio (98%) e matriz glicoproteica (2%) no Utero, também denominado de glandula
da casca. No lado externo da casca ocorre a deposicdo de uma camada proteinicea
denominada cuticula, que protege o ovo da entrada de micro-organismos (Rufino et al.,
2018).

6.0. Desenvolvimento embriondrio e temperatura de incubagéo

A fecundacdo ocorre logo ap6s a owulagdo, e o desenvolvimento embrionario se
inicia apds aproximadamente trés horas (Cesério, 2013). O ovo fertilizado continua o
seu desenvolvimento embrionario durante a passagem pelo oviduto, devido a alta

temperatura da ave, em torno de 41°C, coincidindo com a formag&o do ovo durante esse
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periodo. No momento da oviposicdo, 0 embrido encontra-se no inicio da fase de
gastrulacdo e com aproximadamente 60.000 células (Fiuza et al., 2006). Apds a postura,
0 desenvolvimento é paralisado ao colocarmos 0 ovo em uma temperatura abaixo do
“zero fisiologico”, que se encontra em torno de 22°C, sendo o0 desenvolvimento
embrionario reiniciado com o aumento da temperatura (Rufino, 2018).

Em codornas, o periodo de incubacdo € de aproximadamente 17 dias (Ainsworth,
2010). Durante a incubacdo, a casca atua como fonte de calcio e auxilio do equilibrio
eletrolitico, apresentando poros por onde ocorre as trocas gasosas do embrido. O
albumen fornece proteinas, além de ir se liquefazendo e disponibilizando agua e
eletrélitos para o embrido. A agua, por sua vez, também é produzida em decorréncia da
oxidacdo dos lipideos da gema (Tazawa e Whittow, 2000; Rufino etal., 2018).

A gema atua como uma fonte de nutrientes necessarios para 0 desenvolvimento
adequado do embrido, pois contém altos niveis de lipideos, vitaminas e &cidos graxos
essenciais (Saraswati e Tana, 2015). A utilizacdo dos substratos da gema pelo embrido
para a producdo de energia é dependente de duas variaveis: fisica, representada pela
temperatura, e bioquimica, representada pelas enzimas. As reacdes enzimaticas atuam
modulando a velocidade e eficiéncia das reacOes, ja a temperatura influencia na
velocidade destas, retardando o processo em baixas temperaturas e acelerando em
temperaturas mais altas (Rufino et al., 2018).

Em aves, o periodo entre a concep¢do do embrido e a postura e logo apos entre a
incubacdo e a eclosdo é conhecido como “early life”. As condicGes durante essas fases
contribuirdo na determinagdo da resposta da progénie (Santana et al., 2018). Dessa
forma, além do efeito materno decorrente da nutricdio da méde (Videla et al., 2020),
aspectos fisicos, como a temperatura de incubacdo, também influenciam todo o
processo de desenvolvimento embrionario e desempenho apds a eclosdo (Reed e Clark,
2011; Archer et al., 2017; Burggren e Elmonoufy, 2017; Hanafy e Hegab, 2019; EI-
Sahter et al., 2021; Porto et al., 2021), podendo resultar em efeitos tanto positivos
quanto negativos na prole (Dixon et al., 2016; Carvalho et al., 2020; El-Shater et al.,
2021).

Em frangos, a temperatura 6tima de incubagdo para o embrido é dita como sendo
37,8°C ndo devendo variar mais do que 0,3°C pois, com os embribes sendo

poiquilotérmicos, a menor alteracdo na temperatura de incubacdo pode afetar o tamanho
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do embrido, crescimento de Orgdos, taxa metabolica e sucesso da incubacdo (Yalcin e
Siegel, 2003; Alkan et al, 2013). Em codornas, a melhor temperatura de incubagéo
estimada foi de 37,5°C (£ 0,3°C) com 60% de umidade relativa (Pedroso et al., 2006;
Abd EI-Gawad et al., 2008; Randall e Bolla, 2008).

No inicio da incubacdo, quando o calor metabolico produzido pelo embrido
ainda é baixo, uma temperatura constante mais alta pode acelerar o crescimento
embrionario e a utilizacdo de nutrientes e energia da gema e do albimen, porém, hd a
tendéncia de um desequilibrio entre a taxa metabdlica embrionaria e a disponibilidade
de oxigénio na Ultima parte da incubagdo (Lourens et al., 2007). Sendo assim, filhotes
oriundos de ovos incubados a uma alta temperatura durante a incubacdo tardia tendem a
apresentar uma qualidade inferior, comprimento menor, pior fechamento do umbigo e
pesos mais baixos de varios 6rgdos, além de reducdo do tamanho quando adulto
(Wijnen et al.,, 2020). De acordo com Molenaar et al. (2010), o menor desenvolvimento
dos filhotes em alta temperatura pode ser devido a reducdo do periodo de duracdo da
incubacdo, resultando em um menor tempo para usar 0s nutrientes da gema e se
desenvolver. Sabe-se que a alta temperatura durante a incubacdo aumenta o
metabolismo do embrido, aumentando o consumo de oxigénio e a producdo de didxido
de carbono (Sgavioli et al., 2016), fatores esses que podem ser responsaveis pela
eclosdo precoce. Outro ponto em destaque € o0 custo do metabdlico do crescimento
acelerado decorrente da alta temperatura, que pode levar ao menor desempenho pds-
ecloséo devido ao estresse oxidativo (Nord e Nilson, 2016).

Ha poucos estudos sobre a influéncia da temperatura de incubacdo em codorna
japonesa, entretanto, as condi¢fes de incubacdo podem ser modificadas para estudo do
impacto dos desafios ambientais e estressores durante a embriogénese (Carvalho et al.,

2020) e consequente impactos durante o desempenho pds nascimento.
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I1l. OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

Neste estudo, os objetivos gerais foram avaliar o efeito da suplementacdo do blend
composto por &cidos organicos, curcumina, tanino, vitamina E, zinco e Oleos essenciais
de canela, tomilho, cravo e orégano microencapsulados (Sannimix®) na dieta das
matrizes de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), sobre o desempenho
produtivo e reprodutivo, e desempenho de suas progénies submetidas a duas

temperaturas de incubagao.

Objetivos Especificos:

Capitulo 1V: Experimento 1 — avaliar os efeitos dos tratamentos producdo de
ovos e dieta sobre parametros produtivos e reprodutivos das matrizes suplementadas
com blend Sannimix® durante 28 dias (98-126 dias de idade) por meio dos seguintes
parametros: peso inicial aos 98 dias de idade e final aos 126 dias de idade, consumo de
racdo, conversdo alimentar por kg de ovos, peso relativo de orgdos (figado, trato
intestinal e baco), nimero de ovos e peso médio dos ovos no periodo de 28 dias.
Contagem de foliculos pré-hierarquicos e circunferéncia de foliculos pré-ovulatorios
das matrizes, e taxa de eclosdo total. Alem disso, os efeitos da dieta da matriz sobre a
estabilidade oxidativa dos seus ovos (ambiente de desenvolvimento do embrido), foi
avaliada por meio dos seguintes parametros: atividade das enzimas antioxidantes
superdxido dismutase e catalase, conteldo de glutationa reduzida e tidis ndo proteicos,
capacidade antioxidante, oxidacdo lipidica primaria (dienos conjugados) e secundaria

(malondialdeido — MDA) e oxidacdo proteica (proteinas carboniladas).
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Experimento 2 - avaliar os efeitos da dieta materna e da temperatura de incubagéo
sobre 0 desempenho produtivo da progénie a curto e longo prazo, por meio das
seguintes analises: taxa de eclosdo total, peso ao nascimento, porcentagem de saco
vitelino residual (idades embriondrias E17 e E19), peso vivo aos 15 dias de idade,
ganho de peso (periodo de 1 a 15 dias de idade), e peso relativo de o6rgdos (figado,
coracdo, baco, bursa de Fabricius, trato intestinal (delgado e grosso), pancreas e da
moela + proventriculo) aos 15 dias de idade. Além disso, o efeito da dieta materna e da
temperatura de incubacdo sobre o metabolismo oxidante-antioxidante do figado da
progénie com 15 dias de idade, foi determinado por meio da atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase e catalase, conteudo de glutationa reduzida e tidis
ndo proteicos, capacidade antioxidante, oxidacdo lipidica primaria (dienos conjugados)

e secundaria (malondialdeido — MDA) e oxidacdo proteica (proteinas carboniladas).
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Efeito da dieta materna suplementada com blend Sannimix® e da temperatura de
incubacdo sobre o desempenho produtivo da matriz, da progénie e estado

antioxidante do ovo e da progénie

(Journal of Animal Science)

Resumo

Nosso objetivo foi avaliar os efeitos da adicdo do blend de acidos organicos, Oleos
essenciais, curcumina, taninos, vitamina E e znco microencapsulados, sobre o
desempenho produtivo e reprodutivo de matrizes de codornas de postura (Coturnix
coturnix japonica) e os parametros oxidantes-antioxidantes de seus ovos (Experimento
1). Além disso, o efeito materno (dieta materna suplementada com blend SANNIMIX ou
ndo suplementada com blend) e da temperatura de incubacdo (37,5°C ou 38,5°C) sobre
a progénie foi avaliada a curto (idades embrionarias E17 e E19 e 1 dia de idade) e longo
prazo (15 dias de idade) (Experimento 2). Para isso, no primeiro experimento, 64
matrizes foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 2 (producdo de ovos - baixa, media, intermediaria e alta produgdo vs. dieta —
suplementada com SANNIMIX ou ndo - CONTROLE). No Experimento 2, para avaliagdo
da progénie 0s ovos das matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX e CONTROLE foram
incubados em duas incubadoras com temperatura de 37,5°C e 38,5°C. Apds a eclosao,
240 pintainhos foram pesados e distribuidos em esquema fatorial 2 x 2 (dieta materna -
SANNIMIX e CONTROLE Vvs. temperatura de incubacdo - 37,5°C (controle) e 38,5°C (alta
temperatura). Experimento 1: as matrizes suplementadas com SANNIMIX apresentaram
melhor desempenho produtivo, maior numero de foliculos pré-hierarquicos, embrides
de melhor qualidade e progénie com maior peso ao nascimento e aos 15 dias de idade.
Experimento 2: Os ovos e a progénie de matrizes suplementadas com SANNIMIX
apresentaram melhor estabilidade oxidativa. A temperatura de incubacdo de 38,5°C ndo
interferiu no desenvolvimento embrionario e eclosdo, mas reduziu o peso da progénie

aos 15 dias de vida. Os resultados indicam que a suplementacdo das matrizes com
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SANNIMIX melhora o seu desempenho produtivo, reprodutivo, a qualidade de seus ovos
e dos embribes, bem como da sua progénie mesmo quando esta € submetida a uma alta

temperatura de incubacao.

Palavras chave: 4acidos organicos, aditivos fitogénicos, antioxidantes, efeito materno,

filhos, manipulagdo térmica da incubagdo, Gleos essenciais

Abstract

Our objective was to assess the effects of a microencapsulated mixture of organic acids,
essential oils, curcumin, tannins, vitamin E, and zinc (Sannimix) on the productive and
reproductive performance of laying Japanese quail (Coturnix coturnix japonica), as well
as the oxidant/antioxidant parameters of eggs (Experiment 1). The effects of maternal
supplementation (Sannimix or control) and incubation temperature (37.5 or 38.5 °C) on
progeny were evaluated in the short (embryonic ages E17 and E19 and 1 day of age)
and long (15 days of age) terms (Experiment 2). For this, in Experiment 1, 64 breeders
were distributed in a completely randomized design with a 4 x 2 factorial arrangement,
with the first factor being egg production (low, medium, intermediate, and high) and the
second factor being Sannimix supplementation (control and supplemented). In
Experiment 2, eggs from supplemented and unsupplemented hens were incubated at
37.5 or 38.5 °C. After hatching, 240 chicks were weighed and distributed ina 2 x 2
factorial arrangement, where the first factor was maternal diet (supplemented and
control); and the second, incubation temperature (control = 37.5 °C and high = 38.5 °C).
Experiment 1: layers supplemented with Sannimix showed better productive
performance, higher prehierarchical follicle number, better embryo quality, and progeny
with higher weight at birth and 15 days of age. Experiment 2: Eggs and progeny from
hens supplemented with Sannimix showed better oxidative stability. High incubation
temperature (38.5 °C) did not affect embryonic development or hatching but reduced
the weight of progeny at 15 days of age. The results demonstrate that maternal
supplementation with Sannimix improves the productive and reproductive performance
of layers, as well as the quality of eggs, embryos, and progeny, even when eggs are

subjected to high incubation temperatures.
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thermal manipulation, essential oils

Introdugédo

Muitas sdo as estratégias utilizadas para melhorar a producdo das matrizes e qualidade
dos seus ovos, bem como melhorar o desempenho produtivo da progénie de forma mais
eficiente e econdmica. Nesse sentido, a manipulacdo da dieta materna tem se tornado
tema de interesse primario na producdo avicola (Saleh et al, 2021; Amevor et al.,
2022), devido a diversos fatores, incluindo aqueles relacionados aos fendmenos
intergeracionais e transgeracionais, ainda poucos explorados em aves (Zimmer et al.,
2017; Verwoolde et al., 2021). Por meio desses mecanismos, a informacdo do ambiente
parental, geralmente materno, pode ser traduzida em respostas de memoria que
preparardo a progénie para seu préprio ambiente de criagdo (Zimmer et al., 2017).
Como consequéncia, individuos da proxima geracdo podem mostrar caracteristicas
fenotipicas diferentes, dependendo das condi¢cbes ambientais e/ou nutricionais impostas
as suas maes (Gong et al., 2020; Zimmer et al., 2021; Amevor et al., 2022; Andrieux et
al, 2022a). Esse fator torna-se particularmente importante em funcdo do
desenvolvimento embrionario depender exclusivamente da dieta materna, que interfere
diretamente na composicdo dos seus ovos, podendo influenciar de forma positiva e/ou
negativa 0 desenvolvimento da progénie, durante as fases pré e pds-eclosdo (Videla et
al., 2020; Andrieux et al., 2022a).

Estudos prévios tém avaliado os efeitos da suplementacdo materna com diferentes
tipos de nutrientes e aditivos alimentares naturais que reproduzam efeitos benéficos,
tanto nas maes quanto nos seus descendentes (Gong et al, 2020; Videla et al., 2020;
Amevor et al, 2022). Dentre os aditivos avaliados, estdo os fitogénicos derivados de
plantas (exemplo: Oleos essenciais, curcumina e taninos) que contém componentes
bioativos que possuem efeitos positivos sobre a salde dos animais (Abdelli et al., 2021).
Os acidos organicos também fazem parte dos aditivos utilizados na nutricdo animal, e
apresentam diversos efeitos, incluindo a reducdo de populacdo de bactérias nocivas e o
aumento da taxa de absorcdo de peptideos e minerais (Khan e Igbal, 2016). Os aditivos,

,s0zinhos ou em formas compostas (blend), tém sido empregados na nutricdo de aves
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reproduzindo  efeitos satisfatdrios sobre o crescimento do animal, sistema
gastrointestinal, reprodutor e imune (Abdelli et al., 2021; Saleh et al., 2021), sendo os
principais candidatos a serem utilizados em substituicdo aos promotores de crescimento.
Esses aditivos, assim como a vilamina E e o znco também funcionam como
importantes antioxidantes no organismo animal, por serem capazes de interromper
reacOes oxidativas nas células (Tsiplakou et al, 2021). Em dieta de aves de postura
esses compostos séo valiosos, uma vez que, quando as mesmas estdo no pico de postura,
owvulacdo e postura continua, devido ao metabolismo corporal intenso, as aves tornam-se
mais susceptiveis ao estresse oxidativo, devido a maior producdo de espécies oxidativas
e menor capacidade em elimind-las (Zou et al., 2007). As substancias oxidativas em
excesso atuam danificando biomoléculas (DNA, lipideos e proteinas) afetando as
condicbes de saude geral das aves, e também a composicdo e qualidade de seus ovos,
que por sua vez pode prejudicar a sobrevivéncia embriondria e a qualidade de seus
descendentes (Alagawany et al., 2017; Peixoto et al., 2020).

Além dos efeitos maternos, os embribes podem sofrer alteracdes em seu
desenvolvimento devido a efeitos ambientais experimentados por eles proprios antes da
eclosdo, como os relacionados a temperatura de incubacdo (EIl-Shater et al, 2021;
Andrieux et al, 2022b). Isso porque, a temperatura inadequada de incubagdo pode
reduzir a utilizacdo do saco vitelino pelo embrido, resultando em animais de baixa
qualidade (Dayan et al., 2020). Além disso, a flutuacdo dos parédmetros de incubacéo,
pode culminar na maior producdo de espécies oxidativas, a0 mesmo tempo em que a
capacidade antioxidante dos embrides € baixa, tornando-os wulnerdveis ao estresse
oxidativo (Surai et al, 2003). Assim, a aquisicdo de termotolerancia e capacidade
antioxidante pelo embrido, por meio da manipulagdo térmica durante a incubacdo pode
ndo apenas servir para proteger os tecidos embrionarios, mas também representa uma
preparacdo para potenciais riscos oxidativos associados a eclosdo e pds-eclosdo (Surali,
2000; Saleh et al., 2020). De acordo com Surai (2000) a dieta materna pode modular a
resposta ao estresse oxidativo dos embribes e pintainhos durante a embriogénese e pos-
eclosdo, respectivamente.

Nesse contexto, nos hipotetizamos que a temperatura de incubacdo dos ovos de
codornas japonesas, pode influenciar o desenvolvimento embrionario e desempenho da

progénie aos 15 dias de idade, devido entre outros fatores a ocorréncia de estresse



68

oxidativo. Hipotetizamos também que a adicdo do blend de Oleos essenciais de canela,
eugenol, timol e orégano, acidos organicos, curcumina, taninos, vitamina E e zinco
microencapsulados em gordura vegetal na dieta de matrizes de codornas pode exercer
efeitos benéficos sobre o desempenho produtivo e reprodutivo das matrizes, permitindo
a producdo de ovos férteis, com qualidade nutricional e estabilidade oxidativa
superiores, resultando em progénie de melhor qualidade, mesmo quando desafiada

durante o periodo mais sensivel do seu desenvolvimento.

Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados na Fazenda Experimental de Iguatemi, da
Universidade Estadual de Maringd (Maringa-Parana, Brasil), de acordo com as
diretrizes do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA — n° 6098240322) da

Universidade Estadual de Maringa, Brasil.

Experimento 1: matrizes

Um total de 200 codornas de postura (coturnix coturnix japonica) sendo 100 fémeas
e 100 machos, obtidas de um criatério comercial, foram criadas em circulos de eucatex
(separados por sexo) em ambiente climatizado, com camas forradas com papel
corrugado, comedouros do tipo bandeja e bebedouros infantis, do primeiro até os 42
dias de idade. Nesse momento, os animais foram transferidas para o galpdo de postura,
com paredes laterais de alvenaria com 0,50 m de altura, completadas com tela de arame
até o telhado e cortinas laterais moveis, contendo gaiolas individuais de arame
galvanizado, bebedouros do tipo nipple e comedouro tipo calha.

A partir dos 42 dias de idade, as aves receberam iluminacdo artificial (16 h de luz e
8 h de escuro) e racdo basal a vontade, até os 98 dias de idade. Durante esse periodo, 0
desenvolvimento das aves e a taxa de postura foram monitorados diariamente, e 0s
animais tiveram livre acesso a &gua e racdo formulada de acordo com Rostagno et al.
(2017) para atender suas exigéncias nutricionais (Tabela 1).

Aos 98 dias de idade, 64 fémeas com peso corporal médio de 150 g e taxa de postura
de aproximadamente 85%, foram selecionadas e separadas com base em sua producao
de ovos durante o periodo de 56 dias: baixa produgdo (BP, + 55%); média producdo (MP,

+ 65%); producdo intermediaria (P1, + 75%) e alta producdo (AP, + 85%). Em seguida,
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as matrizes foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 2. O primeiro fator avaliado foi a producdo de ovos: (baixa producdo - BP;
média producdo - MP; producdo intermediaria — PI e alta producdo - AP), e 0 segundo
fator foi a suplementacdo das dietas das matrizes com o blend Sannimix® de Aacidos
organicos, Oleos essenciais de canela, eugenol, timol e orégano, curcumina, taninos,
vitamina E e zinco microencapsulados em gordura vegetal (SANNIMIX); ou dieta sem
suplementacdo do blend (CONTROLE) (Tabela 1). Cada tratamento foi composto por 8
aves e cada ave foi considerada como uma unidade experimental e repeticdo (Figura 1).

Logo apls a separacdo das matrizes (98 dias de idade) nos tratamentos, as mesmas
comecaram a receber as racfes experimentais suplementadas (SANNIMIX) ou ndo

(CONTROLE) com o blend Sannimix®.
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Tabela 1. Composicdo das ragdes de codornas de postura (Coturnix coturnix japonica)
fémeas (1-126 dias de idade)

DIETA CONVENCIONAL! DIETA EXPERIMENTAL
(98-126 DIAS)?

INGREDIENTES 1-14DIAS  15-97DIAS  CONTROLE  SANNIMIX
Milho (7,8% proteina bruta) 61,876 56,203 56,203 56,203
Farelo de Soja (46% proteina bruta) 34,00 32,300 32,300 32,300
Sal comum 0,445 0,375 0,375 0,375
Oleo de soja 0,300 1,600 1,600 1,600
Calcario calcitico (38%Ca) 1,125 7,520 7,520 7,520
Fosfato bicélcico (20%) 1,530 0,990 0,990 0,990
L-Lisina HCI 0,123 0,130 0,130 0,130
DL-Metionina (99%) 0,185 0,335 0,335 0,335
L-Treonina (98%) 0,016 0,047 0,047 0,047
Premix-Vitaminico mineral® 0,400 0,400 0,400 0,400
Sannimix® - - - 0,100
Caulim - 0,100 0,100 -
Total 100,000 100,000 100,000 100,000
CONTEUDO DE ENERGIA E NUTRIENTES (COMPOSIGAO CALCULADA)
EMA? (kcal/kg) 2898,958 2795,309 2795,309 2795,309
Proteina bruta (%) 20,694 19,597 19,597 19,597
Célcio (%) 0,855 3,151 3,151 3,151
Fésforo disponivel (%) 0,450 0,330 0,330 0,330
Sodio (%) 0,199 0,171 0,171 0,171
AMINOACIDOS DIGESTIVEIS (%)
Metionina + cisteina 0,750 0,863 0,863 0,863
Lisina 1,101 1,051 1,051 1,051
Treonina 0,727 0,715 0,715 0,715

IDIETA CONVENCIONAL = dieta formulada de acordo com Rostagno et al. (2017) para
atender as exigéncias dos animais, no periodo de 1-97 dias de idade. Nessas ra¢fes ndo
houve adicdo de aditivo Sannimix®. 2DIETAS EXPERIMENTAIS = nessas dietas houve a
adicio do aditivo (blend - Sannimix®). As dietas foram formuladas de acordo com
Rostagno et al. (2017), sendo fornecidas aos animais no periodo experimental de 98 a
126 dias de idade. CONTROLE = dieta sem suplementacdo do blend Sannimix®;
SANNIMIX = dieta suplementada com blend de &cidos organicos, Oleos essenciais de
canela, eugenol, timol e orégano, curcumina, taninos, vitamina E e zinco
microencapsulados em gordura vegetal (Sannimix®). Niveis de garantia do
Sannimix®/kg: 50,00 g 4cido citrico; 135,00 g acido fumarico; 35,00 g é&cido sorbico;
35,00 g de &cido malico; 15,00 mg de zinco; 12,00 mg vitamina E. 3Fornecido por kg
de produto (racdo 1 a 14 dias) = 2.270,000 Ul de vitamina A; 6.330 Ul de vitamina E;
561 mg de vitamina B1; 1.490 mg de vitamina B2; 858 mg de vitamina B6; 3.500 mcg
de vitamina B12; 450 mg de vitamina K3; 2.976 mg de pantotenato de célcio; 8.820 mg
de niacina; 200 mg de acido folico; 20 mg de biotina; 86 mg de colina; 19 mg de zinco;
14 mg de ferro; 20 mg de manganés; 3.040 mg de cobre; 290 mg de iodo; 50 mg de
cobalto; 88 mg de selénio; 25 mg de etoxiquim e 20 mg de BHA. 3Fornecido por kg de
produto (15 a 126 dias dias) = 2.250,000 Ul vitamina A; 500.000 UI vitamina D3; 7.000



71

Ul vitamina E; 450 mg vitamina B1; 1.000 mg vitamina B2; 450 mg vitamina B6; 3.500
mg vitamina B12; 420 mg vitamina K3; 2.500 mg pantotenato de célcio; 7.000 mg
niacina; 180 mg é&cido folico; 15 mg biotina; 55 g colina; 12 g zinco; 12 g ferro; 15 g
manganés; 3.000 mg cobre; 250 mg iodo; 50 mg cobalto; 72 mg selénio; 40 mg
etoxiquim; 40 mg BHT. “EMA = energia metabolizavel aparente.

Aos 42 dias de idade, os machos também foram transferidos para o galpdo de
postura, sendo os mesmos distribuidos em gaiolas individuais de arame galvanizado,
com bebedouros do tipo nipple e comedouro tipo calha. Aos 98 dias de idade, os
machos (n = 64) com pesos vivos médios de aproximadamente 135 g foram separados
para serem utilizados no experimento. Os machos foram utilizados apenas para o
acasalamento, e 0s mesmos receberam racdo convencional formulada de acordo com
Rostagno et al. (2017), para atender suas exigéncias nutricionais (fase inicial: 1-14 dias
— 2898,958 kcallkg de energia metabolizavel aparente e 20,694% de proteina bruta; fase
de crescimento/final: 15-126 dias — 2910,317 kcallkg de energia metabolizdvel aparente
e 19,395% de proteina bruta).

Apos sete dias do inicio do fornecimento das racdes (SANNIMIX € CONTROLE) para as
matrizes, os machos foram colocados em contato com as mesmas por uma hora, uma
vez ao dia, durante o periodo de 21 dias. Para minimizar o possivel efeito parental dos
machos foi realizado um sistema de rodizio entre os casais. Nos primeiros dez dias de
acasalamento, os ovos foram apenas contabilizados. Do 11° ao 21° de acasalamento, 0s
ovos foram coletados para incubacdo, pesados, identificados de acordo com a dieta da
méde (SANNIMIX e CONTROLE), e mantidos em ambiente com temperatura controlada de
22°C, até o dia da incubacdo, que ocorreu no 11° de coleta (21° de dia de acasalamento)
(Figura 1).

Ao final do periodo experimental proposto, todos os animais foram abatidos por

deslocamento cervical aos 126 dias de idade.

Desempenho produtivo, reprodutivo e peso relativo de érgaos das matrizes

O desempenho produtivo das matrizes durante o periodo experimental (98 a 126 dias de
idade) foi avaliado por meio das seguintes variaveis: peso inicialogdias (g), peso finali2edias
(g), consumo de racdo (g) = (racdo oferecidassdias — Sobra de rag&0126dias), CONVErsao
alimentar/kg de ovo produzido = (consumo de racdo em kg/kg de ovos), ndmero de
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0V0S28dias, Peso medio dos ovos (g), taxa de postura (%) = ((nimero de ovos postos/28)
x 100) e eclosdo total (%) = ((nimero de ovos eclodidos/nimero de ovos incubados) x
100). O peso relativo do figado, trato intestinal e baco foram avaliados ((peso do
orgdo/peso da ave) x 100). Além disso, o numero de pintainhos nascidos vivos e 0 peso
do pintainho ao nascimento (g) também foram avaliados.

O desempenho reprodutivo das matrizes foi avaliado por meio da contagem de
foliculos  pré-hierarquicos (pequenos foliculos brancos) e foliculos ovarianos pré-
owulatérios (fase 1 a 5), bem como pela medida da circunferéncia dos foliculos pré-
owvulatorios (fase 1). Para avaliar o desempenho reprodutivo e o peso relativo de 6rgao,
ao término do periodo de coleta de ovos (final do periodo experimental), as 64 matrizes
(n = 8 aves/tratamento) foram pesadas ap6s um jejum sélido de 6 horas, e, em seguida/
as mesmas foram abatidas por deslocamento cervical aos 126 dias de idade, para a
coleta do ovério, figado, trato intestinal e baco. Apds a coleta do ovério, os foliculos
ovarianos maduros pré-ovulatorios (fase 1 a 5) e pré-hierarquicos foram extraidos e
fotografados com camera fotogréfica digital (Nikon, Coolpix L315) para contagem dos
mesmos. Além disso, as medidas de circunferéncia (mm) dos foliculos pré-ovulatorios
(fase 1) tambem foram realizadas. As contagens e medidas dos foliculos ovarianos
foram realizadas por meio do sistema de andlise de imagem computadorizada Image
Pro Plus versdao 4.0 (Média Cibertecnics).

Para avaliar o peso relativo dos Orgdos, ap0s a coleta do figado, trato intestinal
(delgado e grosso) e baco, os mesmos foram pesados e o peso relativo dos 6rgdos foi

calculado como: (peso do 6rgao/peso da ave) x 100.
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Figura 1. A figura representa o esquema experimental ilustrativo das matrizes.

Efeito materno (dieta materna) sobre o ambiente pré-eclosdo da progénie, avaliado
por meio da determinacdo da estabilidade oxidativa dos ovos

Para avaliar se a adicdo do blend Sannimix® na dieta das matrizes pode influenciar a
estabilidade oxidativa dos ovos (ambiente de desenvolvimento da progénie), no Ultimo

dia de coleta dos ovos para incubacdo (final do periodo experimental), 16 ovos
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selecionados aleatoriamente de matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX (n = 8) e
CONTROLE (n = 8) foram coletados. Logo ap6s, 0s ovos foram parcialmente abertos com
cuidado, e entdo, com pipeta Pauster descartavel aproximadamente 1,5 ml de albumen e
1,5 ml de gema foram coletados separadamente em tubos criogénicos, que foram em
seguida congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C até o

momento das analises (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo ilustrativa do esquema experimental utilizado para avaliar o
efeito da dieta materna sobre a estabilidade oxidativa dos ovos (ambiente pré-eclosdo da

progénie).
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Experimento 2: incubacdo dos ovos e progénie

No dltimo dia de coleta de ovos no experimento 1, os ovos previamente identificados de
acordo com a dieta da matriz (SANNIMIX - n = 200 e CONTROLE - n = 200) foram
adaptados a temperatura do ambiente (22°C) e armazenados individualmente em redes
de fruta. Os ovos foram, entdo, incubados em duas incubadoras (Modelo Luna 240 -
Chocmaster®) programadas para estarem com temperaturas diferentes: 37,5°C
(incubadora controle — CTL, n = 100 ovos SANNIMIX e n = 100 ovos CONTROLE) e 38,5°C
(incubadora de alta temperatura — AT, n = 100 ovos SANNIMIX e n = 100 ovos
CONTROLE) (Figura 3). A umidade relativa das duas incubadoras foi mantida em 60% e
o sistema de rolagem dos ovos ocorreu de forma automatica a cada duas horas. Para
minimizar o efeito dos dias de armazenamento, os ovos foram distribuidos nas
incubadoras em blocos, de acordo com o dia da coleta. A partir do 17° dia de incubacéo
até o 19° dia, o sistema de rolagem dos ovos foi desativado e os nascimentos foram
acompanhados. Nesse periodo, os pintainhos recém eclodidos foram pesados para
obtencdo do peso ao nascimento. AlEm disso, no 17° e 19° dia de incubacdo seis
embribes na idade embrionaria E17 e 6 embrides E19, respectivamente) foram
selecionados aleatoriamente, de acordo com a mde (SANNIMIX e CONTROLE) e
incubadora (cTL e AT) (Figura 3). Em seguida os mesmos foram abatidos por
deslocamento cervical, e entdo o peso corporal total do embrido e do saco vitelino
residual foram mensurados para estimar a utilizagio do saco vitelino pelo embrido
conforme descrito por Dayan et al. (2020). O numero de animais nascidos vivos e a taxa
de eclosdo total (%) também foram avaliados nesse momento considerando os efeitos da
dieta materna e da temperatura de incubacao.

Para avaliarmos se o efeito materno (dieta) sobre seus descendentes pode prepara-los
para 0 seu proprio ambiente de criacdo, ap0s 0s mesmos serem desafiados pela
temperatura de incubagdo, logo apds o nascimento, pintainhos saudaveis (n = 240)
foram pesados e distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em esgquema
fatorial 2 x 2 (dietas maternas - CONTROLE (sem suplementacdo do blend) e SANNIMIX
(dieta suplementada com blend Sannimix®)) vs. temperatura de incubagdo (CTL e AT).
Cada grupo experimental foi composto por 60 aves (Figura 3).

Os pintainhos foram criados de maneira convencional em circulos de protecdo

(Eucatex) com piso forrado com papel corrugado, em ambiente climatizado mantendo a
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temperatura de conforto térmico do animal, do primeiro ao 15° dia de idade. Os animais
receberam racdo convencional (sem suplementacdo do blend) formulada para atender as
exigéncias nutricionais dessa fase inicial (1-15 dias) (2898,958 kcallkg de energia
metabolizavel aparente e 20,694% de proteina bruta; Rostagno et al., 2017). Nesse
periodo de 15 dias, os pintainhos tiveram livre acesso a agua e a racdo. No 15° dia de
vida, seis animais de cada tratamento escolhidos com base no peso médio do grupo (x
5%) foram pesados para obtencdo do peso aos 15 dias, e em seguida foram sacrificados
por deslocamento cervical, para a coleta e pesagem do figado, coracdo, baco, da bursa
de Fabricius, do trato intestinal (delgado e grosso), pancreas e da moela + proventriculo.
O peso relativo dos érgaos foi calculado como: (peso do drgdo/peso da ave) x 100. O
comprimento do trato intestinal também foi mensurado nesse estudo.

Logo apds a pesagem do figado, fragmentos do lobo esquerdo desse tecido foram
coletados em tubo criogénico, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer a -80°C até o momento das analises de determinacdo do estado oxidante-
antioxidante do figado (Figado 3).
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Figura 3. Representagdo ilustrativa do esquema experimental utilizado na incubagao

dos ovos e para avaliar a progénie.
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Analises do estado oxidante-antioxidante dos ovos e do figado da progénie
Determinacao de espécies reativas de oxigenio total (ROS)

Para a obtencdo dos sobrenadantes do albumen e da gema, 100 mg de albimen e 100
mg de gema, foram adicionados em microtubos separados contendo 1000 pl de tampéo
Tris-HCl a 10 mM, pH 7,4, em seguida 0s mesmos foram homogeneizados em agitador
do tipo vortex analdgico Fisher Scientific™ (Fisher Scientific), e entdo foram
centrifugados a 12.000 x g por 20 min e 4°C.

Os sobrenadantes do figado foram obtidos de 100 mg de tecido. Essa quantidade de
tecidofoi adicionada em microtubo contendo 1000 pl de tamp&o Tris-HCI a 10 mM, pH
7,4, e em seguida foi homogeneizada com homogeneizador portatil Fisherbrand™ 150
(Fisher Scientific). Essa mistura foi entdo centrifugada a 12.000 x g por 20 min a 4°C.

A determinacdo de ROS't

otal no albumen, na gema e no figado foi realizada conforme descrito por
Jambunathan (2010). As leituras das fluorescéncias das amostras foram realizadas em
espectrofluorimetro RF-5301PC (Shimadzu, Kyoto, Japan), nos comprimentos de onda
de 504 nm e 526 nm para excitacdo e emissdo, respectivamente. O conteldo de ROS
total foi expresso como unidade de fluorescéncia/mg de proteina.

O conteldo de proteinas totais das amostras de alblimen, gema e figado foi
determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
Para determinar a atividade da enzima SOD, 100 mg de albimen, gema e figado foram
adicionados separadamente em microtubos contendo 1000 g de tampdo fosfato de
potassio 0,1 M, pH 7,4, e entdo amostras do figado foram homogeneizadas com
homogeneizador portatil Fisherbrand™ 150 (Fisher Scientific) at¢é sua completa
dissociacdo. As amostras de albdmen e gema foram homogeneizadas no tampéo
separadamente, em agitador do tipo vortex analdgico Fisher Scientific™ (Fisher
Scientific). Em seguida os homogenatos do figado, albimen e da gema foram
centrifugados a 10.000 x g por 10 min a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram
recolhidos separadamente em novos microtubos para serem utilizados como amostras.
Para realizar a analise da atividade da enzima CAT no figado e albdmen, a obtencédo

do sobrenadante foi realizada da mesma forma descrita para a enzima SOD, entretanto,
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para a gema pequenas modificacdes foram feitas conforme descrito a seguir.
Aproximadamente, 150 mg de gema foram adicionadas em microtubos contendo
tampdo fosfato de potassio 20 mM, pH 7,5, e homogeneizados em agitador do tipo
vortex analdgico Fisher Scientific™ (Fisher Scientific). Em seguida, 0S homogenatos
foram centrifugados a 10.000 x g por 10 min a 4°C, e entdo os sobrenadantes foram
recolhidos em novos microtubos.

A atividade da enzima SOD foi mensurada de acordo com sua capacidade em inibir
a autoxidacdo do pirogalol que gera o anion superéxido (027). O aumento da
absorbancia das amostras de figado, albimen e gema foi verificado no comprimento de
onda de 420 nm, por 180 segundos em leitor de microplacas (VersaMax™, Molecular
Devices). O procedimento analitico foi realizado conforme Khatlab et al. (2019). A
atividade enzimatica foi expressa como unidade (U) de SOD/mg de proteina (Marklund
e Marklund, 1974).

A atividade enzimatica da CAT foi realizada baseada na capacidade da enzima
presente nas amostras de converter o peroxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio
molecular. Para isto, 20 Jl dos sobrenadantes obtidos do figado, albumen e da gema
foram adicionados separadamente em 980 pl de uma mistura reativa contendo tampéo
Tris 1 M + EDTA 5 mM, pH 8,0, e H202 (Anidrol). A atividade da enzima foi
monitorada  via  espectrofotdometro  Evolution™ 300 UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific™), no comprimento de onda de 240 nm, por 60 segundos. A atividade da
CAT foi expressa como a quantidade de H202 consumida/min/mg de proteina (¢ = 33,33
M-1x cm!) (Aebi, 1984).

O conteddo de proteinas totais das amostras de albumen, gema e figado foi
determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Determinacdo de antioxidantes ndo enzimaticos: contetdo de glutationa reduzida
(GSH) e tidis ndo proteicos (NPSH)

Para determinar o contetdo de GSH e NPSH, 150 mg de albumen, gema e figado
foram adicionados separadamente em microtubos, contendo 1500 pl de tampdo Tris-
HCI 50 mM e pH 7,5. Em seguida as amostras de figado foram homogeneizadas com
homogeneizador portatil Fisherbrand™ 150 (Fisher Scientific) até sua completa

dissociacdo. As amostras de albimen e gema foram homogeneizadas no tampdo
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separadamente em agitador do tipo vortex analogico Fisher Scientific™ (Fisher
Scientific). Logo apds, os homogenatos foram centrifugados a 3.000 rpm, por 10 min.
Em seguida, 1000 W de cada sobrenadante foram adicionados em novos micrutubos
contendo acido tricloroacético 10% (Synth). Essa mistura foi centrifugada a 3.000 rpm,
por 10 min.

O conteudo de GSH, foi determinado de acordo com o método descrito por Ellman
(1959), com algumas modificacbes. Na cubeta, foram pipetados 750 Y de tampéo
fosfato de potassio 1 M pH 7,4; 200 W de sobrenadante de cada amostra (figado,
albimen e gema); e 50 pl de 5,5-ditiobis (&cido 2-nitrobenzdico) (DTNB — Sigma-
Aldrich) a 10 mM. As leituras das absorbancias foram realizadas no espectrofotdmetro
Evolution™ 300 UV-VIS (Thermo Fisher Scientific™), no comprimento de onda de
412 nm. A curva padrdo da glutationa a 1 mM (L-GSH, Sigma-Aldrich) foi feita para
verificar se as absorbancias das amostras estavam dentro dos pontos da curva. Akkm
disso, foi feita uma curva padrdo da cisteina (L-cisteina, Sigma-Aldrich) a 0,5 mM para
obtencdo do fator da curva da cisteina. O conteddo de GSH foi calculado da seguinte
forma: GSH = (absorbancia da amostra x fator da curva da cisteina)/quantidade de
proteina (mg), e os resultados foram expressos como nmol de GSH/mg de proteina.

A determinacdo do contetdo de NPSH, foi realizada de acordo com o método
descrito por Boyne e Ellman (1972) com algumas modificacbes. Na cubeta, foram
pipetados 1000 pl de tampdo fosfato de potassio 0,5 M pH 6,8; 400 U de agua
destilada, 600 pl de sobrenadante de cada amostra; e 50 pl de 5,5-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico) (DTNB — Sigma-Aldrich) a 10 mM. As leituras das absorbancias foram
realizadas no  espectrofotometro  Evolution™ 300 UV-VIS (Thermo  Fisher
Scientific™), no comprimento de onda de 412 nm. O conteido de NPSH nas amostras
foi calculado, utilizando o fator da curva padrdo da cisteina (L-cisteina - Sigma-Aldrich)
a 0,5 mM. O contelido de NPSH foi calculado como: NPSH = (absorbancia da amostra
x fator da curva da cisteina)/quantidade de proteina (mg), e os resultados foram
expressos como nmol de NPSH/mg de proteina.

O contetdo de proteinas totais das amostras de falbumen, gema e figado foi
determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
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Capacidade antioxidante (DPPH)

A capacidade antioxidante via atividade sequestradora do radical livre estavel 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, Sigma-Aldrich), foi realizada segundo o método descrito
por Brand-Willlams et al. (1995), com algumas modificacdes. Na gema e no figado o
procedimento de determinacdo da capacidade antioxidante foi realizado conforme
descrito por Khatlab et al. (2019). No albumen a capacidade antioxidante foi
determinada conforme descrito por Janaszewska e Bartosz (2002) com algumas
modificacdes. Em microtubos foram adicionados 380 pl de tampdo fosfato de potassio
10 mM pH 7,4, 20 pl de albumen e 400 pl de solucdo de DPPH (preparada com
metanol) a 0,06 mM. As reacGes foram incubadas no escuro a temperatura ambiente
(25°C) por 30 min. Antes da leitura das absorbancias das amostras, as reagdes foram
centrifugadas a 10.000 x g por 5 min a 4°C, e entdo 300 Wl destes sobrenadantes foram
adicionados nos pocos de uma microplaca para a leitura das absorbancias a 515 nm
(leitor de microplacas VersaMax™, Molecular Devices). A absorbancia das amostras
foi comparada com a de uma solugéo referéncia de DPPH 0,06 mM e tampdo de fosfato
de potassio a 10 mM pH 7,4. A capacidade antioxidante do albumen, da gema e do

figado foi expressa como porcentagem (%).

Oxidacao lipidica (dienos conjugados e malondialdeido - MDA) e proteica (proteinas
carboniladas - PC)

A peroxidacdo lipidica no albumen, na gema e no figado foi avaliada por meio da
deteccdo de produtos primarios (dienos conjugados) e secundérios (substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico - MDA) da degradacéo lipidica.

Dienos conjugados (DC): o conteudo de dienos conjugados nas amostras do
albumen, da gema e do figado foi determinado conforme descrito a seguir.
Aproximadamente 100 mg de de albdmen, gema e figado foram adicionados
separadamente em microtubos, contendo etanol absoluto 99,8% (Riedel-de Haén™).
Em seguida amostras de figado foram homogeneizadas com homogeneizador portatil
Fisherbrand™ 150 (Fisher Scientific) até sua completa dissociacdo. As amostras de
albdmen e gema foram adicionadas separadamente em microtubos contendo etanol
absoluto 99,8% (Riedel-de Haén™), e em seguida foram homogeneizadas em agitador

do tipo vortex analdgico Fisher Scientific™ (Fisher Scientific). Essas reagdes foram
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centrifugadas a 10.000 x g por 10 min, e em seguida aliquotas de 250 pl do
sobrenadante do figado e da gema e, 400 W de sobrenadante do albdmen, foram
adicionados em novos micortubos, contendo 1250 pl e 1100 pl para figado/gema e
albimen, respectivamente, de etanol absoluto 99,8% (Riedel-de Haén™). Essas reacOes
foram centrifugadas a 16.800 x g por 20 min. A absorbancia destas amostras foram
determinadas em espectrofotometro  Evolution™ 300 UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific™) nos comprimentos de onda de 234 nm e 500 nm. A diferenca entre as
absorbancias especificas (234 nm) e inespecificas (500 nm) foi utilizada nos célculos de
quantificacdo do contetdo de dienos conjugados (¢ = 2,65 x 10* Mt x cnrl) (Boveris et
al, 1980). Os resultados foram expresos como pmol de dienos conjugados/g de
amostra.

MDA: O principio desta analise é baseado na reacdo do &cido tiobarbitdrico com os
produtos de decomposicdo dos hidroperdxidos incluindo o malondialdeido (Buege e
Aust, 1978). O contelido de MDA no albimen, na gema e no figado foi avaliado a partir
da adicdo de 100 mg de cada amostra em microtubos separados, contendo 1000 W de
tampdo fosfato de potassio 20 mM, pH 7,5. Em seguida as amostras de figado foram
homogeneizadas com homogeneizador portatil Fisherbrand™ 150 (Fisher Scientific) até
sua completa dissociacdo. As amostras de albdmen e gema foram homogeneizadas no
tampdo separadamente em agitador do tipo vortex analdgico Fisher Scientific™ (Fisher
Scientific). Os homogenatos obtidos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 min a
4°C. Apos a centrifugacdo, 250 pl do sobrenadante do figado e da gema, e 400 pl do
sobrenadante do albumen foram transferidos separadamente para novos microtubos
contendo 250 W (figado e gema) e 100 W (albumen) de acido tricloroacético 10%
(Synth) e 500 W de &cido tiobarbitirico 0,67% (Sigma-Aldrich). As reacfes foram
homogeneizadas em agitador do tipo vortex analdgico Fisher Scientific™ (Fisher
Scientific), sendo, em seguida, incubadas em termobloco a 100°C por 15 min. Logo
apos, as reacdes foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min a 4°C. As absorbancias
foram lidas em espectrofotdmetro Evolution™ 300 UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific™) no comprimento de onda de 535 nm. Para quantificar o conteido de MDA
das amostras, no célculo foi utilizado um fator de corregdo obtido a partir da curva
padrdo do malondialdeido (MDA), preparada com o reagente 1,1,3,3-tetraetoxipropano

(Sigma-Aldrich) na concentracdo de 0,03 mM. O conteddo de MDA foi calculado



83

como: MDA = absorbancia da amostra x fator de correcdo (MDA)/quantidade de
proteina/volume de amostra. Os resultados foram expressos em nmol de MDA/mg de
proteina.

A oxidacdo proteica, foi avaliada a partir da determinacdo da formacdo de derivados
carbonilicos nas amostras de albumen, gema e figado. Essa andlise foi mensurada
através do método que utiliza o reagente 2-4 dinitrofenilhidrazina (DNPH — Sigma
Aldrich), conforme descrito por Levine et al. (1994). Os procedimentos analiticos desta
analise foram realizados conforme descrito por Khatlab et al. (2019). As leituras das
amostras foram realizadas em espectrofotdmetro Evolution™ 300 UV-VIS (Thermo
Fisher Scientific™) no comprimento de onda de 370 nm. Os resultados foram expressos
como nmol de grupos carbonilas/mg de proteina.

O contetdo de proteinas totais das amostras de albdmen, gema e figado foi
determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Andlise estatistica

O procedimento UNIVARIATE foi aplicado para verificar a normalidade dos dados.
Todos os dados foram avaliados utilizando o procedimento PROC GLM (SAS, 2002
versao 9.00, SAS Inst. Inc., Cary, NC).

Matrizes

Os dados obtidos das matrizes foram avaliados considerando a ave como uma unidade
experimental e repeticio (n = 8 aves/tratamento). O desempenho produtivo e
reprodutivo das matrizes (peso inicial e final, peso relativo de &rgdos, consumo de
racdo, nimero de ovos, taxa de postura, peso do ovo, nimero de foliculos pré-
owulatérios (fase 1 a 5), circunferéncia de foliculos ovarianos pré-ovulatorios (fase 1),
taxa de eclosdo total, nimero de pintainhos nascidos vivos e peso do pintainho ao
nascimento) foi avaliado por meio da ANOVA two-way. No modelo estatistico, foram
considerados os efeitos principais (producdo de ovos e dieta) e a interagdo entre 0S
fatores. O ndmero de foliculos pré-hierarquicos foi avaliado por meio da ANOVA one-
way, sendo considerado no modelo apenas o efeito da dieta da matriz. As médias com

efeitos significativos de interacdo e/ou do efeito principal producdo de ovos, foram
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comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), e quando houve efeito significativo somente
da dieta materna, as médias foram comparadas pelo teste t de Student (P < 0,05).

Efeito materno (dieta materna) sobre o ambiente pré-eclosdo da progénie, avaliado
por meio da determinacao da estabilidade oxidativa dos ovos

Para avaliar possiveis efeitos maternos sobre o ambiente pré-eclosdéo da progénie, 0s
dados de estabilidade oxidativa dos ovos (n = 8/tratamento/repeticdo), foram avaliados
por meio da ANOVA one-way, e no modelo foi considerado somente o efeito da dieta
materna. As médias com diferenca significativa foram comparadas pelo teste t de
Student (P < 0,05).

Efeito materno e da temperatura de incubacéo sobre a progénie

Para avaliar como o efeito materno (dieta materna) e da temperatura de incubacdo pode
influenciar a resposta da progénie ao seu proprio ambiente durante a incubagdo e apds o
nascimento na fase inicial, os dados de nimero de pintainhos nascidos vivos, taxa de
ecloséo total, peso ao nascimento (n = 60 aves/tratamento), taxa de absorcdo do saco
vitelino residual (E17 e E19, n = 6 aves/tratamento), peso aos 15 dias de idade (n = 6
aves/tratamento), peso relativo de oOrgdos aos 15 dias de idade (n = 6 aves/tratamento) e
estado oxidante-antioxidante do figado da progénie com 15 dias de idade (n = 6
aves/tratamento), foram avaliados por meio da ANOVA two-way. No modelo
estatistico, foram considerados os efeitos principais (dieta materna e temperatura de
incubacdo) bem como a interacdo entre os fatores. Quando houve efeito de interacdo, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), caso contrério, as médias da
dieta materna e/ou da temperatura de incubacdo foram comparadas pelo teste t de
Student (P < 0,05).

Quando ndo verificado efeito significativo de interacdo entre dieta materna e
temperatura de incubacdo sobre os dados do estado oxidante-antioxidante do figado da
progénie, optamos por realizar as andlises do efeito da dieta materna em cada
temperatura de incubacdo de forma independente.
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Resultados

Experimento 1: matrizes

Desempenho produtivo, reprodutivo e peso relativo de érgéos

Os resultados de desempenho produtivo: peso inicialogdias, Peso finalizedias, consumo de
racdo, conversdo alimentar/kg de ovo, ndmero de ovos produzidos, peso dos ovos, taxa
de postura e eclos@o total, nmero de pintainhos nascidos vivos e peso dos pintainhos ao
nascimento sdo apresentados na Tabela 2. N&o foi verificado efeito significativo de
interacdo entre os tratamentos (producdo de ovos x dieta) sobre nenhuma das variaveis
de desempenho produtivo avaliadas. Entretanto, houve efeito significativo da produgéo
de ovos sobre o consumo de racdo (P = 0,0065) e peso do pintainho ao nascimento (P =
0,0274). O maior consumo de racdo foi observado nas matrizes do tratamento PI, ndo
sendo observada diferenca no consumo de racdo de matrizes nos tratamentos BP e MP.
N&o houve efeito do tratamento producdo de ovos sobre o peso inicial, peso final,
conversdo alimentar, nimero de ovos, peso dos ovos, taxa de postura e eclosdo total, e
nimero de pintainhos nascidos vivos (P > 0,05).

A dieta influenciou o peso dos ovos (P = 0,0241), a taxa de eclosdo total (P =
0,0059) e o peso do pintainho ao nascimento (P = 0,0307). As matrizes que consumiram
a dieta SANNIMIX produziram ovos com maior peso, apresentaram maior taxa de ecloséo
total e progénie com maior peso ao nascimento, do que as matrizes que consumiram a
dieta CONTROLE. Ndo foi observado efeito significativo da dieta sobre o peso inicial e
final, consumo de racdo, conversdo alimentar, ndmero de ovos, taxa de postura e

nimero de pintainhos nascidos vivos (P > 0,05).
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Tabela 2. Efeitos dos tratamentos produgdo de ovos e dieta sobre o desempenho produtivo de matrizes de codornas de postura (Coturnix coturnix
japonica) no periodo de 98 a 126 dias de idade

Pl(g! PF(g? CR(g® CAkg Nuumerode Pesode Taxade Taxade Numero de Peso do
de ovo* 0Vv0S ovo (g) postura  eclosdo pintainho pintainho ao
produzidos® (%) total (%) nascido nascimento (g)
TRATAMENTOS MEDIA MEDIA MEDIA  MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA  MEDIA MEDIA MEDIA
BP SANNIMIX 143,80 160,33 30,77 3,15 23,64 11,73 84,52 74,58 3,08 8,14
CONTROLE 145,83 160,00 30,17 3,01 24,88 11,07 88,57 54,58 2,70 7,57
MP SANNIMIX 154,60 163,00 28,74 2,78 23,80 11,62 85,00 73,75 2,63 8,05
CONTROLE 145,00 159,50 30,79 3,00 25,67 11,36 91,67 47,86 2,92 8,17
PI SANNIMIX 157,25 163,14 30,66 2,88 24,83 11,56 88,69 60,24 2,83 8,57
CONTROLE 159,75 166,00 34,10 3,27 25,80 11,65 92,14 66,11 3,05 8,39
AP SANNIMIX 14950 165,33 28,23 2,85 26,40 11,87 94,29 61,67 3,88 8,77
CONTROLE 143,80 164,71 26,38 2,82 25,60 10,98 91,43 48,33 2,30 7,91
Efeitos principais
Producdo de BP 14491 160,17 30,45 3,08 24,18 11,42 86,36 55,29 2,90 7,870
0Vv0S
MP 149,36 161,00 29,912 291 24,82 11,44 88,64 63,95 2,87 8,152
PI 158,50 164,33 31,982 3,06 25,27 11,59 90,26 64,21 2,88 8,512
AP 146,33 165,00 27,31P 2,83 26,00 11,48 92,86 66,58 3,05 8,32ab
Dieta SANNIMIX 151,06 162,96 29,63 2,90 24,64 11,702 87,99 68,412 3,17 8,452
CONTROLE 147,76 162,27 30,10 3,01 25,48 11,23 90,99 55,18P 2,70 7,960
Erro Padrdo Médio (SEM) 14,70 15,02 4,11 0,29 2,84 0,91 10,14 20,85 1,14 0,64
Valor de P
Producdo de ovos 0,2387 0.8108 0,0244 0,1023 0,5292 0,9044 05292 0,3021 0,9050 0,0274
Dieta 0,5764 0,9255 0,5063 0,1930 0,3688 0,0403 0,3688  0,0059 0,2288 0,0307
Producdo de ovos x Dieta ~ 0,7483  0,9627 0,3448 0,1504 0,7481 0,3659 0,7481  0,1339 0,0897 0,2094

abMeédias na mesma coluna com letras diferentes sobrescritas sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey e t de Student (P < 0,05). Os
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resultados sdo apresentados como média e erro padrdo médio (SEM). A ave foi
considerada como uma unidade experimental (n = 8 aves/tratamento). Pl = peso inicial,
obtido aos 98 dias de idade; 2PF = peso final, obtido aos 126 dias de idade; 3CR =
consumo de racdo; “CA/kg de ovo = conversdo alimentar/kg de ovo produzido em 28

dias. °NUmero de ovos produzidos em 28 dias.

Na Figura 4, sdo apresentados os resultados de desempenho reprodutivo: nimero de
foliculos pré-hierarquicos. Houve efeito significativo da dieta sobre o numero de
foliculos  pré-hierarquicos (P = 0,0155), sendo verificado que as matrizes que
consumiram a dieta SANNIMIX (10,40) apresentaram maior ndmero desses foliculos do

que aquelas matrizes consumindo a dieta CONTROLE (7,25).

12 a

10

Numero de foliculos pré-
hierarquicos

Sannimix Controle

Figura 4. Efeito da dieta da matriz sobre o numero de foliculos pré-hierarquicos
(pequenos foliculos brancos). Os resultados séo apresentados como média e erro padrao.
A ave foi considerada como uma unidade experimental (n = 8 aves/tratamento). 2PLetras
diferentes significam médias diferentes pelo teste t de Student (P < 0,05). O circulo

vermelho indica os foliculos pré-hierarquicos.

Adicionalmente, os resultados de desempenho reprodutivo: nimero de foliculos pré-
owvulatérios (fase 1 a 5) e circunferéncia dos foliculos pré-owvulatorios (fase 1) sdo
apresentados na Figura 5. N& houve efeito de interagcdo entre os tratamentos sobre o
nimero e circunferéncia dos foliculos pré-owulatorios (P > 0,05). Também ndo foi
verificado efeito significativo do tratamento producdo de ovos e dieta sobre o numero

de foliculos pré-ovulatérios (P = 0,6280 e P = 0,0638, respectivamente). Por outro lado,
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foi observado efeito significativo do tratamento producdo de ovos sobre a circunferéncia
do foliculo pré-ovulatorio na fase 1 (P = 0,0317). Foi observado que as matrizes do
tratamento PI apresentaram foliculos pré-owulatérios com maior circunferéncia. N&o

houve efeito da dieta sobre a circunferéncia dos foliculos pré-hierarquicos (P = 0,7248).
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Figura 5. Efeitos dos tratamentos producdo de ovos e dieta sobre o nimero de foliculos
pré-owvulatorios fase 1 a 5 (A e B, respectivamente) e circunferéncia dos foliculos pré-
owvulatérios fase 1 (C e D, respectivamente). Os resultados sdo apresentados como
média e erro padrdo. A ave foi considerada como uma unidade experimental (n = 8
aves/tratamento). ®PLetras diferentes significam médias diferentes pelo teste de Tukey
(P < 0,05). BP = baixa producdo; MP = média producdo; PI = producdo intermediaria e
AP = alta producdo. SANNIMIX = dieta suplementada com o blend Sannimix® e
CONTROLE = dieta sem suplementagdo do blend. A seta vermelha indica o foliculo pré-

owulatorio (fase 1).

Na Figura 6 sdo apresentados os resultados de peso relativo de érgdos das matrizes
de codornas de postura com 126 dias de idade. N&o foi observado efeito significativo de
interacdo (producdo de ovos x dieta) e dos efeitos principais sobre os pesos relativos do

figado, intestino delgado + grosso e bago (P > 0,05).
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Figura 6. Efeitos dos tratamentos producdo de ovos e dieta sobre os pesos relativos do
figado (A e D, respectivamente), intestino delgado + grosso (B e E, respectivamente) e
do baco (C e F, respectivamente) de matrizes de codornas de postura com 126 dias de
idade. Os resultados sdo apresentados como média e erro padrdo. A ave foi considerada
como uma unidade experimental (n = 8 aves/tratamento). BP = baixa produgdo; MP =
média producdo; PI = produgdo intermedidria e AP = alta producdo. SANNIMIX = dieta
suplementada com o blend Sannimix® e CONTROLE = dieta sem suplementacdo do
blend.
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Efeito materno (dieta materna) sobre o ambiente pré-eclosdo da progénie, avaliado
por meio da determinacdo da estabilidade oxidativa dos ovos

Os efeitos da suplementacdo do blend SANNIMIX na dieta das matrizes sobre o
ambiente pré-eclosdo da progénie foram avaliados por meio do estado oxidante-
antioxidante do ovo (albdmen e da gema) e sdo apresentados na Tabela 3. No albdmen
dos ovos das matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX, a atividade das enzimas SOD
(P = 0,0016) e CAT (P = 0,0357) foram aproximadamente 20% e 31% menores,
respectivamente, do que a atividade dessas enzimas no albumen dos ovos das matrizes
que consumiram a dieta CONTROLE. Adicionalmente, foi observado maior conteldo de
GSH (P = 0,0083) e menor oxidacdo proteica (P = 0,0183) no albimen dos ovos das
matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX do que no albdmen dos ovos das matrizes
gue consumiram a dieta CONTROLE. N&o houve efeito significativo da dieta materna
sobre o contelido de ROS total, NPSH, capacidade antioxidante, dienos conjugados e
MDA (P > 0,05).

Na gema dos ovos das matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX, ao contrério do
que foi observado no albdmen, houve maior atividade da enzima SOD (P = 0,0001),
representando aumento de aproximadamente 57% em sua atividade quando comparada
a atividade da SOD na gema dos ovos das matrizes que consumiram a dieta CONTROLE.
Enquanto que a atividade da enzima CAT na gema (P < 0,0001) demonstrou 0 mesmo
comportamento de atividade no albumen. Sendo observado que houve reducdo de
aproximadamente 57% na atividade desta enzima na gema dos ovos das matrizes que
consumiram a dieta SANNIMIX, quando comparado a atividade da CAT na gema dos
ovos das matrizes que consumiram a dieta CONTROLE. Alem disso, na gema dos ovos
das matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX houve maior capacidade antioxidante (P
= 0,0004) e menor oxidacdo proteica (P = 0,0059) do que na gema dos ovos das
matrizes que consumiram a dieta CONTROLE. N&o houve efeito significativo da dieta
materna sobre o conteldo de ROS total, GSH, NPSH, dienos conjugados e MDA (P >
0,05).
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Tabela 3. Efeitos da dieta das matrizes (SANNIMIX ou CONTROLE) sobre o estado oxidante-antioxidante dos ovos (ambiente pré-eclosdo da

progénie)
ALBUMEN GEMA
SANNIMIX CONTROLE Erro Padrdao Valorde P SANNIMIX CONTROLE Erro Padrdao Valorde P
médio (SEM) médio (SEM)

ROS total' 1251,70 1356,51 147,68 0,2943 8348,27 8962,93 1268,94 0,4657
SOD? 122,60P 152,442 15,33 0,0016 92,442 58,74P 12,51 0,0001
CAT? 55,05 80,292 21,72 0,0357 102,73 230,492 33,48 <0,0001
GSH* 5,742 3,40 1,52 0,0083 12,53 12,20 2,00 0,7612
NPSH?® 14,60 13,83 3,54 0,6714 28,80 28,78 5,16 0,9942
Capacidade 62,02 57,35 11,85 0,4745 23,072 15,67° 3,20 0,0004
antioxidante®

Dienos conjugados’ 0,13 0,11 0,02 0,2300 7,63 7,76 0,97 0,8151
MDAE 0,90 1,04 0,14 0,0901 1,91 2,49 0,59 0,1488
Proteina 9,670 12,952 2,46 0,0183 2,260 4,672 1,11 0,0059

carbonilada®

abMédias na mesma linha com letras diferentes sobrescritas sdo significativamente diferentes pelo teste t de Student (P < 0,05). Os resultados sdo
apresentados como média e erro padrdo médio (SEM). O ovo (albumen e gema) de cada matriz foi considerada como uma unidade experimental
(n = 8/tratamento). SANNIMIX = dieta materna suplementada com blend Sannimix®; CONTROLE = dieta materna sem suplementacdo do blend.
1ROS total = espécies reativas de oxigénio total, expresso como unidade de fluorescéncia/mg de proteina. 2SOD = atividade da enzima
superéxido dismutase, expressa como U de SOD/mg de proteina. 3CAT = atividade da enzima catalase, expressa como a quantidade de peréxido
de hidrogénio consumida/min/mg de proteina. *GSH = glutationa reduzida, expressa como nmol de GSH/mg de proteina. °NPSH = tidis ndo

proteicos, expresso como nmol de NPSH/mg de proteina. 6Capacidade antioxidante, expressa como %. ’Dienos conjugados, expresso como
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umol de dienos conjugados/y de amostra. 8MDA = conteldo de malondialdeido,
expresso como nmol de MDA/mg de proteina. °Proteinas carboniladas, expressa como

nmol de grupo carbonil/mg de proteina.

Experimento 2: progénie

Efeito materno (dieta materna) e da temperatura de incubacdo sobre o
desempenho de incubagdo dos ovos e da progénie (1 a 15 dias de idade)

Na Tabela 4, s@o apresentados os resultados da taxa de eclosdo total e numero de
pintainhos nascidos vivos. N&o foi observado efeito de interagdo entre os tratamentos
(dieta materna e temperatura de incubacdo) sobre a taxa de eclosdo total e nimero de
pintainhos nascidos vivos. Entretanto, a dieta materna influenciou a taxa de ecloséo
total (P = 0,0093). A maior taxa de eclosdo total dos ovos foi verificada na dieta
materna SANNIMIX, representando um aumento de 24% na taxa eclosdo total em relacdo
a dieta materna CONTROLE. A taxa de eclosdo total ndo foi influenciada pela
temperatura de incubacdo (P = 0,2200). N&o houve efeito significativo da dieta materna
e da temperatura de incubacdo sobre o nimero de pintainhos nascidos vivos (P = 0,2288

e P =0,2110, respectivamente).
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Tabela 4. Efeitos da dieta materna e da temperatura de incubagdo sobre a taxa de

ecloséo total (%) e nimero de pintainhos nascidos Vivos

Taxa de eclosdo total Numero de
(%) pintainhos
nascidos Vvivos
TRATAMENTOS MEDIA MEDIA
SANNIMIX AT 69,60 3,20
CTL 67,27 2,99
CONTROLE AT 60,20 3,01
CTL 51,11 2,50
Efeitos principais
Dieta materna SANNIMIX 68,412 3,17
CONTROLE 55,18 2,70
Temperatura de incubacdo AT 65,40 3,11
CTL 59,38 2,74
Erro padrdo médio (SEM) 20,85 1,14
Valor de P
Dieta materna 0,0093 0,2288
Temperatura de incubacgdo 0,2200 0,2110
Dieta materna x Temperatura de incubagéo 0,3120 0,5881

abMédias na mesma coluna com letras diferentes sobrescritas sdo significativamente
diferentes pelo teste t de Student (P < 0,05). Os resultados sdo apresentados como
média e erro padrdo médio (SEM). AT = incubadora alta temperatura 38,5°C; CTL =
incubadora controle 37,5°C; SANNIMIX = dieta materna suplementada com o blend

Sannimix®; CONTROLE = dieta materna sem suplementacdo do blend.

Os efeitos da dieta materna e da temperatura de incubacdo sobre o desempenho da
progénie sdo apresentados na Tabela 5. Nao foi observado efeito de interacdo sobre
nenhum dos pardmetros de desempenho avaliados (P > 0,05). Entretanto, houve efeito
significativo da dieta materna sobre a porcentagem do saco vitelino residual (E19, P =
0,0059), peso ao nascimento (P = 0,0309), peso aos 15 dias de idade (P = 0,0173) e
ganho de peso (P = 0,0130). A progénie oriunda das maes que consumiram a dieta
SANNIMIX apresentaram menor porcentagem de saco vitelino residual, maior peso ao
nascimento e aos 15 dias de idade, bem como maior ganho de peso, do que a progénie
de mdes que consumiram a dieta CONTROLE. A porcentagem de saco vitelino residual
em embrides E17 ndo foi influenciada pela dieta materna (P = 0,3307). Adicionalmente,
verifica-se efeito significativo da temperatura de incubagdo sobre a porcentagem do
saco vitelino residual em embrides E17 (P = 0,0011) e E19 (P = 0,0001), o peso aos 15
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dias de idade (P = 0,0076), e ganho de peso (P = 0,0009). Os embribes E17 e E19
oriundos de ovos incubados em AT (38,5°C) apresentaram menor porcentagem de saco
vitelino residual, quando comparado aos embribes oriundos de ovos incubados em
temperatura CTL (37,5°C). Além disso, os pintainhos oriundos de ovos incubados em AT
apresentaram menor peso aos 15 dias de idade e ganho de peso. N&o houve efeito da

temperatura de incubacdo sobre o peso ao nascimento (P = 0,1402).
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Tabela 5. Efeitos dadieta materna e da temperatura de incubacdo sobre a porcentagem de saco vitelino residual nos embrides (idades

embrionarias E17 e E19) e o desempenho da progénie no periodo de 1 a 15 dias de idade

Saco vitelino Saco vitelino Peso ao Peso aos 15 dias  Ganho de peso de
residual E17 (%)  residual E19 (%)  nascimento (Q) de idade (g) 1 a 15 dias (g)
TRATAMENTOS MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA
SANNIMIX AT 25,94 5,57 8,52 48,17 39,65
CTL 27,05 8,37 8,10 46,33 38,23
CONTROLE AT 32,45 11,27 8,25 51,33 43,08
CTL 34,98 18,35 7,92 48,50 40,58
Efeitos principais
Dieta materna SANNIMIX 29,19 8,420 8,452 49,752 41,302
CONTROLE 31,02 13,362 7,96P 47,420 39,46°
Temperatura de incubagdo AT 26,500 6,97° 8,31 47,25b 38,940
CTL 33,712 14,812 8,08 49,922 41,842
Erro padrdo médio (SEM) 4,06 3,48 0,64 2,20 1,74
Valor de P
Dieta materna 0,3307 0,0059 0,0307 0,0173 0,0130
Temperatura de incubacgéo 0,0011 0,0001 0,1402 0,0076 0,0009
Dieta materna x Temperatura de incubagdo 0,7009 0,1883 0,7593 0,5843 0,0836

abMédias na mesma coluna com letras diferentes sobrescritas sdo significativamente diferentes pelo teste t de Student (P < 0,05). Os resultados
sdo apresentados como média e erro padrdo médio (SEM). O embrido e/ou a ave foram considerados como uma unidade experimental (n = 6). AT
= incubadora alta temperatura 38,5°C; cTL = incubadora controle 37,5°C; SANNIMIX = dieta materna suplementada com o blend Sannimix®;

CONTROLE = dieta materna sem suplementacdo do blend.
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Com relagdo aos pesos relativos dos 6rgdos da progénie com 15 dias de idade (Figura 7),
ndo foi observado efeito de interacdo entre os tratamentos (dieta materna e temperatura de
incubacdo) sobre nenhuma das varidveis avaliadas (P > 0,05). Porém, verifica-se que a
progénie de mades que consumiram a dieta SANNIMIX apresentaram maior peso relativo do
figado (P = 0,0168) e do intestino delgado + grosso (P = 0,0220), e maior comprimento do
intestino delgado + grosso (P = 0,0261), que a progénie de maes que consumiram a dieta
CONTROLE. N&o foi observado efeito significativo da dieta materna sobre o peso relativo do
coracgdo, baco, da bursa de Fabricius, do pancreas e do proventriculo + moela (P > 0,05).

Também foi observado neste estudo, efeito significativo da temperatura de incubacéo
sobre 0 peso relativo da bursa de Fabricius (P = 0,0227). A progénie oriunda de ovos
incubados em AT apresentaram menor peso relativo deste 6rgdo. Nenhum efeito significativo
da temperatura de incubacdo foi observado sobre o peso relativo dos demais 6rgdos avaliados
(P >0,05).
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Figura 7. Efeito materno (dieta) e da temperatura de incubacdo sobre o0s pesos relativos de
6rgdos e comprimento do trato intestinal da progénie com 15 dias. Os resultados sao
apresentados como média e erro padrdo. A ave foi considerada como uma unidade
experimental (n = 6 aves/tratamento). #PLetras diferentes significam médias diferentes pelo
teste de t de Student (P < 0,05). SANNIMIX = dieta materna suplementada com o blend
Sannimix®; CONTROLE = dieta materna sem suplementacdo do blend. AT = incubadora alta

temperatura 38,5°C; CTL = incubadora controle 37,5°C.
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Efeito materno (dieta materna) e da temperatura de incubagéo sobre o estado oxidante -
antioxidante da progénie com 15 dias de idade

N&o houve efeito significativo de interacdo entre a dieta materna e a temperatura de incubagéo
sobre nenhum dos parametros do estado oxidante-antioxidante avaliados (P > 0,05). Na
temperatura de incubacdo cTL (37,5°C) ndo foi observado diferenca significativa entre as
médias das varidveis analisadas e, portanto, os efeitos da dieta materna foram analisados
somente dentro da temperatura de incubagdo AT (38,5°C) e sdo apresentados na Tabela 6.

A dieta materna influenciou o conteido de ROS total (P = 0,0259), a atividade das
enzimas SOD (P = 0,0429) e CAT (P = 0,0418), a capacidade antioxidante (P < 0,0001), bem
como o conteldo de dienos conjugados (P = 0,0026), da progénie com 15 dias de idade. A
progénie oriunda de ovos incubados em AT e de mdes que consumiram a dieta SANNIMIX
apresentaram maior conteido de ROS total (~16%), atividade das enzimas SOD (~16%) e
CAT (~18%), capacidade antioxidante (~8%) e contetdo de dienos conjugados (~24%), do
que a progénie oriunda de maes que consumiram a dieta CONTROLE. N&o foi observado efeito

da dieta materna sobre o conteddo de GSH e NPSH, MDA e oxidagdo proteica (P > 0,05).
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Tabela 6. Efeitos da dieta materna sobre o estado oxidante-antioxidante da progénie com 15

dias de idade oriunda de ovos incubados em alta temperatura (38,5°C)

SANNIMIX CONTROLE Erro Padrao

AT38,5°C médio (SEM) Valor de P
ROS total* 852,932 736,60° 41,21 0,0259
SOD? 2,342 2,01b 0,24 0,0429
CAT3 138,712 117,67° 16,61 0,0418
GSH* 35,64 34,19 2,03 0,2472
NPSH?® 1,25 1,23 0,24 0,8810
Capacidade antioxidante® 61,722 57,390 1,11 <0,0001
Dienos conjugados’ 6,072 4,89b 0,98 0,0026
MDA? 0,28 0,32 0,10 0,5945
Proteinas carboniladas® 0,99 1,13 0,47 0,6279

abMédias na mesma linha com letras diferentes sobrescritas sdo  significativamente diferentes
pelo teste t de Student (P < 0,05). Os resultados sdo apresentados como média e erro padréo
médio (SEM). A awve foi considerada como uma unidade experimental (n = 6
aves/tratemento). SANNIMIX = dieta materna suplementada com o blend Sannimix®;
CONTROLE = dieta materna sem suplementacdo do blend. 1ROS total = espécies reativas de
oxigénio total, expresso como unidade de fluorescéncia/mg de proteina. 2SOD = atividade da
enzima superoxido dismutase, expressa como U de SOD/mg de proteina. 3CAT = atividade da
enzima catalase, expressa como a quantidade de peroxido de hidrogénio consumida/min/mg
de proteina. *GSH = glutationa reduzida, expressa como nmol de GSH/mg de proteina.
SNPSH = tidis ndo proteicos, expresso como nmol de NPSH/mg de proteina. ®Capacidade
antioxidante, expressa como %. ’Dienos conjugados, expresso como pmol de dienos
conjugados/g de amostra. 8MDA, conteldo de malondialdeido, expresso como nmol de
MDA/mg de proteina. °Proteinas carboniladas, expressa como nmol de grupo carbonil/mg de

proteina.

Discusséo

Neste estudo, as matrizes com taxa de postura intermedidria (P1), apresentaram maior
consumo de racdo. Diversos fatores podem influenciar o consumo de racdo das matrizes em
postura, incluindo o ciclo de formagéo dos ovos (Choi et al., 2004). Assim, nosso resultado
sugere que o maior consumo de racdo pode estar relacionado ao fato de que as matrizes tém

maior exigéncia nutricional, necessitando de maior aporte de nutrientes (calcio, vitamina A,
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lipideos, proteinas e outros nutrientes) oriundos da dieta, para a formacdo completa do ovo e
maturacdo do proximo foliculo a owvular dentro da hierarquia folicular (Johnson, 2015; Ma et
al., 2020). Esse resultado ainda pode ser explicado pela maior circunferéncia do foliculo pré-
owulatério F1 observada nas matrizes PI. A maior circunferéncia do foliculo pré-owvulatorio F1
é devido a absorcdo de grandes quantidades de gema rica em lipideos e xantofilas por meio de
uma extensa rede vascular e alto fluxo sanguineo (Johnson, 2015), além do seu rapido
crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular (Johnson, 2015), que demandam maior
exigéncia nutricional dessas matrizes. Yang et al. (2019) verificaram que gansas com alta taxa
de producdo de ovos apresentaram foliculos pré-owvulatérios F1 maiores, associando esse
resultado a maior espessura da camada das células da granulosa.

N&s também verificamos que as matrizes PI produziram progénie com maior peso ao
nascimento. Esse resultado pode estar relacionado a maior circunferéncia do foliculo pré-
owulatério F1 dessas matrizes, uma vez que o aumento do diametro dos foliculos F1 aumenta
0 peso da gema e do ovo e, consequentemente, a composicdo nutricional da gema, que reflete
diretamente na transferéncia de nutrientes dos ovos para o desenvolvimento adequado do
embrido, refletindo em maior peso da progénie ao nascimento (Mohiti-Asli et al., 2012; Barbe
et al., 2020). Mohiti-Asli et al. (2012) também verificaram maior didmetro dos foliculos F1 e
peso corporal dos pintainhos ao nascimento.

Em poedeiras com alta taxa de producéo, o desempenho reprodutivo depende em grande parte
do fornecimento de quantidades adequadas de nutrientes pela racdo e do desenvolvimento
ovariano intrinseco (Ma et al, 2020). De acordo com Ma et al. (2020), menos de 5% dos
foliculos  pré-hierarquicos podem se desenvolver em foliculos pré-owvulatdrios maduros,
sugerindo que o desempenho de postura da ave tem grande probabilidade de ser melhorado
por meio de manipulagfes nutricionais capazes de aperfeicoar o desenvolvimento ovariano.
As matrizes de postura apresentam metabolismo intenso durante todo o processo de formacéo
dos ovos, tornando-as mais sensiveis ao estresse oxidativo e outras circunstancias adversas,
que podem ndo ser aparentes (Wang et al., 2017). No entanto, para garantir a saude das aves e
consequentemente a persisténcia de producdo e qualidade dos ovos, atencdo deve ser dada aos
alimentos e nutrientes utilizados para manutencdo e producdo desses animais (Wang et al.,
2017). Apds a eminente proibicdo do uso de antibiéticos como promotores de crescimento, as

pesquisas tém buscado por suplementos alimentares alternativos capazes de garantir a saude,
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bem como potencializar os parametros de producdo quantitativos e qualitativos dos animais
de forma eficiente, segura e econdmica (Gerzilov et al., 2015).

Estudos prévios verificaram efeitos da suplementacdo materna com diferentes tipos de
aditivos alimentares naturais sobre as mdes, a qualidade de seus ovos e de seus descendentes
(Gong et al., 2020; Saleh et al., 2021; Amevor et al, 2022). Dentre os aditivos avaliados,
estdo os fitogénicos derivados de plantas (exemplo: 6leos essenciais de canela, eugenol, timol
e orégano, curcumina e tanino) que contém componentes bioativos incluindo os polifendis,
terpenoides, fenolicos, glicosideos e alcaldides, que possuem efeitos positivos sobre a saude
dos animais (Barbieri et al., 2017; Abdelli et al., 2021). Esses componentes bioativos
apresentam importantes fungdes incluindo a antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria,
além de melhorar as funcbes do figado (Abou-Elkhair et al., 2014; Abdelli et al., 2021). Esses
aditivos apresentam, ainda, efeitos estrogénico (ligam-se aos receptores de estrogénio e
promovem respostas biologicas semelhantes as produzidas pelo estrogénio enddgeno)
(Wistedt et al, 2012; Saleh et al., 2021), e estimulante do sistema gastrointestinal (aumento
da producdo de enzimas digestivas, melhoria na eficiéncia da utilizagdo de alimentos)
(Abdelli et al., 2021).

Os écidos organicos (exemplo: citrico, fumarico, sorbico e maélico) também fazem parte
dos aditivos utilizados na nutricdo animal, e apresentam diversos efeitos, incluindo a
manutencdo da morfologia intestinal e do equilibrio da microbiota intestinal (salde intestinal),
e 0 aumento da taxa de absorcdo de peptideos e minerais (Khan e Igbal, 2016). Os efeitos da
suplementacdo da dieta de matrizes de postura com microminerais e vitaminas como por
exemplo, o zinco e a vitamina E, respectivamente, também tém sido amplamente investigados
principalmente quanto aos seus efeitos antioxidantes (Huang et al, 2019; Yu et al, 2020;
Amevor et al,, 2022), e por apresentarem efeitos sobre a eclodibilidade, fertilidade e qualidade
dos ovos (Li et al., 2019; Amevor et al., 2021; Amevor et al., 2022).

Os aditivos e nutrientes (zinco e vitamina E), sozinhos ou em formas combinadas (blend),
ttm sido empregados na nutricdo de aves reproduzindo efeitos satisfatorios sobre o
crescimento do animal, sistema gastrointestinal, reprodutor e imune, e sobre a qualidade dos
produtos (carnes e ovos) dos animais (Abdelli et al., 2021; Saleh et al., 2021). Sendo,
portanto, 0s principais candidatos a serem utilizados em substituicdo aos promotores de

crescimento, prebioticos e probidticos tradicionais (Abou-Elkhair etal., 2018).
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Neste estudo, nos avaliamos o efeito do blend de OGleos essenciais, acidos organicos,
curcumina, taninos, vitamina E e zinco (Sannimix®) sobre o desempenho produtivo e
reprodutivo das matrizes BP, MP, PI e AP. NOs ndo observamos influéncia da dieta sobre os
pesos inicial e final, consumo de racdo e nimero de ovos das matrizes BP, MP, Pl e AP.
Consistente  com nossos resultados, outros estudos também ndo encontraram efeitos
significativos da adicdo de aditivos fitogénicos, zinco e vitamina E na dieta de poedeira sobre
esses mesmos paradmetros produtivos avaliados (Abou-Elkhair et al, 2018; Yu et al, 2020;
Yang et al., 2021). Por outro lado, nés verificamos um efeito interessante da dieta sobre o
nimero de foliculos pré-hierarquicos. As matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX
apresentaram maior ndmero de foliculos pré-hierarquicos. Isto, sugerindo que provavelmente
os componentes do blend Sannimix® tém capacidade de proteger e reduzir sinergicamente a
proporcdo de atresia folicular que pode ser causada por diversos fatores incluindo o estresse
oxidativo (Gupta et al., 2006; Amevor et al., 2021). Dessa forma, esse resultado sugere que
este blend pode apresentar efeitos benéficos sobre parametros reprodutivos das matrizes em
postura, uma vez que a eficiéncia reprodutiva ideal de aves de postura é atingida quando o
desenvolvimento folicular prossegue através de uma hierarquia folicular bem distinta e
organizada (Johnson 2012), onde grandes foliculos pré-owvulatorios sdo selecionados a partir
do conjunto de pequenos foliculos em crescimento (Johnson, 2012).

As matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX produziram OVOS COmM maior peso,
apresentaram maior taxa de eclosdo e progénie com maior peso ao nascimento. Em espécies
oviparas, o embrido se desenvolve independentemente no ovo e todos 0s nutrientes sdo
depositados no ovo durante a sua formacdo (Willems et al, 2014). Uma vez que, todos 0s
constituintes nutricionais do ovo necessarios para o desenvolvimento do embrido derivam do
organismo da ave, é necessario que ocorra adequada utilizagdo e transformacdo metabolica
dos nutrientes, para obtencdo de um eficiente desenvolvimento do embrido e pintainhos
viaveis na eclosdo (Vieira, 2007). Assim, nossos resultados sugerem que o blend Sannimix®
adicionado na dieta das matrizes em postura, pode ter contribuido de forma positiva em todas
as etapas da formacdo dos ovos até a eclos@o de uma progénie de melhor qualidade. Isso pode
ter ocorrido provavelmente devido em partes aos efeitos sinérgicos dos componentes desse
blend, incluindo principalmente os efeitos estrogénicos (Saleh et al., 2021), antioxidante (Lee
et al, 2019; Nawab et al., 2019; Amevor et al., 2022), hepatoprotetor, oviprotetor (Amevor et
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al., 2021), efeitos sobre o metabolismo lipidico no figado (Bastos et al., 2017), sobre a salde e
funcdo intestinal das matrizes (Wang et al., 2019; Igbal et al., 2021) e o desenvolvimento do
embridgo (Huang et al., 2019).

De acordo com Dixon et al. (2016), as primeiras experiéncias vividas pelos animais nos
periodos pré-postura e de incubacdo (ovo) podem ser importantes na determinacdo dos
fendtipos da prole, e pode influenciar o desempenho pos-eclosdo. Sendo que o ambiente
materno (exemplo: dieta materna) e de incubacdo podem ter efeitos independentes e
duradouros na progénie (Dixon et al., 2016). Nesse estudo, nos avaliamos os efeitos da dieta
materna sobre a qualidade dos ovos por meio da estabilidade oxidativa do albumen e da gema.

No albumen dos ovos das matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX, nos verificamos
menor atividade das enzimas SOD e CAT, maior conteGdo de GSH e menor oxidacdo
proteica, do que no albdmen do ovo das matrizes que consumiram a dieta CONTROLE. A
principal funcdo do albumen é agir como um tipo de defesa natural para a gema tanto em ovos
de mesa, quanto em ovos férteis devido a sua disposicdo estrutural e composicdo (Obianwuna
et al., 2022a). Além de ser utilizado como a principal fonte de proteinas para a sintese de
tecidos dos embrides durante a incubacdo (Willems et al., 2014). Quando as matrizes estdao no
pico de postura, ovulagdo e postura continua, as mesmas tornam-se mais susceptiveis ao
estresse oxidativo, devido & maior producdo de espécies oxidativas e menor capacidade em
elimind-las (Zou et al., 2007). Nessa condicdo, as aves podem sofrer danos no oviduto com
consequente reducdo da sintese de proteinas, impactando de forma negativa a capacidade
nutritiva e antioxidante do albimen (Obianwuna et al., 2022a). Além disso, ©
desenvolvimento embrionario de espécies aviarias apresenta alta taxa metabdlica, existindo a
suposicdo, de que o crescimento pré-eclosdo esteja relacionado a alta producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio , que podem por sua Vvez, causar peroxidacdo lipidica,
oxidacdo de proteinas e DNA, comprometendo o desenvolvimento do embrido (Surai et al.,
2016). A fim de evitar danos as biomoléculas, um sistema de defesa composto por
antioxidantes enzimaticos (exemplo: SOD, CAT e glutationa peroxidase) e ndo enzimaticos
(exemplo: GSH, vitamina E, zinco e componentes bioativos de aditivo alimentar fitogénico) é
entdo ativado para manter os niveis de ROS/RNS baixos, mas ainda acima de zero (Sural,

2019). Esses antioxidantes agem em associagdo uns com 0S outros  para
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desintoxicar/decompor e eliminar os radicais livres e produtos tdxicos nao radicais,
garantindo a maxima protecdo as biomoléculas contra danos oxidativos (Surai, 2019).

Estudos tém demonstrado que a transferéncia materna de antioxidantes derivados da dieta
para 0 ovo pode fornecer protecdo aos componentes do ovo, ao embrido e ao filhote apds a
eclosdo contra o estresse oxidativo (Surai et al., 2016; Yu et al, 2020; Obianwuna et al.,
2022b). Assim, a menor atividade da SOD e CAT, e também a menor oxidacdo proteica
sugerem estabilidade oxidativa do albumen. Além disso, a maior concentracdo de GSH pode
ser considerada como um indicador de uma maior protecdo antioxidante do albumen (Surai,
2000). A GSH é substrato para a enzima glutationa peroxidase (Bacou et al., 2021), estando
também envolvida na reducdo da forma oxidada da vitamina C a acido ascorbico, o qual é
necessario para defesa antioxidante e restauracdo da funcdo da vitamina E (Bacou et al., 2021;
Tram et al., 2021). Além disso, a GSH confere protecdo as proteinas contra processos
oxidativos irreversiveis, por estar envolvida no processo de glutationilagdo (Musaogullari e
Chai., 2020), que é um mecanismo importante para manter o ambiente redox e prevenir a
perda de GSH sob condicbes de estresse oxidativo (Lu, 2013). Esses resultados sugerem
efeito positivo da dieta materna suplementada com Sannimix® sobre o balango redox
prevenindo que substancias oxidativas presentes no alblimen possam atacar a gema bem como
0 disco germinativo.

Na gema (fonte primaria de nutrientes) dos ovos das matrizes que consumiram a dieta
SANNIMIX, nés verificamos maior atividade da enzima SOD, o que indica que provavelmente
neste compartimento do ovo por ser onde se encontra o disco germinativo e onde ocorre 0s
principais processos iniciais da embriogénese, exista uma maior necessidade de protegéo, e
consequentemente, maior sensibilidade aos niveis de ROS mesmo quando estdo em niveis
baixos considerados ndo prejudiciais. Por outro lado, a menor atividade da enzima CAT pode
indicar acumulo de peroxido de hidrogénio gerado durante a acdo de dismutacdo do anion
superoxido iniciado pela enzima SOD. Entretanto, nds verificamos menor oxidagdo proteica e
maior capacidade antioxidante, indicando que 0s compostos bioativos presentes no blend
Sannimix® deram continuidade no processo de defesa antioxidante iniciado pela enzima SOD,
conseguindo proteger efetivamente a gema de um possivel processo de oxidacdo. A
capacidade antioxidante mensura 0 consumo do radical DPPH por compostos antioxidantes

ndo enzimaticos, geralmente 0s compostos bioativos fendlicos encontrados nos aditivos
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alimentares fitogénicos (Kedare e Singh, 2011). Portanto, nds supomos que nos ovos de
matrizes suplementadas com o blend, a acdo antioxidante dos seus compostos bioativos se da
de forma sinérgica (ou aditiva) e cooperativa com o sistema antioxidante enzimatico
representado pela SOD e CAT, e com o componente ndo enzimatico representado pela GSH
neste estudo. Esses resultados que mostram melhor estabilidade oxidativa dos ovos das
matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX, e, portanto, indicam melhor qualidade, também
podem explicar 0 maior peso do ovo, a maior taxa de eclosdo, bem como o maior peso do
pintainho ao nascimento, observado nas matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX.

NOs também verificamos efeito da dieta materna sobre a utilizacdo do saco vitelino
residual em embrides no dia E19. Os embrides de matrizes que consumiram a dieta SANNIMIX
apresentaram menor porcentagem do saco vitelino residual, do que os embrides de matrizes
que consumiram a dieta CONTROLE. Segundo Dayan et al. (2020), a avaliacdo da porcentagem
do saco vitelino residual fornece informagcdes do desenvolvimento embrionario e do seu
estado nutricional, sendo que a menor porcentagem do saco Vvitelino residual durante o
periodo de perieclosdo indica melhor absorcdo e utilizacdo de nutrientes pelo embrido,
resultando em embrides e pintainhos em crescimento de melhor qualidade, além de afetar
positivamente 0 estado imunologico dos pintainhos recém-eclodidos, isso porque 0S
anticorpos maternos sao transferidos das matrizes para sua progénie através da gema e do
albumen (Ozaydmn e Celik, 2014). Nos verificamos, ainda, que o efeito materno sobre o peso
da progénie ao nascimento persistiu até os 15 dias de idade. Os descendentes das matrizes que
consumiram a dieta SANNIMIX, apresentaram maior peso vivo e ganho de peso, maior peso do
figado e trato intestinal, bem como maior comprimento do intestino delgado + grosso. Gong
et al. (2020) também verificaram que matrizes de postura suplementadas com [-caroteno,
curcumina, alicina e butirato de sddio produziram descendentes com melhor desempenho de
crescimento e desenvolvimento intestinal.

O comprimento e peso relativo do intestino geralmente reflete o desenvolvimento
(proliferacdo, hiperplasia e hipertrofia celular) e funcionalidade desse 6rgdo, bem como o
estado fisioldgico e a funcdo dos animais (Zhong et al., 2019). O intestino € o principal 6rgao
de fornecimento de nutrientes, sendo o local onde ocorre a digestdo, absorcdo e também
defesa imunoldgica do hospedeiro e, portanto, o estado de salude e desempenho de

crescimento das aves sdo influenciados pela salde intestinal (Sugiharto, 2016). De acordo
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com Alyileili et al. (2020), quanto maior o comprimento do intestino maior sera a absor¢éo de
nutrientes. Rebel et al. (2006) constataram que a dieta materna influencia de forma persistente
no tempo, o desenvolvimento e funcionalidade do intestino da prole, ao verificar 11 genes
sendo expressos diferencialmente na progénie tanto aos 3 como aos 14 dias de idade, sendo
que esses genes afetam a renovacdo intestinal, proliferacdo e desenvolvimento, metabolismo e
absorcdo de nutrientes.

O figado é um dos principais 6rgdos responsaveis pelo metabolismo do corpo, além de ser
o principal 6rgdo de desintoxicacdo e defesa imunoldgica (Zhang et al., 2019). Assim, sugere-
se que o tamanho do figado depende da quantidade de trabalho que ele realiza (Parsaie et al.,
2007). Dessa forma, o maior peso do figado observado na progénie aparentemente saudavel,
de mdes que consumiram a dieta SANNIMIX, pode estar relacionado a maior atividade
funcional do o¢rgdo, em auxiliar o processo digestivo e de assimilacdo dos nutrientes
absorvidos pela mucosa intestinal. Todos esses resultados em conjunto, sugerem que a adicao
do blend Sanmnimix® na racdo das méies teve efeito positivo a curto e longo prazo sobre o
desenvolvimento do embrido e da progénie. NGs acreditamos que isso possa ser reflexo da
transferéncia materna de componentes bioativos do blend (Obianwuna et al., 2022b) para o
ovo, conferindo assim a melhor estabilidade oxidativa do ambiente pré-eclosdo do embrido e
protecdo aos tecidos embrionarios contra 0 ataque de radicais livres, especialmente durante o
periodo final de incubagdo, no qual os animais sdo mais wvulneraveis ao estresse oxidativo.
Além de que, essa protecdo do ovo poderia modular os niveis de outros nutrientes essenciais,
afetando a aptiddo dos pintainhos e seu fenotipo mais tarde na vida (Andrieux et al., 2022a).

Além dos efeitos maternos, noés também observamos que a temperatura de incubacao
exerceu efeitos independentes sobre a progénie a curto e longo prazo. Estudos tém
demonstrado que desvios para baixo ou para cima na temperatura de incubacdo considerada
como ideal (37,8°C), pode influenciar a utilizacdo do saco vitelino residual pelos embrides
(Willemsen et al., 2010; Ozaydmn e Celik, 2014; Dayan et al., 2020). De acordo com Dayan et
al. (2020), a temperatura de incubacdo tem efeito sobre a expressdo de diferentes genes
envolvidos em diferentes vias metabdlicas no tecido do saco vitelino. Sugere que isso pode
afetar a utilizacdo da gema e dos recursos nutricionais do saco vitelino, impactando de forma
positiva e/ou negativa a qualidade dos embrides e pintainhos na vida adulta. Nesse estudo, nos

verificamos que nos dias embrionarios E17 e E19, os embrifes oriundos de ovos incubados a
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38,5°C apresentaram menor porcentagem do saco vitelino residual do que embrides incubados
na temperatura controle (37,5°C), indicando melhor utilizacdo dos nutrientes do ovo pelo
embrido e embrides de melhor qualidade. Esse resultado difere de outros estudos que
incubaram os ovos em temperaturas de 39,3°C durante todo o periodo de incubacdo (Dayan et
al., 2020), e/ou a 40,6°C na fase final de incubacdo (Willemsen et al., 2010). Esses estudos
relataram maior porcentagem do saco Vvitelino residual nos embribes submetidos a alta
temperatura de incubacdo. Dayan et al. (2020) sugeriram que isso possa estar relacionado a
alteracdo na expressdo de genes chave do tecido do saco vitelino. Possivelmente, essa
diferenca entre nossos resultados, possa estar relacionado ao grau de temperatura, a duracdo
da exposicdo e fase de incubacao.

Se por um lado nesse estudo nos verificamos efeito positivo da temperatura de incubagéo
de 38,5°C sobre os embrides, por outro lado, noés podemos verificar o efeito negativo desta
temperatura a longo prazo. Uma vez que nossos resultados mostraram que aos 15 dias de
idade a progénie oriunda de ovos incubados a 38,5°C tiveram menor peso corporal e ganho de
peso quando comparados a progénie oriunda de ovos incubados a 37,5°C. Hulet et al. (2007)
também verificaram que frangos incubados a 39,7°C tiveram menor peso corporal aos 21, 35
e 44 dias de idade. Esses autores verificaram que essas aves ficavam sentadas sob as lampadas
de calor ao invés de comer e beber, e como resultado, essas aves ndo consumiram racao
durante as primeiras horas pos-eclosdo, apresentando efeitos tardios sobre o seu desempenho.
Bhanja et al. (2009) demonstraram que frangos recém-eclodidos com acesso a racdo logo apds
a ecloséo, tiveram maior ganho de peso com 35 dias de idade. Isto sugere que o atraso no
acesso da ave recém eclodida a racdo reduz a utilizagio do saco vitelino residual,
demonstrando a importancia da ingestdo de racdo pos-eclosdo na utilizacdo mais rapida dos
nutrientes do saco vitelino residual, e no desenvolvimento ideal de 6rgdos. Murakami et al.
(1992) demonstraram que 0 consumo do saco vitelino residual pelas aves pos-eclosdo é
necessario para complementacdo dos nutrientes absorvidos, garantindo o rapido crescimento
das aves poés-eclosao.

Além do menor desempenho da progénie aos 15 dias de idade, nds também verificamos
que a temperatura de incubacdo de 38,5°C reduziu o peso relativo da bursa de Fabricius
(6rgdo linfoide primario responsavel pela maturacdo e diferenciacdo dos linfocitos B).

Oznurlu et al. (2010) também demonstraram retardo no desenvolvimento da bursa de
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Fabricius em frango de corte que foram submetidos a temperatura de 38,8°C a partir do
décimo dia de incubacdo. Os autores verificaram, ainda, menor nivel de linfocitos ACP-ase
positivos e menor desenvolvimento dos foliculos linfoides na bursa de Fabricius, associando
esses resultados a imunossupressdo induzida pela alta temperatura durante a incubacéo.

Os efeitos da dieta materna (CONTROLE e SANNIMIX) dentro da temperatura de incubacdo
AT (38,5°C) sobre o estado oxidante e antioxidante da progénie aos 15 dias de idade, também
foram avaliados neste estudo. A progénie de mdes que consumiram a dieta SANNIMIX
apresentaram maior contetdo de ROS total, dienos conjugados, atividade das enzimas SOD e
CAT, e capacidade antioxidante, do que a progénie de médes que consumiram a dieta
CONTROLE. De acordo com Sies (1985), o estresse oxidativo € o desequilibrio entre oxidantes
e antioxidantes em favor dos oxidantes, devido ao comprometimento das defesas
antioxidantes ou a producdo excessiva de ROS, resultando em danos reversiveis e/ou
irreversiveis as biomoléculas, o que causa comprometimento da imunidade e reducdo da
resisténcia dos animais a condicdes adversas culminando em reducdo no desempenho
produtivo e reprodutivo das aves (Surai, 2019). Como em nosso estudo a progénie foi criada
de 1 a 15 dias em condicBes consideradas como ideais (conforto térmico e dieta atendendo a
exigéncia nutricional a vontade), em outras palavras, com auséncia de estimulos estressores, e
as matrizes suplementadas com o blend ndo deram indicios de estarem em condicdo de
estresse, nds sugerimos que a condicdo de estresse oxidativo dessa progénie, tenha ocorrido
como efeito da experiéncia dessas aves durante o periodo de incubacdo em alta temperatura
(pré-eclosdo). A alta temperatura de incubacdo acelera o metabolismo e a demanda
metabdlica de oxigénio do embrido, que por sua vez aumenta a geragdo de ROS (Deeming e
Pike, 2013; Sgavioli et al., 2016). Zimmer et al. (2017) sugerem que em aves precoces cOmo
codornas 0 estresse pré-eclosdo parece ter um forte efeito sobre o fenétipo adulto. Assim,
nossos resultados podem ainda ser associados indiretamente ao menor desempenho e
imunossupressao observados na progénie de ovos incubados a 38,5°C. Por outro lado, nossos
resultados mostraram que a dieta materna SANNIMIX melhora o status antioxidante da
progénie com 15 dias de idade. Ja que parece existir um equilibrio entre a quantidade de ROS
total e de antioxidantes nessas aves.

Embora os animais tenham produzido maior quantidade de ROS total, causando o

aumento de oxidacdo lipidica primaria (dienos conjugados), nés ndo verificamos a ocorréncia
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oxidacdo lipidica secundaria (MDA) e proteica, indicando que a maior capacidade de defesa
antioxidante desses animais (efeito materno), foi capaz de conter as ROS interrompendo as
reagbes oxidativas. Isso de certa forma, pode ser também relacionado indiretamente ao melhor
desenvolvimento observado na progénie de maes que consumiram a dieta SANNIMIX,
sugerindo que mades suplementadas preparam melhor sua progénie para lidar com seu
ambiente no futuro.

Em conclusdo, nos verificamos que a temperatura de incubagdo dos ovos de 38,5°C ndo
afetou de forma negativa 0 desenvolvimento do embrido e sua eclosdo, mas prejudicou o
desempenho da progénie aos 15 dias de idade, possivelmente entre outros fatores, a
imunossupressdo e estresse oxidativo. Entretanto, a adicdo do blend Sannimix® na dieta de
matrizes de codornas em postura demonstrou exercer efeitos positivos na matriz, nos ovos
(ambiente de desenvolvimento da progénie) e, a curto e longo prazo na progénie produzida a

partir de ovos incubados a 38,5°C.
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