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BASTOS, Marisa Silva. Efeito da suplementacdo de canela sobre a expressao
génica, capacidade antioxidante e histomorfometria intestinal de codornas em fase
de postura. Sergipe: UFS, 2017. 71p. (Dissertagdo - Mestrado em Zootecnia)

RESUMO: A fase de postura exige intensa atividade do organismo das aves, e para que
a producdo seja eficiente é necessario que haja equilibrio no metabolismo como um
todo. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressdo dos genes: superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase 7 (GPX7), acetil-CoAcarboxilase (ACC), acido
graxo sintase (FAS), apolipoproteina A-1 (APOA-1), e apolipoproteina B (APOB), no
figado; fator de necrose tumoral alpha (TNFa), glutationa peroxidase 7 (GPX7), catalase
(CAT) e superdxido dismutase (SOD) no intestino; além do receptor do estrogeno 1
(ESR1) e receptor do estrogeno 2 (ESR2) no ovario; assim como a histomorfometria de
seguimentos do intestino, o desempenho produtivo, a morfometria dos érgéos, atividade
antioxidante, marcadores do estresse oxidativo, parametros séricos do metabolismo
lipidico de codornas japbnicas em fase de postura alimentadas com dietas com e sem
adicdo de canela em po6 a racdo. Foram utilizadas 144 codornas japonicas (Coturnix
japonica) com idade inicial de 18 semanas, distribuidas em dois tratamentos (dieta basal
sem suplementacdo de canela (SC) e dieta basal mais suplementacéo de 9g/kg de canela
em po (CC)). Ao final do periodo experimental proposto, seis animais de cada
tratamento foram eutanaseados por deslocamento cervical, o sangue foi coletado e os
orgaos pesados. Tecidos do figado, intestino e ovario foram coletados paraextracdo de
RNA, analises enzimaticas e analises histologicas. O cDNA foi amplificado usando
primers especificos para os genes analisados pela gRT-PCR. Maior peso de ovario foi
observado nas aves do tratamento CC, estas também apresentaram maior altura de vilo,
maior profundidade de cripta, bem como melhor conversdo alimentar por massa de ovo,
maior contetdo de triglicerideos, acido Urico e VLDL. Com relacdo a quantidade de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e a atividade da enzima catalase
(CAT) maiores valores foram observados no figado das aves do tratamento SC. As aves
do tratamento CC apresentaram maior expressao de mMRNA FAS, ACC, APOA-I, SOD,
GPX7e ESR2. A suplementacdo de canela em p6 na dieta de codornas em fase de
postura torna a producdo de ovos mais eficiente por promover equilibrio no organismo
através da atividade antioxidante e modulacdo da expressdo de genes relacionados aos
sistemas de defesa antioxidante e metabolismo lipidico.

Palavras — chave: Coturnix japdnica, Cinnamomum, salde intestina, lipoproteinas,
producdo de ovos



BASTOS, Marisa Silva. Effect of cinnamon supplementation on gene expression,
antioxidant capacity and intestinal histomorphometry of laying quails. Sergipe:
UFS, 2017. 71p. (Dissertation - Master in Animal Science)

ABSTRACT: The laying phase requires intense activity of the poultry organism, sothe
equilibrium in the metabolism is necessary to a efficient production. Thus, this work
aimed to evaluate the expression of genes superoxide dismutase (SOD), Glutathione
peroxidase 7 (GPX7), acetyl CoA carboxylase (ACC), fatty acid synthase (FAS),
apolipoprotein A-1 (APOA-I),And apolipoprotein B (APOB) in the liver; Tumor necrosis
factor alpha (TNFa), glutathione peroxidase 7 (GPX7), catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD) in intestine; estrogen receptor 1 (ESR1) and estrogen receptor 2
(ESR2) in ovary; the histomorphometry of intestinal traits, productive performance,
organ morphometry, antioxidant activity, oxidative stress markers, and serum
parameters of lipid metabolism of Japanese laying quails fed with diets with or without
cinnamon powder added to the diet. It was used 144 quail (Coturnix japonica) with
initial age of 18 weeks, distributed in two treatments (basal diet without
supplementation of cinnamon (SC) and basal diet plus 9g / kg of powdered cinnamon
(CC)). At the end of the proposed experimental period, six animals from each treatment
were euthanized by cervical dislocation, blood was collected and the organs weighed.
Liver, intestinal and ovary tissues were collected for RNA extraction, enzymatic
analysis and histological analysis. The cDNA was amplified using primers specific for
the genes analyzed by qRT-PCR. Increased ovary weight was observed in the CC
treatment birds; they also presented higher villus height, higher crypt depth, as well as
better feed conversion by egg mass, higher triglyceride, uric acid and
VLDLcontent.Regarding the amount of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) and the activity of the enzyme catalase (CAT), higher values were observed
in the liver of SC treatment birds. The CC treatment birds presented higher expression
of FAS, ACC, APOA-I, SOD, GPX7 and ESR2 mRNA. The supplementation of
cinnamon powder in the laying quail diet makes egg production more efficient by
promoting balance in the body through antioxidant activity and modulation of the
expression of genes related to antioxidant defense systems and lipid metabolism.

Key-words: Coturnix japonica, Cinnamomum, egg production, intestinal health,
lipoproteins



INTRODUCAO

As codornas fazem parte da ordem das Galindceas, familia das Faisdmidas, e
género Coturnix, e as espécies mais utilizadas na producdo industrial sdo: Coturnix
japonica e Coturnix coturnix (Europeia); sendo a primeira mais explorada para a
producéo de ovos, e a segunda para producao de carne.

Estas aves apresentam rapido desenvolvimento, com curto intervalo de geracéo,
rapido amadurecimento sexual (42 dias em média para a fémea e 48 dias em média para
0 macho), e pequeno porte quando comparada a outras espécies exploradas na
avicultura,tais caracteristicas aliadas a maior demanda de consumo podem justificar o
cresccente numero de prdutores dessas aves no Brasil (Almeida et al., 2013; Lazia,
2013). As codornas também sdo bastante utilizadas como modelos experimentais em
estudos que avaliam potenciais melhoradores de desempenho produtivo das aves, como
0s aspectos relacionados a adicdo de componentes fitogénicos na dieta, por exemplo
(Windisch et al., 2008; Amad et al., 2011; Muro et al., 2015).

Estudos sobre a utilizacdo de aditivos fitogénicos, como 6leos essenciais e outros
produtos de origem vegetal, na dieta de aves tém sido bastante difundido no mundo,
como potenciais melhoradores de desempenho (Ciftci et al., 2010; Simsek et al., 2013;
Qotbi, 2016). Estudos in vitro com dleos essenciais, como de salvia (Farag et al., 1989),
orégano (Lagouri e Boskou, 1995), alecrim (Wang et al., 2008) e canela (Carvalho et al.
2010) também ja demonstram a existéncia de principios ativos que podem melhorar a
resposta imunologica e promover melhorias no desempenho dos animais, devido a acdo
antioxidante, antibacteriana e antifungica.

Codornas japbnicas em fase de postura estdo mais propensas a distlrbios

metabolicos e sdo mais susceptiveis aos danos causados pelos radicais livres devido ao



intenso metabolismo demandado para a producdo continua de ovos e ao estresse
ambiental (Zou et al., 2007). Tais fatores podem afetar negativamente o funcionamento
adequado de alguns 6rgaos, e causar desequilibrio nas funcdes fisioldgicas, resultando
em baixo desempenho produtivo. Sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar
o efeito da suplementacdo de canela sobre a expressdo de genes relacionados a atividade

antioxidante, o metabolismo lipidico e a producéo de ovos em codornas de postura.



REVISAO DE LITERATURA

1. Producéo de ovos

A demanda pelos produtos da coturnicultura é crescente, a comercializacdo de
0vos e carne aquece a producao e estimula o setor, fato que pode estar relacionado as
mudancas sociais (Almeida et al., 2013). Segundo Teixeira et al. (2012), na
coturnicultura brasileira a producdo de ovos tem maior representatividade com
utilizacdo da codorna japénica.

No Brasil a producdo de ovos de codorna cresceu 13,9% no ano de 2015 com
relacdo ao ano anterior (IBGE 2016). Segundo Pastore et al. (2012), o aumento na
producdo com consequente reducdo nos precos e melhoria na qualidade tornou os
produtos oriundos da coturnicultura mais acessiveis as diferentes classes sociais.

O ovo de codorna é constituido de 59,77% de albimen, 31% de gema e 8,62% de
casca (Garcia, 2001). Nutricionalmente um ovo de codorna de aproximadamente 10g
possui 6,699 de agua, 1,17g de proteina, 1,0g de lipideos, e 0,04g de carboidratos
(USDA, 2016), e se assemelha ao ovo de galinha tanto na sua constituicdo quanto na
composicdo nutricional, no entanto, pesa em media 10,3g e corresponde a cerca de 8%
do peso vivo do animal, enquanto que o ovo da galinha representa apenas 3,5% do seu
peso, sugerindo que proporcionalmente ha uma maior mobilizacdo de nutrientes para a
sintese dos ovos da codorna (Moura et al., 2010).

Nas aves o sistema reprodutor feminino € bilateral, no entanto, o ovario e oviduto
esquerdo apresentam maior desenvolvimento que o direito, assim, na fase adulta apenas
a porcdo esquerda do sistema reprodutivo das fémeas € funcional (Rutz et al., 2005) e

formada pelo ovario, infundibulo, magno, istmo, Utero, vagina e cloaca (Figura 1).
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Figura 1 - Anatomia do sistema reprodutivo feminino das aves.
Adaptado de Macari, M., e Mendes, A. A. (Eds.). (2005). Manejo de matrizes de corte. FACTA

O ovo tem um periodo de formagéo de aproximadamente 24 horas, que se inicia
logo apos a ovulacdo quando o ovocito, que tem seus precursores sintetizados no figado
e sdo transportados até o ovario via corrente sanguinea sob a forma de lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL), é captado pelo infundibulo e em um processo com
duracdo de cerca de 4 horas sdo formados o albumen e as membranas; no magno sao
liberadas substancias ricas em proteinas e minerais que complementam a formacdo da
clara; no istimo ocorre a incorporacdo de agua e a formacdo da membrana que envolve a
porc¢do interna da casca; e por fim ocorre a formacdo da casca com a deposicdo de calcio
e do ion HCOgz", formando o carbonato de calcio, esse processo é mais longo com
duracdo de 20 a 21 horas e ocorre no utero (Bertechini, 2003; Rutz et al., 2005; Sartori
et al., 2009).

No ovario funcional estdo aderidos os foliculos que sob influencia do horménio
foliculo estimulante (FSH) se desenvolvem. O foliculo é formado por uma vesicula
germinativa aderida a um vitelo (precursor da gema), circundados por membranas
formadas por células denominadas células da granulosa e células da teca (De Moraes,

2006).



O FSH é uma gonadotrofina, sintetizada pela hipofise, que promove a maturagéo
dos foliculos e estimula a secrecdo de estrogenos. Os estrgenos (ES) sdo produzidos
nos ovarios, mais especificamente pelas células da teca, que apresenta, entre outras
fungdes, a de promover o desenvolvimento e manutencdo dos tecidos do sistema
reprodutor, além de atuar na sintese da gema. Os estrdgenos possuem dois receptores
principais, o receptor de estrogeno alfa (ESR1) e receptor de estrogeno beta (ESR2),
ambos sdo bastante expressos em tecidos do sistema reprodutor, no entanto o ESR2
inibe a proliferacdo celular, acdo oposta a do ESR1 (Kang et al., 2009; Lee et al., 2012).

Hormdnios como o FSH (horménio foliculo estimulante) e o ES (estrogeno) estao
diretamente relacionados a producéo de ovos, visto que, a expressdo de genes ligada aos
receptores desses hormonios no tecido ovariano pode influenciar a producgdo de ovos
(Rutz et al., 2007).

O estudo da expressdo diferencial desses genes é importante, pois através do
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na reproducdo é possivel a

elaboracao de estratégias para melhorar o desempenho dos animais (Kang et al., 2009).

2. Metabolismo lipidico

Muitos fatores podem influenciar a producdo de ovos, entre eles distdrbios no
metabolismo lipidico, tais como hiperlipidemia, que pode afetar negativamente a
eficiéncia reprodutiva das fémeas (Walzem e Chen, 2014; Lara, 2015).

Os lipideos tém como principais representantes os triglicerideos, fosfolipidios e
colesterol. Sua principal funcdo € a producdo e armazenamento energético, uma vez que
0 catabolismo no tecido hepatico fornece a energia necessaria para manutencdo das
atividades vitais do organismo quando em repouso (Lelis et al., 2009).

Os lipidios sdo moléculas apolares, por tanto insoliveis em meio aquoso, toda via

seu transporte no organismo se da através da corrente sanguinea e para isso necessitam
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se ligar a componentes como as apoproteinas formando assim as lipoproteinas de alta,
intermediaria, baixa e muito baixa densidades (HDL, IDL, LDL e VLDL) (Sato et al.,
2009). Os dois principais tipos de apoproteinas sdao a A (ApoA) e a B (ApoB), ambas
tem importante papel no reconhecimento da molécula de lipideo para a células do tecido
alvo; no entanto, a primeira estd associada aos lipideos de reserva dos tecidos, levados
até o figado para a producdo de energia pela oxidacdo dos acidos graxos, por tanto é
mais encontrada nas lipoproteinas de alta densidade (HDL); ja a APOB esta mais
relacionada as lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL), ligada
aos triglicerideos sintetizados no figado e transportados até os tecidos alvos (Botham e
Mayes, 2016).

Nas aves a lipogénese ocorre principalmente no figado, em um processo
desencadeado a partir da transferéncia das acetilas da mitocéndria para o citosol da
célula e formacdo do malonil-CoA, esta reacdo € catalisada pela enzima acetil-CoA-
carboxilase (ACC). Em seguida o sistema multienzimatico acido graxo sintase (FAS)
promove reacdes em sucessivos ciclos nos quais pares de atomos de carbono sao
acoplados a molécula até formar o &cido graxo (Nelson e Cox, 2008). Entdo, 0s
lipideos, na forma de triglicerideos, sdo armazenados em células especializadas
denominadas adipocitos que se encontram em grande nimero na regido abdominal,
caracteristica indesejavel para aves de corte e de postura em producdo (Lelis et al.,
2009). Segundo Walzem e Chen (2014), o acumulo excessivo de tecido adiposo pode
causar danos a reproducdo das aves, pois interfere no metabolismo lipidico induzido
pelo estrogeno para formacdo da gema. A obesidade pode provocar formacéo de lipidios
bioativos que causam inflamacdo no sistema reprodutivo levando a morte celular e
consequente perdas hormonais. De acordo com Lara (2015) o sobrepeso pode causar

hiperovulagdo com hierarquia dupla, apoptose e necrose de foliculos ovarianos,
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causando desuniformidade dos ovos, formagdo de ovos com gema dupla, e queda na

producéo, pois a ave apresenta dificuldade para restabelecer o ciclo reprodutivo.

3. Saude Intestinal

O bom desempenho produtivo das aves de postura também esta diretamente
relacionado com o adequado aproveitamento dos nutrientes fornecido através da reacéo,
e para tanto é necessario que o trato gastrointestinal esteja estruturalmente integro e
funcional (Stanley et al., 2014; Placha et al., 2014).

O intestino delgado das aves € dividido em trés seguimentos: duodeno, jejuno e
ileo (Gava, 2012), e se difere de outras espécies por nao apresentarem pregas
macroscopicas, mas sim expansdes digitiformes microscopicas, chamadas de
microvilosidades, que ampliam a area de absorcdo (Boleli et al., 2002; Duarte, 2009).
Os vilos sdo estruturas de forma coOnica, presentes na superficie interna de todos os
seguimentos do intestino delgado, formadas por trés tipos de células (células
caliciformes, células enteroenddcrinas e enterocitos) que apresentam diferentes funcdes,
desde a secrecdo de muco, hormdnios e até enzimas (Boaro, 2009) (Figura 2). E ainda
através das células presente no apice dos vilos, que ocorre o transporte transepitelial dos
nutrientes do lumen intestinal para a corrente sanguinea (Tavernari e Mendes, 2009;

Hamone et al., 2010).

INTESTINO DELGADO

CAPILARES

Figura 2 - Esquema: Microvilosidades do intestino
delgado. Adaptado de: www.lactobacilo.com/digestao.htm
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Os processos de maturacdo e diferenciacdo das células, migrando da cripta para o
apice, caracterizam o aumento de tamanho dos vilos, estes processos caracterizam
também o turnover ou renovacado celular: a medida que as células passam por mitoses e
maturacdo enquanto migram, outras células sao perdidas a nivel de apice do vilo (Boleli
et al., 2002; Duarte, 2009; Boaro, 2009).

Na base dos vilos encontram-se as criptas, glandulas tubulosas, formadas
principalmente por células enteroenddcrinas que produzem horménios e enzimas de
defesa (Pluske et al., 1997; Chamone et al., 2010). Segundo Pluske et al. (1997), a altura
das vilosidades e a profundidade das criptas sdo caracteristicas importantes pois
determinam a sadde intestinal das aves.

Muitos fatores podem causar danos ao epitélio intestinal, como manejo nutricional
inadequado, sanidade precaria e 0 estresse oxidativo (Stanley et al., 2014; Placha et al.,
2014; Yu et al., 2015; Ghareeb et al., 2015), que pode causar desequilibrios na formacéo
e manutencdo dos vilos. Desequilibrios na producéo e eliminacdo de radicais livres
levam o organismo a um estado de estresse oxidativo, neste as células que compde o
revestimento intestinal podem ser danificadas havendo modificacdo na sua estrutura e
funcéo, ou até mesmo, a morte celular (Yu et al., 2015; Ghareeb et al., 2015) o que pode
levar a reducdo da digestdo dos alimentos e absorcdo dos nutrientes, e por consequéncia
declinio na producéo de ovos.

Entretanto, é importante destacar que os radicais livres produzidos no ambiente
intestinal podem contribuir com a resposta do hospedeiro contra microrganismos
patogénicos, ja que estes podem atuar como segundo mensageiro e desencadear acoes
envolvidas no crescimento, diferenciacdo e motilidade das células epiteliais, bem como,
na resposta imune (Jones et al., 2012). E ainda, as espécies reativas de oxigénio (ROS)

também sdo utilizadas no compbate de microrganismos patogénicos fagocitados no
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ambiente intestinal (Paiva e Bozza, 2014). Assim, trabalhos mostram a importancia da
eficiéncia dos sistemas de defesa antioxidante para combater o ROS produzido em
excesso e garantir as fungdes intestinais e um bom desempenho produtivo das aves de

postura (Jang et al., 2014; Iskender et al., 2016; Lin et al., 2017).

4. Producéo de ROS e atividade antioxidante

Negligencias que prejudicam a sanidade das aves ou mesmo O intenso
metabolismo exigido pela producdo continua de ovos podem ser fontes de estresse para
animais, tornando-os mais vulneraveis aos danos causados pelas espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Innocentini e Aradjo, 2015). Os ROS sé&o moléculas de oxigénio com
elétrons instaveis que podem causar degeneracdo e morte celular. Essas moléculas
podem ser originadas de fontes enddgenas ou exdgenas, e quando em excesso em
organismo debilitados podem causar danos desde as estruturas lipidicas das membranas
até mesmo a molécula de DNA (Pereira e Das Gracas Cardoso, 2012).

Os danos causados pelas ROS sdo gerados a partir de reacbes em cadeia (Sen e
Chakraborty, 2010), que podem ser utilizadas como marcadores para medir 0 estresse
oxidativo (Kmecick, 2014). Segundo Lima (2004) a peroxidacdo lipidica é um dos
danos causados pelos ROS, em que os fosfolipidios que compdem a membrana das
células sdo danificados, prejudicando a permeabilidade da célula, podendo causar
turgidez e até o rompimento da membrana.

Os ROS podem modificar o centro de ativacdo de enzimas e outros componentes
essenciais para o funcionamento adequado das proteinas, alterando sua funcdo ou as
tornando inativas (Lima, 2004; Rao et al., 2011). Da mesma forma, podem danificar o
material genético das células causando quebras na cadeia de DNA, perda de bases
puricas e mutacOes (Lima, 2004). Assim, é fungdo dos sistemas de defesa antioxidante

proteger o organismo contra 0os danos causados pelos ROS (Halliwell e Gutteridge,
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2015). Entre os compostos que desempenham essa funcdo estdo os antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos.

Entre as enzimas importantes para o sistema de defesa antioxidante podemos
destacar a superéxido dismutase (SOD); enzima que atua no controle da producéo de
radicais livres, convertendo as moléculas de superoxido em peréxido de hidrogénio e
oxigénio. O peroxido de hidrogénio é entdo eliminado através de reacdes catalisadas
pelas enzimas catalase (CAT) e pelo sistema da glutationa que convertem o H.O, em
agua e oxigénio molecular (Fang et al., 2002). A enzima catalase promove a
decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H202) na taxa de uma molécula de catalase
para 6x10'° moléculas de H.O, (Halliwell e Gutteridge, 2015; Rahman, 2007; Souza,
2013). Outra enzima que tem esta mesma funcdo é a glutationaperoxidase (GPX) que
diminui a citoxidade dos ROS decompondo os hidroperoxidos (Holmgren et al., 2005),

como descrito na Figura 3.

Superoxido dismutase

0, > H,0, 2 GSH
/ NADP"
SR Glutationa Glutationa
Catalase >
peroxidase \ / redutase \
H,0+1/20, 2H,0 2GSSG s R

Figura 3 - Reac0es catalisadas pelas enzimas Superdxido dismutase, Catalase e Glutationa
Fonte: Kmecick, M. (2014). Desenvolvimento do sistema de defesa antioxidante em embrides
de ave Gallus gallus

Segundo a literatura, os radicais livres sdo de dificil mensuracdo em ensaios
experimentais devido a sua meia vida curta, por isso para identificar sua acdo sdo
utilizadas técnicas que quantificam a presenca de substancias geradas a partir das
reacOes dos ROS nos diferentes substratos (Hu et al., 2007). Por exemplo, os produtos

da peroxidacdo lipidica, como o malondialdeido (MDA), que ao reagir com &cido 2-
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tiobarbitirico (TBA) forma bases de Schiff, estas sdo coloridas o que permite
determinar sua concentracdo por espectrofotometria (Neto et al., 2012).

Entre as substancias ndo enzimaticas com acdo antioxidante nas aves podemos
destacar o &cido Urico, principal forma de excrecdo de nitrogénio proveniente do
metabolismo. Encontrado sobe a forma do &nion urato na maioria dos tecidos, é
considerado um importante neutralizador de radicais livres, fazendo com que estes
deixem de se ligar a substratos importantes como proteinas e lipideos, minimizando os
danos (Barreiros et al., 2006; Cutler et al., 2015). Segundo Machin et al. (2004),
aumentar os niveis de &cido drico plasmatico pode ser uma estratégia para reduzir o
estresse oxidativo em aves. Assim a concentracdo de acido urico na circulacdo pode ser
utilizada como um indicador da atividade dos ROS.

Além do acido urico podemos citar também os compostos fendlicos presentes em
extratos vegetais como o cinomaldeido e o eugenol, que também se ligam aos radicais
livres doando uma molécula de hidrogénio promovendo assim a estabilidade dos

radicais (Simsek et al., 2013).

5. Aditivos fitogénicos

Desde a antiguidade as civilizagdes utilizam-se dos principios ativos presentes
nos vegetais para o tratamento de doencas, ou mesmo como agente profilatico baseado
em conhecimento empirico (Rizzo et al., 2008). Segundo Cravotto et al. (2010), a
utilizacdo de produtos de origem vegetal com principios terapéuticos e profilatico é uma
alternativa a medicina convencional. Ainda assim, sua aplicacdo deve ter embasamento
cientifico que comprove a sua eficacia.

Nos Ultimos anos esse tema tem sido bastante discutido dentro da producéo
animal, visto que o maior conhecimento a respeito dos principios ativos presentes em

alguns vegetais permitiu 0 uso destes como potenciais aditivos usados na nutrigéo,
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auxiliando principalmente os sistemas antioxidantes e melhorando o desempenho
produtivo (Traesel et al., 2011). Muitos estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito
de ampliar o conhecimento sobre esta temética; Wang et al. (2008) em sua pesquisa in
vitro constatou a atividade antioxidante do 6leo essencial de alecrim. Matrizes pesadas
recebendo dieta contendo dleos essenciais (tomilho, orégano, alecrim e extrato de
pimenta), também apresentam resultados promissores com relacdo a integridade da
mucosa intestinal, e aumento na producdo de ovos (Chilante et al., 2012). Frangos de
corte alimentados com dieta suplementada com Oleo essencial de orégano, alecrim,
canela e extrato de pimenta vermelha, apresentaram reducdo de danos na mucosa
intestinal causadas por Eimeria maxima e Eimeria tenella (Bona et al., 2012).

Dentre os aditivos fitogénicos estudos, a canela também tem demonstrado efeito

antioxidante quando suplementada na deita de aves (Ciftci et al., 2010; Qotbi, 2016).

51. Acanela

A canela (Cinnamomum zeylanicum) é uma planta arbdrea, pertencente a familia
das lauraceae, de origem asidtica; pode atingir de 10 a 15 metros de altura, apresenta
folhas em formato oval e flores esverdeadas. De importancia econdmica e historica a
canela ja foi utilizada como moeda de troca no mundo antigo, chegando a ser mais
valorizada que o ouro em muitos paises naquele periodo (Sousa e Waldman, 2009).
Apresenta aroma forte e caracteristico sendo utilizada para fabricacdo de varios
produtos. No entanto, sua utilizacdo € mais difundida pela tradicdo em algumas
comunidades com base em conhecimentos empiricos.

A canela tem em sua composicdo quimica, vitaminas e minerais antioxidantes,
aléem dos compostos fendlicos eficientes no combate aos radicais livres. Segundo Gul e
Safdar (2009), o extrato da casca da canela contém ferro, zinco, calcio, cromo,

manganés, magnésio, potassio e fosforo.
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Extratos de canela apresentam significativa concentra¢do de compostos fenolicos,
cerca de 10,4%, principalmente o eugenol (C10H1202), representado na Figura 4 (Lee,
2002). Este componente é considerado um potencial agente antioxidante, pois se liga
aos radicais livres doando uma molécula de hidrogénio promovendo assim a
estabilidade dos radicais, minimizando os danos causados por estes (Ito et al., 2005; De

Morais et al., 2009).

HsCO p

HO

Figura 4 - Estrutura quimica do eugenol
(Fonte: Nucleo Educacional de Broglie, 2013)

A inclusédo do 6leo essencial de canela a dieta de codornas japbénicas em condicoes
de estresse termico melhora a resposta do sistema de defesa antioxidante (Simsek et al.,
2013). A suplementacdo de 1,5% de canela em pd apresenta a capacidade de reduzir o
colesterol circulante e se mostra eficiente no combate a Escherichia Coli, destacando a
canela em pé como um potencial promotor de crescimento para aves devido ao seu
efeito estimulante digestivo e antimicrobiano (Qotbi, 2016).

Ciftci et al. (2010) avaliou o efeito de dois niveis de suplementacdo de Gleo
essencial de canela sobre caracteristicas como niveis de colesterol, atividade do sistema
antioxidante e qualidade da carne de frangos de corte, e concluiu que de 1000ppm (nivel
mais alto testado) de 6leo essencial de canela na dieta além de diminuir os niveis de
colesterol na carne, também ocasionou expressivo aumento na atividade de enzimas
antioxidantes. No entanto, ainda sdo escassos na literatura trabalhos que avaliem a

composicdo da canela em p6, como destaca Gul e Safdar (2009), e os efeitos desse
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vegetal sobre a expressdo de genes ligados ao metabolismo e a producdo de aves em

fase de postura.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo dos genes relacionados a capacidade antioxidante,
metabolismo lipidico e producdo de ovos; bem como avaliar pardmetros sanguineos,
morfometira de 6érgdos e desempenho produtivo de codornas japbnicas em fase de
postura alimentadas com dietas com sulementacdo de canela em pd e sem

suplementacdo de canela.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

ARTIGO | - Avaliar o efeito da suplementacdo de canela na dieta de codornas de
postura sobre:

A expressdao dos genes superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GPX7) no figado e no intestino; factor de necrose tumoral alpha (TNFa) e catalase
(CAT) no intestino.

Atividade da enzima catalase, bem como a concentracdo de TBARS no tecido
hepatico.

Os conteudos séricos de acido Urico, bem como a atividade das enzimas creatina
quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST), e alanina aminotransferase (ALT) no
plasma.

A histomorfometria do duodeno e jejuno de codornas japonicas em fase de

postura.

ARTIGO Il - Avaliar o efeito da suplementacdo de canela na dieta de codornas de
postura sobre:

A expressao dos genes acetil-CoAcarboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS),
apolipoproteina A-1 (APOA-I), apolipoproteina B (APOB) no figado; e receptor de
estrégeno 1 (ESR1) e receptor de estrogeno 2 (ESR2) no ovario.

Os conteudos séricos de colesterol, creatinina, glicose, triglicerideos e
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) no plasma.
A morfometria dos 6rgaos e o desempenho produtivo e de codornas jap6nicas em

fase de postura.
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ARTIGO |

BASTOS, Marisa Silva. Acdo da canela sobre os sistemas de defesa antioxidantes e
ambiente intestinal de codornas de postura. Sergipe: UFS, 2017. 24p. (Dissertagéo:

Artigo | - Mestrado em Zootecnia)

RESUMO

Esse trabalho foi desenvolvido sob a hipotese de que a suplementacdo de canela
na dieta de codornas em fase de postura poderia contribuir para maior agdo das enzimas
antioxidantes e melhor ambiente intestinal. Assim, foram utilizadas 144 codornas
japbnicas (Coturnix japonica) com idade inicial de 18 semanas e peso médio de 133g,
distribuidas em delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos: sem
suplementacdo de canela (SC) e com suplementacdo de 9g/kg de canela em po6 (CC). O
experimento teve duragdo de 84 dias. Diariamente os ovos produzidos foram coletados,
contabilizados e pesados. Ao final do periodo experimental seis animais de cada
tratamento foram eutanaseados por deslocamento cervical, o sangue foi coletado e os
orgaos pesados. Tecidos do figado e intestino foram coletados para extracdo de RNA e
analises histomorfometricas. O cDNA foi amplificado usando primers especificos para
0s genes analisados pela qRT-PCR.As Aves do tratamento CC apresentaram maior
atividade de alanina aminotransferase (ALT) e &cido Urico sericos, assim como maior
expressdo de SOD e GPX7 no figado.Este mesmo tratamento apresentou também maior
altura de vilo, maior profundidade de cripta no duodeno e maior altura de vilo e relacéo
vilo:cripta no jejuno.Os resultados mostram que a maior capacidade antioxidante
proporcionada pela suplementacao de canela conseguiu manter o equilibrio metabélico,
mantendo o estado redox e garantindo a integridade das estruturas teciduais, e assim,
melhor desenvolvimento das estruturas do epitélio intestinal, o que favorece a absorcao
de nutrientes e por consequéncia melhora o desempenho das aves.

Palavras-Chave: Absorcao, desempenho, histomorfometria, ROS
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INTRODUCAO

O intenso metabolismo relacionado a producéo continua de ovos pode estar ligado
a maior producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Innocentini e Aradjo, 2015).
Esses ROS agem danificando os componentes celulares dos tecidos, principalmente no
figado, causando morte celular e perda da funcdo hepética, podendo acarretar em
hemorragias e infecgdes graves (Kmecick, 2014; Zou et al., 2007). De acordo com Rutz
et al. (2005) a acdo dos radicais livres pode diminuir a fertilidade das matrizes se 0s
tecidos ndo contarem com a acgdo de eficientes mecanismos antioxidantes no sistema
reprodutor. Além da eficiéncia por parte do sistema reprodutor, a producdo de ovos
também depende do aproveitamento adequado dos nutrientes fornecidos na dieta, sendo
este aproveitamento diretamente relacionado a saude intestinal das aves (Najafi e
Taherpour, 2014).

A suplementacdo de compostos, como 0s presentes em vegetais, que melhoram a
defesa antioxidante do organismo quer seja por modular a acdo de enzimas
antioxidantes, ou ainda, por contribuir para um ambiente intestinal saudavel, pode
aumentar a eficiéncia produtiva das aves. Segundo Al-Kassie (2009), o uso de extrato
de canela melhora a eficiéncia alimentar de frangos, pois, 0s componentes da canela
propiciam melhor ambiente intestinal, o que favorece o aproveitamento dos nutrientes.
Dusan et al. (2006), comprovou a atividade antimicrobiana e a viabilidade de células
intestinais utilizando 0leo de canela na dieta animal.

O eugenol, composto presentena canela (Cinnamomum zeylanicum L.), apresenta
potencial capacidade antioxidante, antibacteriana e antimicrobiano (Dusan et al., 2006;
Tajodini et al., 2015), podendo promover equilibrio no metabolismo; isto porque, este
composto fendlico neutraliza a acéo de radiais livres minimizando os danos causados as

membranas das células, inclusive as células do epitélio intestinal, assim como combate
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0s microorganismos vinculados a enfermidades gastrointestinais em aves (Ali et al.,
2005; Gill e Holley, 2006;Qotbi, 2016). Simsek et al. (2013) observaram que o 6leo de
canela exibiu atividade antioxidante significativa em codorna japOnica principalmente
sob condicdo de estresse térmico; o autor relacionou esse resultado ao alto teor de
compostos fendlicos presentes na canela.

Assim, esta pesquisa foi conduzida sob a hipo6tese de que a suplementacdo de
canela na dieta de codornas em fase de postura poderia contribuir para aumentar a acéo
das enzimas antioxidantes e melhorar o ambiente intestinal. Para testar essa hipétese, foi
avaliada a expressdo dos genes fator de necrose tumoral alpha (7NFa), glutationa
peroxidase 7 (GPX7), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD), a
histomorfometria de seguimentos do intestino, parametros sanguineose metabdlicos
ligados ao estresse oxidativo em codornas jap6nicas em fase de postura recebendo dieta

com e sem suplementacao de canela em po.
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MATERIAIS E METODOS
Este experimento foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com animais de

producdo (CEPAP) da Universidade Federal de Sergipe (protocolo n° 09/2015).

Animais e desenho experimental

Para a realizacdo deste experimento foram utilizadas 144 codornas japonicas
(Coturnix japdnica) com idade de 15 semanas e peso médio de 133g, alojadas em
galpdo de alvenaria, uniformemente distribuidas em gaiolas de postura
(0,50x0,15x0,35m) equipadas com comedouro tipo calha e bebedouro tipo niple.

Para a uniformizacdo da producéo de ovos, foi feito um acompanhamento diario
da producdo por um periodo de trés semanas. Sendo entdo iniciado o experimento
quando as unidades experimentais apresentaram uma taxa de postura de cerca de 85% e
18 semanas de idade. As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente
casualizado com dois tratamentos: sem suplementacdo de canela (SC) e com
suplementacdo de 9g/kg canela em p6 (CC) em substituicdo ao inerte. Cada tratamento
foi formado por seis repeticbes com 12 aves cada, o que totalizou 72 codornas por
tratamento.

As racdes experimentais (Tabela 1) foram formuladas a base de milho e farelo de
soja conforme recomendacfes nutricionais encontradas nas Tabelas Brasileiras para
Aves e Suinos (Rostagno et al., 2011). O experimento teve duracdo de 84 dias. As aves
receberam agua e racdo a vontade e foi utilizado um programa de luz de 16 horas

diarias.
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Tabela 1 - Composigéo percentual e valores nutricionais da dieta basal

Ingredientes (%)
Milho moido 57,792
F. Soja 45% 30,450
Oleo de soja 1,561
F. Bicélcico 1,091
Calcério 6,802
Sal comum (NaCl) 0,323
L-Lisina HCI 0,261
DL-Metionina 0,396
L-Treonina 0,024
Premix Vit+Min.! 0,100
Inerte (caolin) 1,200
Total 100,000
Composic¢ao Nutricional
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2807
Proteina Bruta (%) 18,80
Gordura (%) 4,101
Célcio (%) 2,922
Fosforo Disponivel (%) 0,304
Saodio (%) 0,146
Cloro (%) 0,242
Potassio (%) 0,725
Aminoacidos Digestiveis (%)

Metionina 0,642
Metionina + Cisteina 0,900
Lisina 1,097
Treonina 0,658
Triptofano 0,206

Niveis de garantia por kg do produto: Acido fdlico (min.) 200mg; acido pantoténico (min.)
5.350 mg; cobre (min.) 4.000 mg; ferro (min) 20 g; iodo (min.) 1.500 mg; manganés (min.) 75
g; niacina (min.) 19,9 g; selénio (min.) 250 mg; Vit. A (min.) 8.000.000 Ul; Vit. B12 (min.)
10.000 mcg; Vit. B2 (min.) 4.000 mg; Vit. B6 (min.) 1.000 mg; Vit. D3 (min) 2.000.000 Ul;
Vit. E (min.) 15.000 UI; Vit. K3 (min.) 2.000 mg; zinco (min.) 50 g.
Parametros sanguineos e morfometria intestinal

Ao final do periodo experimental proposto de 84 dias, seis animais de cada
tratamento, em jejum de 6 horas, foram pesados e entdo eutanaseados por deslocamento
cervical.

Para realizar as andlises de atividade enzimatica da creatina quinase (CK),

aspartato aminotransferase (AST), e alanina aminotransferase (ALT), e o conteido de

acido arico, foram retiradas amostras de sangue de seis aves por tratamento, coletado a
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partir da veia jugular, em tubos coletores com EDTA e mantidos em gelo. As amostras
de sangue foram entdo submetidas a centrifugacdo (1500 xg, 10 min, 4°C), o plasma foi
coletado e armazenado a -20°C até o momento das analises.

O conteudo acido Urico, assim como as analises de atividade da ALT, AST e CK
foram realizados de acordo com métodos colorimétricos com os seguintes kits: ACIDO
URICO-PP-MS 80022230065, ALT-MS 80022230086, AST-MS80022230083 e CK-
NAC-PP-MS 80022230088, respectivamente, de acordo com as recomendacdes do
fabricante (Gold Analisa, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).

Estes animais foram eviscerados para avaliacdo do peso relativo e comprimento

de intestino. O peso relativo foi calculado como (peso do 6rgéo / peso da ave) x100.

Histomorfometria

Foram coletados de fragmentos de aproximadamente 2,0 cm de comprimento das
porcdes médias dos segmentos do duodeno e jejuno de dez animais de cada tratamento.
Esses fragmentos foram fixados em solucdo fixadora (Formol 10%) segundo
metodologia descrita por Sun et al. (2005). Posteriormente, as amostras de tecidos
coletadas foram desidratdas, diafanizadas, inclusas em parafina e cortadas a 5,0 um,
entdo as laminas foram confeccionadas e coradas em hematoxilina-eosina. Foram
confeccionadas duas laminas de cada segmento e de cada animal, fotografadas e
analisadas em analisador de imagem Moticlmages Plus 3.0. Foram selecionados e
medidos, de acordo com a unidade adotada (um), os comprimentos de 15 vilosidades e
15 criptas, bem orientadas, de cada regido intestinal por animal. As medidas de altura de
vilosidades foram tomadas a partir da regido basal do vilo, coincidente com porcéo

superior das criptas, até o seu apice e a profundidade das criptas foi medida da sua base
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até a transicdo cripta:vilosidade. Também foram calculculado as relagdes entre altura
das vilosidades e profundidade das criptas (Altura de vilo/ profundidade de cripta).
Para padronizagdo dos dados os resultados de histologia sofreram transformagéo

logaritmica e posteriormente foram submetidos a analise estatistica.

Expressdo génica

Para a analises de expressdao génica foram coletados tecidos do duodeno e ovério
de 4 animais de cada tratamento e armazenados em RNA latter® (BioAgency
Biotecnologia, Brasil) a -20°C até o momento da extracdo de RNA. O RNA total foi
extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de acordo com
as normas do fabricante, na proporcéo de 1 mL para cada 100 mg de tecido. O tecido foi
picotado com o auxilio de laminas descartaveis. Logo apds, foi adicionado 200 uL de
cloroférmio e homogeneizado manualmente por 1 minuto. As amostras foram, entéo,
centrifugadas por 15 minutos a 12.000 xg a 4°C; e a fase liquida foi coletada e
transferida para tubo limpo, com adi¢do de 500 uL de isopropanol em cada tubo. As
amostras foram homogeneizadas, centrifugadas por 15 minutos a 12.000 xg, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi lavado em 1 mL de etanol 75%. O
material foi centrifugado novamente a 12.000 xg por 5 minutos, e o sobrenadante foi
descartado. O pelet foi seco por 15 minutos e entdo, ressuspendido em agua ultrapura
livre de RNAse. A concentracdo total de RNA foi mensurada usando espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 260 nm. As amostras de RNA foram tratadas com DNAse |
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), para remocdo de possiveis residuos de DNA
genbmico, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para confeccdo do cDNA, foi utilizado o kit GoScript™ Reverse Transcription

System (Promega Corporation, USA) de acordo com as normas do fabricante. Em tubo
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esteril e livre de RNA, foram adicionados 4 uL de RNA total tratado com DNAse e 1uL
de Oligo(dT)1s Primer. A reacdo foi incubada por 5 minutos a 70°C e ent&o colocada no
gelo por 5 minutos. Foram adicionados em seguida 4 uL. de GoScript™ 5X Reaction
Buffer, 4 uL de MgCl, (25mM), 1uL de PCR Nucleotide Mix, 1 uLGoScript™ Reverse
Transcriptase e 4,5 uL de Nuclease-FreeWater. A solugdo foi incubada no Thermal
Cyclers (Bio-Rad Corporation, Brasil) por 5 minutos a 25°C, 1 hora a 42°C, e 15
minutos a 70°C.

Para as reagdes de PCR em tempo real, foi utilizado o corante fluorescente SYBR
GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA). As analises
de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho CFX96™ [VD Real-Time PCR
Systems (Bio-RadLaboratories, USA). A reacdo de amplificagdo consistiu em 5 uL de
cDNA diluido, 0,5 uL de cada primer (forward e reverse) a 10 uM, 12,5 uL de SYBR®
GREEN PCR Master Mix e agua até um volume total de 25 uL. Para medir cada
eficiéncia da reacdo do gene, uma série de reacOes de 25 uL foi realizada semelhante a
anterior utilizando sempre 5uL de pool de cDNA derivado de uma diluicdo em serie
(80, 40, 20 e 10 ng).

Os primers utilizados nas reacGes de amplificacdo dos genes superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX), catalase (CAT) e factor de necrose
tumoral alpha (7NFa) foram desenhados de acordo com as sequéncias dos seus
respectivos genes, e depositadas no site www.ncbi.nlm.nih.gov (nimero de acesso
NM_205064.1, NM_001163245.1, XM_015863594.1 e NM_204267.1) (Tabela 2). O
gene da R3-actina (nimero de acesso L08165) foi utilizado como enddgeno. Todas as

andalises foram realizadas em um volume de 25 uL e em duplicatas.
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Tabela 2 - Primers para gRT-PCR

Genes Amplicom (Pb) TA (°C) Sequéncias dos primers (5°-3°)!
2 TGGACCTCGTTTAGCTTGTG
SOb 126 60 ACACGGAAGAGCAAGTACAG
TTGTAAACATCAGGGGCAAA
GPXT 140 60 TGGGCCAAGATCTTTCTGTAA
TTGGGTTGGCTCGTTGAGG
CAT 76 60 CGGAGCTACAGAAGCACGAT
GAGCGTTGACTTGGCTGTC
INFa 64 60 AAGCAACAACCAGCTATGCAC
R-actina 136 60 ACCCCAAAGCCAACAGA
CCAGAGTCCATCACAATACC

!Ph,Pares de base; TA, temperatura de anelamento
250D, Superoxido desmutase; GPX7, Glutationa peroxidase 7; CAT, catalase; TNFa,
fator de necrose tumoral alpha.

Os primers analisados foram adequados para as reacdes de PCR em tempo real.
As eficiéncias de amplificacdo foram semelhantes para todos os genes de interesse,
entre 90% a 110% de eficiéncia. As analises da curva de dissociacdo nao revelaram
qualquer produto inespecifico ou formacdo de dimeros de primers, 0 que demonstra a
confiabilidade dos dados estimados nas expressdes de mRNA dos genes avaliados. A f-
actina utilizada como controle endégeno ndo mostrou nenhuma diferenca significativa
entre as variaveis analisadas, o que confere eficiéncia a fS-actina como controle

enddgeno.

Atividade da Catalase e TBARS
Para as avaliacBes bioquimicas, parte do figado de cinco animais de cada
tratamento foi coletada e armazenada em nitrogénio liquido até o momento das analises.
A determinacdo da concentracdo de TBARS foi baseada na capacidade do &cido
tiobarbitarico em se ligar a lipideos oxidados. Essa dosagem foi realizada conforme
descrito por Buege e Aust (1978). Foram pesados 100mg do tecido, adicionado 1mL de

tampéo fosfato (0,1M, pH de 7,4). O homogenenato foi centrifugado a 4°C por 10
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minutos a 10000 xg. Foram coletados 500puL do sobrenadante, e a este acrescentado
250uL de TCA 28% diluido em HCI 0,25N, 250uL de &cido tiobarbitdrico 1% diluido
em acido acético (1:1), e 125uL de BHT (hidroxi tolueno butilado) 5mM. A solugéo foi
homogeneizada e aquecida em banho maria por 15 minutos a 95°C. Posteriormente foi
centrifugada a 4°C por 10 minutos a 10000 xg. Em seguida foi realizada a leitura do
sobrenadante em espectrofotometro a 535 nm. A concentracdo de TBARS foi
determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar € = 1,56 X 105 L.molt.cm 7,
segundo a lei de Lambert Beer. Usualmente essa concentracdo € representada em
nmoles por mg de proteina.

A andlise da atividade da catalase foi baseada na capacidade da enzima CAT
presente nas amostras de converter o peroxido de hidrogénio (H202) em &gua e oxigénio
molecular, conforme descrito por Aebi (1984). Foram pesados 100mg do tecido,
adicionado a 1 mL de tampdo fosfato (0,1M, pH de 7,2). O homogeneizado foi
centrifugado a 4°C por 10 minutos a 10000 xg. Em um tubo limpo foram adicionados
50uL de tampao fosfato (pH 7,2) e 40uL de agua destilada. Esta mistura foi mantida em
banho maria a 30°C por um minuto, em seguida foi adicionado 10uL do sobrenadante
da amostra e 900uL de H20. (10mM), a solugdo foi homogeneizada. Em seguida as
absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro a 240 nm, zerado com H20:
(10mM), estas medidas foram lidas a cada minuto durante 5 minutos. Sabe-se que 1U
de catalase equivale a hidrolise de 1pmol de H2O, por minuto (g = 39,4 L.mol™* .cm™)
(Aebi, 1984). A absorbancia utilizada nessa expressao foi o delta obtido das cinco
absorbancias lidas (absorbancia final — absorbancia inicial / 4).

Para ajuste das andlises enzimatica da catalase e contetdo de TBARS, a

quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford (1976).
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Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados de
expressdo dos genes em estudo (expressos como 24¢Y) e dos demais dados avaliados. O
efeito dos tratamentos (SC e CC) foi testado por meio da ANOVA (SAS Inst. Inc.,

Cary, NC, USA). Os resultados sao apresentados como médias e erros padrdes.
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RESULTADOS
Parémetros sanguineos

Observamos efeito significativo dos tratamentos sobre a atividade plasmatica da
CK (P=0,0169); maior atividade foi observada nas aves do tratamento sem canela (SC).
Animais do tratamento com incluséo de canela na dieta apresentaram maior atividade de
ALT (2,40U/L, P=0,0497) e &cido drico (7,40mg/dL, P=0,0003). Ndo foi observada
diferenca significativa (P>0,05) para os niveis AST, como descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros sanguineos de codornas em postura recebendo dieta com e sem
inclusdo de canela em po

SC CC

Parametros Pvalor

AC. URICO (mg/dL) 4,82+ 0,245 7,40+ 0,348 0,0003*
CK (U/L) 3529,20 +412,140 2241,60+ 116,270 0,0169*
AST (U/L) 420,00 + 4,370 402,20 + 16,560 0,3291
ALT (U/L) 1,60+ 0,245 2,40+ 0,245 0,0497*

CK - Creatina cinase; AST — Aspartatoaminotransferase; ALT - Alanina aminotransferase. Os
resultados sdo médias com seus erros padrbes (EP). * Significante pelo teste de F (P<0,05).

Expressdo génica

A Tabela 4 mostra os resultados da expressdo de genes relacionados aos sistemas
de defesa antioxidante no intestino de codornas em postura recebendo dieta com e sem
inclusdo de canela em pd. Neste tecido ndo foi observada diferenca significativa

(P>0,05) na expressdo destes genes.

Tabela 4 - Expressdo de genes relacionados aos sistemas de defesa antioxidante no
intestino de codornas em postura recebendo dieta com e sem inclusédo de canela em po

Genes SC cc Pvalor

TNFa 0,403+0,043 0,481+0,086 0,3977
GPX7 0,860+0,107 0,815+0,166 0,3021
CAT 0,119+0,016 0,090+0,006 0,1679
SOD 2,194+0,794 2,040+0,853 0,0927

Expressdo de mMRNA TNFa (factor de necrose tumoral alpha), GPX 7 (glutationa peroxidase 7),
CAT (catalase) e SOD (superdxido dismutase) (UA). Os resultados sdo médias com seus erros
padroes.
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Os resultados de expressdo dos genes SOD e GPX 7 no figado séo apresentados na
Figura 1. E possivel observar que as aves alimentadas com adigdo de canela na dieta
apresentaram maior expressdo de SOD e GPX7 que os animais do tratamento sem

adicdo de canela.
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Figura 1 - Expressao de mRNA SOD e GPX 7 (UA) no figado de codornas em postura
recebendo dietas com e sem adicdo de canela em p6. Os resultados sdo médias com seus erros
padrdes representados pela barra vertical. * Significante pelo teste de F (P<0,05).

Atividade enzimatica da catalase e TBARS

Houve efeito significativo da adicdo de canela a dieta sobre a quantidade de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (P=0,0158) e sobre a atividade da
enzima catalase (CAT) (P=0,0033) no figado das aves. As aves do tratamento SC
apresentaram valores superiores de TBARS (0,118 mmoles.mgde proteina) em relagio
as do tratamento CC (0,086 mmoles.mg™de proteina) 0 mesmo ocoreu para atividade
enzimatica em que os animais do tratamento SC apresentaram valores superiores (4,585
H202/min/mg de proteina) em relacdo ao animais do tratamento CC(2,298 H202/min/mg

de proteina)(Figura 2).
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Figura 2 - Nivel de TBARS (nmolessrmg de Proteina) e atividade da enzima CAT
(H202/minuto/mg de Proteina) no figado de codornas em postura recebendo dietas com (CC) e
sem adicdo de canela em pé (SC). Os resultados sdo médias com seus erros padrdes
representados pela barra vertical. * Significante pelo teste de F (P<0,05).

Histomorfometria

Na Tabela 5 podem ser observadas as médias obtidas para as variaveis de
morfologia intestinal. No duodeno foi observado efeito da suplementacdo de canela sob
altura de vilos, profundidade de criptas e relacdo vilo:cripta; as aves que receberam
dieta suplementada com canela apresentaram maior altura de vilo (150,14uM), maior
profundidade de criptas (13,41uM) e maior relagdo (11,18uM). No jejuno houve
diferenca significativa (P<0,05) na altura de vilos e na relacdo vilo:cripta; os animais do
tratamento suplementado com canela apresentaram maior altura de vilo (102,98uM) e
maior relacdo vilo:cripta (9,14uM) que as aves do tratamento sem suplementacao
(Figura 3). Foi observada diferenca significativa (P=0,0389) no peso do intestino entre
0s tratamentos; os animais do tratamento ndo suplementado com canela apresentaram
maior peso relativo de intestino (0,036%) que as aves que receberam dieta

suplementada (0,028%).
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Tabela 5 - Médias dos parametros morfoldgicos da mucosa intestinal de codornas
japonicas em fase de postura alimentadas com dietas recebendo dieta com e sem

inclusdo de canela em po

A SC CcC

Parametros (UM) Duodeno Pvalor

Alt. Vilos 104,00+0,037 150,14+0,030 0,0045*

Prof. Criptas 11,85+0,013 13,410,014 0,0130*

Relacdo VC 8,91+0,046 11,18+0,0241 0,0507*
Jejuno

Alt. Vilos 65,21+0,0607 102,98+0,0319 0,0049*

Prof. Criptas 10,30+0,0282 11,28+0,0247 0,3134

Relacdo VC 6,31+0,0536 9,14+0,022 0,0052*
Intestino

Peso do Intestino 0,036 + 0,0020 0,028+ 0,0010 0,0389*

Comp. de Intestino 0,443 £ 0,0196 0,423 £ 0,0217 0,7141

Alt. Vilos — Altura de vilos; Prof. Criptas — Profundidade de criptas; Relacdo VC — Relagéo
Vilos:Criptas; Comp. De Intestino — Comprimento de intestino. Os resultados sdo médias com
seus erros padrdes (EP). * Significante pelo teste de F (P<0,06).

v [u\ A= o
Figura 3 - a, ¢ —duodeno e jejuno das aves do tratamento sem suplementagdo de canela; b, d —
duodeno e jejuno das aves do tratamento com suplementagdo de canela. Fotografia em
microscopia utilizando objetiva 10x.
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DISCUSSAO

A salde intestinal das aves estad diretamente relacionada ao seu desempenho
produtivo (Stanley et al., 2014), uma vez que a manutencdo da integridade das
estruturas intestinais e o controle dos microrganismos presentes neste seguimento
podem melhorar a absorc¢do dos nutrientes fornecidos via dieta promovendo equilibrio
no metabolismo (Placha et al., 2014; Du et al., 2016), e assim, melhorando a produgéo
de ovos.

O revestimento intestinal das aves é composto por estruturas microscopicas
(vilosidades) que ampliam a superficie de contato, proporcionado maior eficiéncia na
absorcdo intestinal (Boleli et al., 2002; Duarte, 2009). Quando compradas a outras
espécies, essas vilosidades tem papel crucial no metabolismo, visto que, é através de
células presentes no apice dessas estruturas que ocorre o transporte transeptelial dos
nutrientes provenientes da digestdo dos alimentos (Baoro, 2009).

Segundo Pluske et al. (1997), a altura das vilosidades é uma caracteristica
importante que determina a saude intestinal das aves, assim como a profundidade das
criptas € um indicativo da atividade proliferativa celular, que garante a renovacdo do
tecido a medida que outras células sdo perdidas a nivel de apice do vilo. Em nosso
trabalho observamos que a suplementacdo de canela na dieta aumentou a altura dos
vilos, a profundidade das criptas e a relacdo vilo:cripta no duodeno das aves, bem como
aumento de altura de vilos e da relacdo vilo:cripta no jejuno, estes resultados podem
indicar que a canela pode ter melhorado o ambiente intestinal propiciando melhor
desenvolvimento das estruturas que o compde. Pesquisas ressaltam que a melhor
eficiéncia no aproveitamento dos nutrientes aliada ao melhor desempenho produtivo
esta diretamente relacionado a altura das vilosidades intestinais das aves (Maiorka et al.,

2002; Macari e Maiorka, 2000).
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Por outro lado, embora ndo tenha sido observada diferenca significativa com
relagdo ao comprimento do intestino, as aves que receberam dieta sem suplementacao
de canela apresentam maior peso relativo de intestino, 0 que pode ser justificado pelo
aumento da espessura da parede intestinal, consequéncia de lesbes e aumento no
numero de células inflamatorias provocado por toxinas liberadas por microrganismos
patogénicos (Zuanon et al., 1998), jA que segundo a literatura a canela apresenta
capacidade antimicrobiana, antifingica e antibacteriana (Dusanet al., 2006; Carvalho et
al., 2010; Tajodini et al., 2015).

A integridade das microestruturas do epitélio intestinal é bastante influenciada por
fatores como manejo nutricional, sanidade e estresse oxidativo (Placha et al., 2014), e
quando h& desequilibrio na producdo e eliminacdo de radicais livres, as células que
compde o revestimento intestinal podem ser danificadas havendo modificacdo na sua
estrutura e funcédo, ou até mesmo, a morte celular (Yu et al., 2015; Ghareeb et al., 2015).
Assim, trabalhos mostram a importancia do equilibrio entre a producéo e eliminacdo de
radicais livres para um bom desempenho produtivo das aves de postura (Jang et al.,
2014; Iskender et al., 2016; Lin et al., 2017).

As espécies reativas de oxigenio sdo moléculas com elétrons instaveis que podem
causar degeneracdo e morte celular. Essas moléculas podem ser originadas de fontes
enddgenas ou exogenas, e quando em excesso podem causar danos desde as estruturas
lipidicas das membranas até o material genético das células (Freeman et al., 1982;
Droge, 2002;). Os sistemas de defesa antioxidante contam com a acdo de substancias
que tém a funcdo de proteger o organismo contra os danos causados pelos ROS
(Halliwell e Gutteridge, 2015). Os antioxidantes podem ser enzimaticos e ndo

enzimaticos, como o eugenol, composto presente na canela, que se liga aos radicais
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livres doando uma molécula de hidrogénio promovendo assim a estabilidade dos
radicais, minimizando os danos causados por estes (Simsek et al., 2013).

Entre as enzimas importantes para o sistema de defesa antioxidante podemos
destacar a superoxido dismutase (SOD) que atua no controle da producdo de radicais
livres, convertendo as moléculas de superoxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio.
O perdxido de hidrogénio (H20) é entdo eliminado através de reacdes catalisadas pela
enzima catalase (CAT) e pelo sistema da glutationa que converte o H>O, em &gua e
oxigénio molecular (Fang et al., 2002). Neste trabalho, foi observado que as aves que
receberam adigcdo de 9g/kg de canela na dieta apresentaram maior expressdo hepatica
dos genes SOD e GPX7 do que os animais do tratamento que ndo receberam a
suplementacdo, indicando que a suplementacdo de canela pode promover melhoria na
defesa antioxidante do organismo, ndo SO por conter compostos que podem atuar
diretamente no combate do ROS (Simsek et al., 2013), mas também por modular a
expressdo de enzimas antioxidantes, como a SOD e GP X no figado.Diferente do que era
esperado, ndo observamos efeito significativo da suplementacdo de canela sobre
nenhum dos genes avaliados no intestino. Estes resultados sugerem que 0s compostos
fendlicos presentes na canela podem apresentar diferentes acfes sobre 0s compostos
antioxidantes nos diferentes tecidos; cabe ressaltar que mesmo ndo tendo sido
observado efeito dos tratamentos sobre a expressdo génica no intestino, os resultados de
morfologia sugerem acdo positiva da canela também nesse tecido. Segundo Rompelberg
et al. (1996), compostos fenolicos, como o eugenol influencia principalmente a
atividade de enzimas do sistema da gutationa.

Ao lado de maior expressdo dos genes relacionados a capacidade antioxidante,
também observamos que aves alimentadas com dieta CC apresentaram menor contetdo

de TBARS e maior conteudo plasmatico de acido Urico que aves da dieta SC. O acido
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drico é considerado uma potencial molécula de defesa antioxidante ndo enzimética, pois
agem como substrato para oxidagcdo dos ROS quando os sistemas de defesa antioxidante
nao séo eficientes (Machin et al., 2004; Stinefelt et al. 2005), assim o maior contetdo de
acido drico observado nas aves recebendo dieta CC pode sugerir que houve equilibrio
nas reacOes de neutralizacdo dos ROS, nédo exigindo a atuacdo deste composto como
agente doador de elétrons para os radicais livres.

Por outro lado, em situagdes em que maior quantidade de ROS estd sendo
produzida e ndo ha maior atividade dos sistemas de defesa antioxidante pode ser
instaurado um estado de estresse oxidativo no organismo, ocasionando maior dano as
macromoléculas como proteinas e lipideos (Delles et al., 2014; Liu et al., 2015), assim a
menor quantidade de TBARS observadas nas aves que receberam dieta com adicdo de
canela mostra que a canela exibiu atividade antioxidante suficiente para combater o
ROS produzido no figado de codornas japbnicas em fase de postura e garantir o
equilibrio metabdlico.

Além do TBARS, maior contetdo plasmatico de creatina quinase (CK) também
foi observado em aves que receberam dieta SC. Este resultado pode indicar que houve
maior dano oxidativo as proteinas musculares destas aves do que as do tratamento com
adicdo de canela, ja que niveis elevados de CK sérico é um indicio de alteracdes na
permeabilidade da membrana celular por conseqiéncia de danos nos tecidos
(Tabatabaei et al., 2015), causadas principalmente pelos ROS; membranas danificadas
pelo ROS podem se romper e o contetdo celular, extravasar.

A alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) sdo
enzimas importantes para a identificacdo de inflamacdo e infeccBes virais no

figado, pois quando detectada em niveis elevados na corrente sanguinea pode ser
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associada a hepatopatias agudas (Georgakouli et al., 2015), sendo entdo consideradas
como marcadores fisioldgicos de algum tipo de dano celular.

Neste estudo foi detectado maio nivel de ALT plasméatico nos animais que
receberam dieta com suplementacdo de canela, no entanto, de acordo com Georgakouli
et al. (2015), este resultado ndo pode ser associado a danos causados por radicais livres
ja que existe baixa correlacdo entre o nivel de ALT e os danos causados por ROS as
células do tecido hepatico, uma vez que, estes danos sdo latentes e a sinalizagdo através

do nivel de ALT circulante é proveniente de danos agudos.

CONCLUSAO

Assim os resultados encontrados neste estudo mostram que a maior capacidade
antioxidante proporcionada pela suplementacdo de canela conseguiu manter o equilibrio
metabolico, mantendo o estado redox e garantindo a integridade das estruturas teciduais,
e assim, melhor desenvolvimento das estruturas do epitélio intestinal, o que pode
favorecer a absorcéo de nutrientes e por conseqiiéncia pode melhorar o desempenho das

aves.
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RESUMO

Esse trabalho foi desenvolvido sob a hipdtese de que a inclusdo de canela em p6
em dieta de codornas de postura pode influenciar o desempenho das aves através da
expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico. Assim, foram utilizadas 144
codornas japonicas (Coturnix japdnica) com idade inicial de 18 semanas e peso médio
de 133g, distribuidas em delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos:
sem suplementacdo de canela (SC) e com suplementacdo de 9g/kg de canela em pd
(CC). O experimento teve duracdo de 84 dias. Diariamente 0s ovos produzidos foram
coletados, contabilizados e pesados. Ao final do periodo experimental seis animais de
cada tratamento foram eutanaseados por deslocamento cervical, o sangue foi coletado e
0s Orgados pesados. Tecidos do figado e ovario foram coletados para extracdo de RNA.
O cDNA foi amplificado usando primers especificos para os genes analisados pela gRT-
PCR. Maior peso relativo de ovario foi observado nas aves do tratamento CC, assim
como melhor conversdo alimentar por massa de ovo, maior conteudo de triglicerideos e
VLDL séricos. A expressdo de mRNA FAS, ACC, APOA-I e ESR2 também foi maior
nas aves que receberam dieta com adicdo de canela. Os resultados obtidos neste estudo
indicam que a suplementacdo de canela em pd na dieta de codornas em fase de postura
promoveu equilibrio no organismo através da modulacdo da expressdo de genes
relacionados ao metabolismo lipidico e contribuiu para maior eficiéncia na producédo de
0Vv0s

Palavras — chave: equilibrio metabolico, fase de postura, lipideos
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INTRODUCAO

O metabolismo lipidico nas aves de postura tem um papel importante para
formacdo do ovo, uma vez que, a maioria dos percussores da gema sao sintetizados no
figado e transportados para o foliculo sob a forma de lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL). A producdo continua de ovos pode sobrecarregar o metabolismo
causando distUrbios que bloqueiam o transporte do VLDL, havendo assim acimulo de
triglicerideos no figado (Rutz et al., 2005; Zou et al., 2007).

Dessa maneira, alguns compostos fitoquimicos vém sendo estudados como
potenciais agentes promotores de equilibrio no metabolismo animal capazes de atuar na
producdo e qualidade dos ovos (Ghasemi et al., 2010; Boka et al., 2014). Um exemplo
destes ¢ a canela (Cinnamomum zeylanicum L.), que tem em sua composi¢do compostos
fendlicos, vitaminas e minerais antioxidantes (Gul e Safdar, 2009) muito eficientes no
combate aos radicais livres (ROS), além apresentar capacidade antimicrobiana,
antibacteriana e antifingica que proporcionam melhoria na sanidade das aves (Dusan et
al., 2006; Tajodini et al., 2015).

Segundo Ciftci et al. (2010), a suplementacdo em até 1000 ppm de 6leo essencial
de canela na dieta de frangos de corte além de diminuir os niveis de colesterol na carne,
também apresenta expressivo aumento na atividade de enzimas antioxidantes. Ainda, a
suplementacdo de 1,5% de canela em p6 diminui o colesterol circulante e se mostra
eficiente no combate a Escherichia Coli (Qotbi, 2016); o autor destaca a canela como
um potencial promotor de crescimento para aves devido ao seu efeito estimulante
digestivo e antimicrobiano.

Sendo assim, este estudo foi conduzido sob a hipotese de que a suplementacdo de
canela na dieta de codornas em fase de postura poderia promover equilibrio no

metabolismo lipidico e influenciar o desempenho produtivo das aves. Para testar essa
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hipotese, foi avaliada a expressao dos genes acetil-CoAcarboxilase (ACC), acido graxo
sintase (FAS), apolipoproteina A-1 (APOA-I), apolipoproteina B (APOB) no figado, e
dos genes do receptor do estrégeno 1 (ESR1) e receptor do estrogeno 2 (ESR2) no
ovario, o desempenho produtivo, e pardmetros sanguineos ligados ao metabolismo
lipidico em codornas japdnicas em fase de postura recebendo dieta suplementada com

canela em pé ou dieta sem suplementacédo
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MATERIAIS E METODOS
Este experimento foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com animais de

producdo (CEPAP) da Universidade Federal de Sergipe (protocolo n° 09/2015).

Animais e desenho experimental

Para a realizacdo deste experimento foram utilizadas 144 codornas japbnicas
(Coturnix japonica) com 15 semanas de idade e peso médio de 133g, alojadas em
galpdo de alvenaria, uniformemente distribuidas em gaiolas de postura
(0,50x0,15x0,35m) equipadas com comedouro tipo calha e bebedouro tipo niple.

Para a uniformizacdo da producdo de ovos, foi feito um acompanhamento diario da
producdo por um periodo de trés semanas. Sendo entdo iniciado o experimento quando
as unidades experimentais apresentaram uma taxa de postura de cerca de 85% e 18
semanas de idade. As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente
casualizado com dois tratamentos: sem suplementacdo de canela (SC) e com
suplementacdo de 9g/kg canela em p6 (CC) em substituicdo ao inerte. Cada tratamento
foi formado por seis repeticbes com 12 aves cada, o que totalizou 72 codornas por
tratamento.

As racdes experimentais (Tabela 1) foram formuladas a base de milho e farelo de
soja conforme recomendacfes nutricionais encontradas nas Tabelas Brasileiras para
Aves e Suinos (Rostagno et al., 2011). O experimento teve duracdo de 84 dias. As aves
receberam agua e racdo a vontade e foi utilizado um programa de luz de 16 horas

diarias.
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Tabela 1 - Composigéo percentual e valores nutricionais da dieta basal.

Ingredientes (%)
Milho moido 57,792
F. Soja 45% 30,450
Oleo de soja 1,561
F. Bicélcico 1,091
Calcério 6,802
Sal comum (NaCl) 0,323
L-Lisina HCI 0,261
DL-Metionina 0,396
L-Treonina 0,024
Premix Vit+Min.! 0,100
Inerte (caolin) 1,200
Total 100,000
Composic¢ao Nutricional
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2807
Proteina Bruta (%) 18,80
Gordura (%) 4,101
Célcio (%) 2,922
Fosforo Disponivel (%) 0,304
Saodio (%) 0,146
Cloro (%) 0,242
Potassio (%) 0,725
Aminoacidos Digestiveis (%)

Metionina 0,642
Metionina + Cisteina 0,900
Lisina 1,097
Treonina 0,658
Triptofano 0,206

Niveis de garantia por kg do produto: Acido fdlico (min.) 200mg; acido pantoténico (min.)
5.350 mg; cobre (min.) 4.000 mg; ferro (min) 20 g; iodo (min.) 1.500 mg; manganés (min.) 75
g; niacina (min.) 19,9 g; selénio (min.) 250 mg; Vit. A (min.) 8.000.000 Ul; Vit. B12 (min.)
10.000 mcg; Vit. B2 (min.) 4.000 mg; Vit. B6 (min.) 1.000 mg; Vit. D3 (min) 2.000.000 Ul;
Vit. E (min.) 15.000 UI; Vit. K3 (min.) 2.000 mg; zinco (min.) 50 g.
Producao de ovos

Diariamente os ovos foram coletados, armazenados em recipientes devidamente
identificados por unidade experimental, contabilizados e pesados. Todos 0s ovos
quebrados e sem casca também foram contabilizados.

Semanalmente, para registro do consumo de racdo, a quantidade de racdo

fornecida no periodo de sete dias foi pesada, bem como as sobras que foram

contabilizadas ao final de cada semana.
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Apobs a coleta diaria, todos os ovos foram pesados em balanca digital (0,019)
sendo o peso médio, em gramas, obtido pela razdo entre o peso dos ovos de cada gaiola
e 0 numero de ovos. Os dados sobre massa de ovos (g/ave/dia) foram obtidos
multiplicando-se 0 nimero de ovos produzidos em cada gaiola pelo peso médio dos
ovos. A conversdo alimentar por massa de ovo (g/ave/dia) foi calculada através da
divisdo do consumo de racao (g), pela massa de ovos (g) postos produzida no periodo
de 84 dias. A conversédo alimentar por duzia de ovos (g/ave/dizia).

Ao final do periodo experimental, foram separados seis ovos com peso médio da
parcela, para as seguintes analises: peso da gema (g), peso da casca (g), e peso do
albimen (g). Utilizando esses dados foram calculados os percentuais de gema, casca e
albimen.As gemas foram separadas do albimen e pesadas em balanca de precisdo de
0,01g.

As cascas, que estavam numeradas, foram colocadas em placas de papeldo e
deixadas em temperatura ambiente por um periodo de 24 horas para secar. Depois de
secas, foram pesadas.

Com os valores de peso do ovo, peso da gema e peso da casca, foi determinado

por diferenca o peso do albimen e calculados percentuais das partes do ovo.

Parametros sanguineos e morfometria de 6rgaos

Ao final do periodo experimental proposto de 84 dias, seis animais de cada
tratamento, em jejum de 6 horas, foram pesados e entdo eutanaseados por deslocamento
cervical. Foram coletadas amostras de sangue partir da veia jugular, em tubos coletores
com EDTA e submetidas a centrifugacdo (1500 xg, 10 min, 4°C), o plasma foi coletado
e armazenado a -20°C até o momento das analises. O contetdo de creatinina, glicose,
triglicerideos, colesterol, e VLDL foram realizados de acordo com métodos

colorimétricos com os seguintes Kits: creatinina-PP-MS 80022230066, GLICOSE-PP-
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MS 80022230067, TRIGLICERIDES-PP-MS 80022230062 e COLESTEROL HDL-
PP-MS 800222300068, respectivamente, de acordo com as recomendagdes do
fabricante (Gold Analisa, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).

Estes animais foram eviscerados para avaliacdo dos pesos relativos dos érgaos.
Foram mensurados: pesos do figado, do péancreas, do intestino, do ovéario, da moela e
gordura abdominal. O peso relativo foi calculado como (peso do érgéo / peso da ave) x

100.

Expressdo génica

Para a analises de expressdo génica foram coletados tecidos do figado e ovério de
4 animais de cada tratamento e armazenados em RNA latter® (BioAgency
Biotecnologia, Brasil) a -20°C até o momento da extracdo de RNA. O RNA total foi
extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de acordo com
as normas do fabricante, na proporcéo de 1 mL para cada 100 mg de tecido. O tecido foi
picotado com o auxilio de laminas descartaveis. Logo apds, foi adicionado 200 uL de
cloroférmio e homogeneizado manualmente por 1 minuto. As amostras foram, entdo,
centrifugadas por 15 minutos a 12.000 xg a 4°C; e a fase liquida foi coletada e
transferida para tubo limpo, com adi¢do de 500 uL de isopropanol em cada tubo. As
amostras foram homogeneizadas, centrifugadas por 15 minutos a 12.000 xg, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi lavado em 1 mL de etanol 75%. O
material foi centrifugado novamente a 12.000 xg por 5 minutos, e o sobrenadante foi
descartado. O pelet foi seco por 15 minutos e entdo, ressuspendido em agua ultrapura
livre de RNAse. A concentracdo total de RNA foi mensurada usando espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 260 nm. As amostras de RNA foram tratadas com DNAse |

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), para remocdo de possiveis residuos de DNA
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gendmico, de acordo com as recomendacdes do fabricante.Para confecgédo do cDNA, foi
utilizado o kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega Corporation, USA)
de acordo com as normas do fabricante. Em tubo estéril e livre de RNA, foram
adicionados 4 uL de RNA total tratado com DNAse e 1uL de Oligo (dT):s Primer. A
reacdo foi incubada por 5 minutos a 70°C e entdo colocada no gelo por 5 minutos.
Foram adicionados em seguida 4 uL de GoScript™ 5X Reaction Buffer, 4 uL de MgCl»
(25mM), 1 pL de PCR Nucleotide Mix, 1 uL GoScript™ Reverse Transcriptase e 4,5
uL de Nuclease-FreeWater. A solucdo foi incubada no ThermalCyclers (Bio-Rad
Corporation, Brasil) por 5 minutos a 25°C, 1 horaa 42°C, e 15 minutos a 70°C.

Para as reagdes de PCR em tempo real, foi utilizado o corante fluorescente SYBR
GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix Applied Biosystems, USA). As anélises de
PCR em tempo real foram realizadas no aparclho CFX96™ [VD Real-Time PCR
Systems (Bio-RadLaboratories, USA). A reacdo de amplificacdo consistiu em 5 uL de
cDNA diluido, 0,5 uL de cada primer (forward e reverse) a 10 uM, 12,5 uL de SYBR®
GREEN PCR Master Mix e agua até um volume total de 25 uL. Para medir cada
eficiéncia da reacdo do gene, uma série de reacOes de 25 uL foi realizada semelhante a
anterior utilizando sempre 5uL de pool de cDNA derivado de uma diluicdo em serie
(80, 40, 20 e 10 ng).

Os primers utilizados nas reacdes de amplificacdo dos genes acetil-
CoAcarboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS) foram obtidas a partir do trabalho de
Lei e Lixian (2012), as sequéncias do apolipoproteina A-1 (APOA-I), apolipoproteina B
(APOB) de acordo com Jiang et al. (2014), os demais primers, receptor do estrogeno
1(ESR1) e receptor do estrogeno 2 (ESR2) foram desenhados de acordo com as
sequéncias dos seus respectivos genes, e depositadas no site www.ncbi.nlm.nih.gov

(XM_015858163.1 e XM _015865463.1, respectivamente) (Tabela 2). O gene da R-
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actina (numero de acesso L08165) foi utilizado como enddgeno. Todas as analises
foram realizadas em um volume de 25 uL e em duplicatas.

Tabela 2 - Primers para gRT-PCR

Genes Amplicom (Pb) TA (°C) Sequéncias dos primers (5°-3°)!
s s 0 ItrerrreceTeeeaeTe
i Lo 0 CAGAATGTTGACCOCTCCTACE
APOM 2T 0 CACTCAGCGTGTCCAGGTTGT
OB 1% 0 TAACTIGLCTATTATGCTC
L 103 0 A CACCAGAATTGAGCAGGATG
e 1 0 A ATAACCCACACCAGAGCATC
Fractina 136 %0 ccAAchACgTA?cAAGTCcCAACAA?AérGAACC

!Pb,Pares de base; TA, temperatura de anelamento

2ACC, Acetil-CoA-carboxilase; FAS, Acido graxo sintase; APOA-I, Apolipoproteina A-
I; APOB, Apolipoproteina B; ESR1, Receptor do estrogeno 1; ESR2, Receptor do
estrégeno 2.

Os primers analisados foram adequados para as reacdes de PCR em tempo real.
As eficiéncias de amplificacdo foram semelhantes para todos os genes de interesse,
entre 90% a 110% de eficiéncia. As analises da curva de dissociacdo nao revelaram
qualquer produto inespecifico ou formacdo de dimeros de primers, o que demonstra a
confiabilidade dos dados estimados nas expressdes de mMRNA dos genes avaliados. A f-
actina utilizada como controle endégeno ndao mostrou nenhuma diferenca significativa
entre as variaveis analisadas, o que confere eficiéncia a p-actina como controle

enddgeno.
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Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados de
expressdo dos genes em estudo (expressos como 24¢Y) e dos demais dados avaliados. O
efeito dos tratamentos (SC e CC) foi testado por meio da ANOVA (SAS Inst. Inc.,

Cary, NC, USA).
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RESULTADOS

Producéo de ovos

Para as caracteristicas de producdo de ovos avaliadas, foi observada diferenca
significativa na conversdao alimentar por massa de ovo (P=0,0122 ); as aves do
tratamento sem suplementacdo apresentaram valor de CA/MASSA maior (2,4919/9g)
que as do tratamento com suplementacdo (2,426g/g). N&o houve efeito dos tratamentos
sobre as demais caracteristicas avaliadas (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas relacionadas a produgdo de ovos de codornas de postura
recebendo dieta sem incluséo de canela (SC) e com incluséo de canela (CC)

Médias + EP p
SC CcC valor
PO (g) 10,505 + 0,091 10,583 + 0,065 0,4996
Gema (%) 31,313 + 0,407 31,426 + 0,215 0,8106
Casca (%) 8,723 £ 0,054 8,858 + 0,059 0,1236
Albumen (%) 60,493 + 0,453 60,555 + 0,232 0,9060
Postura (%) 94,183 + 0,529 95,435 + 0,465 0,1062
CR (g/ave/dia) 24,941 + 0,225 25,028 + 0,436 0,8634
MO (g) 10,140 £+ 0,069 10,170 = 0,096 0,8052
CA/Massa (g/g) 2,491+ 0,069 2,426 0,096 0,0122*
CA/Duzia (g/dizia) 3,796 + 0,016 3,705 + 0,044 0,0801

PO — Peso de ovo; Gema — Percentagem da gema; Casca - Percentagem de casca; Albumen —
Percentagem de albumen; Postura — Percentagem de postura; CR — Consumo de Racdo; MO —
Massa de ovo; CA/Massa — Conversdo alimentar por massa de ovo; CA/Duzia — Conversao
alimentar por dizia de ovos; Os resultados descritos na tabela sdo apresentados como médias
com seus erros padrdes (EP). * Significante pelo teste de F (P<0,05).

Morfometria dos 6rgaos

Observamos efeito significativo da inclusdo de canela em p6é na racdo para
codornas de postura sobre o peso do pancreas (P=0,0418), peso do intestino (P=0,0209)
e peso do ovario (P=0,0389) (Tabela 4). Aves do tratamento SC apresentaram maior
peso de pancreas e de intestino do que aves do tratamento CC. Maior peso de ovario foi
observado nas aves do tratamento CC. N&o foi observado efeito da dieta sobre peso da

ave, peso do figado, comprimento de intestino, peso de moela e gordura abdominal.



64

Tabela 4 - Peso relativo de 6rgdos e gordura abdominal de codornas de postura
recebendo dieta sem incluséo de canela (SC) e com inclusdo de canela (CC)

Média + EP p
SC CC valor
Peso da Ave 172,000 + 5,8310 174,000 + 3,6740 0,7791
Peso do Figado 0,022 + 0,0030 0,020 £+ 0,0020 0,6262
Peso do Pancreas 0,002 + 0,0001 0,001 £ 0,0002 0,0418*
Peso do Intestino 0,036 + 0,0020 0,028+ 0,0010 0,0209*
Peso do Ovario 0,032+ 0,0020 0,039+ 0,0020 0,0389*
Peso da Moela 0,025 + 0,0020 0,024 + 0,0009 0,7141
Gordura Abdominal 0,009 + 0,0010 0,011 +0,0010 0,1641

Os resultados descritos na tabela sdo dados pelas médias com seus erros padrdes (EP).
* Significante pelo teste de F (P<0,05).
Parametros sanguineos

Animais do tratamento com inclusdo de canela na dieta apresentaram maior
conteudo de triglicerideos (1516,60mg/dL, P=0,0207) e VLDL (300,40mg/dL,
P=0,0252) que aves recebendo dieta do tratamento SC. N&o foi observada diferenca
significativa (P>0,05) para os niveis de colesterol, creatinina e glicose como descritos
na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros sanguineos relacionados ao metabolismo lipidico de codornas em
postura recebendo dieta com e sem inclus@o de canela em po

Médias + EP

SC CC Pvalor
Glicose (mg/dL) 318,80 + 4,994 318,20 + 2,922 0,9200
Colesterol (mg/dL) 235,40 + 5,826 229,20 + 4,106 0,4097
Trigliceri (mg/dL) 1286,40+ 70,627 1516,60+ 37,742 0,0207*
VLDL (mg/dL) 257,40 + 63,568 300,40 + 6,675 0,0252*
Cretinina (mg/dL) 0,180 + 0,020 0,20 + 0,001 0,3466

Trigliceri — Triglicerideos; VLDL - Lipoproteina de muito baixa densidade. Os resultados sdo
médias com seus erros padrdes (EP).
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Expressdo génica

Foi observada diferenca significativa para expressdo de mRNA ACC (P=0,0001),
FAS (P=0,0001) e APOAI (P=0,0197); a expressdo destes genes foi maior no tratamento
com adigcdo de canela (36,03, 31,33, 803,9 UA, respectivamente), como descrito nas

Figura 1. N&o houve efeito da adicdo de canela sobre a expressdéo de mRNA APOB.
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Figura 1 - Expressdo de mRNA ACC, FAZ, APOA e APOB (UA) no figado de codornas em
postura recebendo dietas com e sem adicdo de canela em pé. Os resultados sdo médias com seus
erros padrdes representados pela barra vertical. * Significante pelo teste de F (P<0,05).

Houve diferenca significativa na expressao de mRNA ESR2 (P=0,026) entre 0s
tratamentos. As aves do tratamento que receberam suplementacdo de canela
apresentaram maior expressao (0,728UA) de mRNA do receptor de estrogeno 2 que 0S
animais do tratamento sem suplementacdo (0,442UA). Né&ohouve diferenca na

expressdo de MRNA ESR1 (P=0,201), como descrito na Figura 2.



0.900
0.800
0.700
0.600
= 0.500
£ 0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

Expressdo de mRNA

SC

CcC

1.000

0.800

0.600

0.400

Expressdo de mRNA
ESR2

0.200

0.000

66

SC

CcC

Figura 2 - Expressdao de mRNA ESR1 e ESR2 (UA) no ovario de codornas em postura
recebendo dietas com e sem adicdo de canela em pd. Os resultados sdo médias com seus erros
padrdes representados pela barra vertical. * Significante pelo teste de F (P<0,05).
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DISCUSSAO

Codornas em fase de postura estdo mais propensas a distarbios metabdlicos e
susceptiveis aos danos causados pelos radicais livres, e isto pode ser justificado pelo
intenso metabolismo demandado para a producdo continua de ovos e o estresse
ambiental (Zou et al., 2007; Bozkurt et al., 2012). Tais fatores podem afetar
negativamente o funcionamento adequado do organismo, uma vez que, alguns
distirbios metabolicos e a acdo dos radiais livres podem alterar a morfometria dos
6rgéos (Rodriguez et al., 2006) e prejudicar a producédo de ovos.

A eficiéncia na producéo de ovos também depende do correto aproveitamento dos
nutrientes, e segundo Rodriguez et al. (2006), é o desenvolvimento adequado dos 6rgaos
que garante esse aproveitamento. Sendo assim, para aves de postura em especifico, a
eficiéncia produtiva pode estar relacionada ao completo desenvolvimento dos sistemas
reprodutor e digestorio. Neste trabalho foi observado que a suplementacdo de canela
aumentou o peso do ovario, e reduziu o peso do intestino e do pancreas, sugerindo que a
suplementacdo de canela conseguiu manter o equilibrio metabdlico, favorecendo a
absorcdo de nutrientes, o que pode ter resultado em melhor desenvolvimento do sistema
reprodutor e tornando as aves mais eficientes em produzir ovos.

O ovo tem um periodo de formacdo de aproximadamente 24 horas, que se inicia
logo apds a ovulacdo quando a gema é captada pelo infundibulo (Lavelin et al., 2000).
Os precursores da gema sdo sintetizados no figado em reacdes enzimaticas que
produzem os componentes lipidicos que serdo transportados até o ovario via corrente
sanguinea sob a forma de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). De modo
geral, a sintese de acidos graxos se inicia com a formacdo do malonil-CoA e quem
catalisa esta reacdo é a enzima acetil-CoA-carboxilase (ACC), a partir dai, o sistema

multienzimético &cido graxo sintase (FAS) promove rea¢des em sucessivos ciclos nos
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quais pares de a&tomos de carbono séo acoplados a molécula até formar o cido graxo
(Poureslami et al., 2010; Nelson e Cox, 2008).

A lipoproteina VLDL é fundamental no processo de transporte dos precursores da
gema, uma vez que estes sdo de origem lipidica, por tanto insolUveis no sangue, e para
ser transportada via corrente sanguinea se ligam a moléculas que permitem seu
transporte e reconhecimento no tecido alvo, entre estas moléculas estdo as apoproteinas
(Wang et al., 2016). As apoproteinas A (APOA) e B (APOB) séo os dois principais
tipos, entretanto, apresentam diferentes funcGes; a primeira estd associada ao transporte
de lipideos dos tecidos até o figado para a producéo de energia pela oxidagédo dos acidos
graxos, por tanto € mais encontrada nas lipoproteinas de alta densidade (HDL); e a
APOB esta relacionada as lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e
VLDL), é sobe a forma destas lipoproteinas que ocorre o transporte dos triglicerideos
sintetizados no figado até os tecidos alvos. Estas sdo estruturas chaves no metabolismo,
ndo sé por realizarem o transporte de moléculas de origem lipidica, mas também por
promover o reconhecimento dessas moléculas nos receptores das células do tecido alvo
(Schneider et al., 1997).

Em nosso trabalho observamos que aves alimentadas com suplementacdo de
canela apresentaram maior expressao dos genes ACC e FAS, bem como maior contetido
plasmatico de triglicerideos e VLDL. Em estado metab6lico normal, a maior expressao
de genes relacionados a sintese de lipideos tem sido associada a maior deposicdo de
gordura (Xing e Jiang 2012), e essa maior producdo de acidos graxos pode estar
relacionada ao desencadeamento de desordens hepéticas (Zou et al., 2007). No entanto,
mesmo tendo observado maior expressdo dos genes ACC e FAS em aves alimentadas
com canela, ndo observamos efeito significativo da dieta sobre a deposigéo de gordura

visceral nem sobre o peso relativo do figado. Estes resultados podem estar associados a
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maior expressao do gene APOA também observada nesses animais, ja que a APOA esté
envolvida no transporte dos lipideos provenientes dos tecidos periféricos para o figado
onde serdo metabolizados, assim quanto maior expresséo deste gene, menor deposicao
de gordura abdominal (Zhuo et al., 2015).

Ainda no que diz respeito a sintese de lipideos, em aves em fase de postura a
maior sintese esta relacionada com a maior exigéncia demandada para que 0rgdos
reprodutivos sejam supridos com lipideos que serdo destinados para a produ¢édo de ovo,
ou para utilizagdo como precursores dos hormonios esteroides (Choi et al., 2012;
Laudadio et al., 2014). Ja que essa maior sintese pode ser dependente da acdo dos
estrégenos, a maior expressdo do gene ESR2, também observada em aves que
receberam canela na dieta, pode ajudar a compreender porque mesmo tendo apresentado
maior expressdo dos genes relacionados a sintese de lipideos e maior conteudo de
lipideos plasmaticos, as aves que receberam dieta com suplementacdo de canela nédo
apresentaram maior deposicdo de gordura abdominal. A maior expressao de ESR2 ainda
pode explicar a melhor conversdo alimentar por massa de ovo observada em aves
recebendo canela em p6 na dieta; ja que trabalhos in vitro e in vivo mostram que 0S
estrégenos produzidos em grandes quantidades pelos foliculos pré-ovulatérios induzem
maior expressao dos genes relacionados com a sintese de lipideos (Choi et al., 2012),
bem como maior conteddo de VLDL (Wang et al., 2013), assim a maior expressdo do
gene ESR2 pode sugerir que a suplementacdo de canela pode contribuir para maior
producdo de lipideos relacionados a producdo de precursores da gema, e maior

mobilizacdo de nutrientes para a formacéo dos ovos.
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CONCLUSAO

Os resultados encontrados mostram que a suplementagdo de canela em p6 na dieta
de codornas de postura influenciou na expressdo dos genes relacionados ao
metabolismo lipidico, tornando a produgdo dos precursores da gema mais eficiente, e
assim, pode garantir maior eficiéncia produtiva em uma fase de intensa demanda

metabdlica.



71

REFERENCIAS

BOKA, J.,, MAHDAVI, A. H., SAMIE, A. H., JAHANIAN, R. Effect of different levels of
black cumin (Nigella sativa L.) on performance, intestinal Escherichia coli colonization
and jejunal morphology in laying hens. Journal of animal physiology and animal
nutrition, v. 98, p. 373-383, 2014.

BOZKURT, M., KUCUKYILMAZ, K., CATLI, A. U., CINAR, M., BINTAS, E.,
COVEN, F. Performance, egg quality, and immune response of laying hens fed diets
supplemented with mannan-oligosaccharide or an essential oil mixture under moderate
and hot environmental conditions. Poultry science, v. 91, n. 6, p. 1379-1386, 2012.

CHOI, Y. 1., AHN, H. J,, LEE, B. K., OH, S. T., AN, B. K., E KANG, C. W. Nutritional
and hormonal induction of fatty liver syndrome and effects of dietary lipotropic factors
in egg-type male chicks. Asian-Australasian journal of animal sciences, v. 25, n. 8, p.
1145-1152, 2012.

CIFTCI, M., SIMSEK, U. G., YUCE, A., YILMAZ, O., E DALKILIC, B. Effects of
dietary antibiotic and cinnamon oil supplementation on antioxidant enzyme activities,
cholesterol levels and fatty acid compositions of serum and meat in broiler
chickens. Acta Veterinaria Brno, v. 79, n. 1, p. 33-40, 2010.

GHASEMI, R., ZAREI, M., TORKI, M. Adding medicinal herbs including garlic (Allium
sativum) and thyme (Thymus vulgaris) to diet of laying hens and evaluating productive
performance and egg quality characteristics. American journal of animal and veterinary
sciences, v. 5, p.151-154, 2010.

GUL, S., SAFDAR M. Proximate composition and mineral analysis of cinnamon. Pakistan
Journal of Nutrition, v. 8, p. 1456-1460, 2009.

JANG, I., KO, Y., KANG, S., KIM, S., SONG, M., CHO, K., E SOHN, S. Effects of
Dietary Lutein Sources on Lutein-Enriched Egg Production and Hepatic Antioxidant
System in Laying Hens. The Journal of Poultry Science, v. 51, n. 1, p. 58-65, 2014.

JIANG, R. R, G. P. ZHAO, J. P. ZHAQO, J. L. CHEN, M. Q. ZHENG, R. R. LIU, E J.
WEN. Influence of dietary nicotinic acid supplementation on lipid metabolism and
related gene expression in two distinct broiler breeds of female chickens. Journal
of animal physiology and animal nutrition, v. 98, n. 5, p. 822-829, 2014.

LAUDADIO, V., CECI, E., NAHASHON, S. N., INTRONA, M., LASTELLA, N. M. B.,
E TUFARELLI, V. Influence of Substituting Dietary Soybean for Air-Classified

Sunflower (Helianthus annuus L.) Meal on Egg Production and Steroid Hormones in



72

Early-Phase Laying Hens. Reproduction in domestic animals, v. 49, n. 1, p. 158-163,
2014.

LAVELIN, I, MEIRI, N., PINES, M. New insight in eggshell formation. Poultry
Science, v. 79, n. 7, p. 1014-1017, 2000.

LEI, L., Z. LIXIAN. Effect of 24 h fasting on gene expression of AMPK, appetite
regulation peptides and lipometabolism related factors in the hypothalamus of broiler
chicks. Asian-Australasian journal of animal sciences, v. 25, n. 9, p. 1300-1308, 2012.

NELSON, D.L., COX, M.M. Lehninger Principles of biochemistry. 5. ed. New York:
Worth Publishers, 2008. 1119p.

POURESLAMI, R., TURCHINI, G. M., RAES, K., HUYGHEBAERT, G., DE SMET, S.
Effect of diet, sex and age on fatty acid metabolism in broiler chickens: SFA and
MUFA. British journal of nutrition, v. 104, n. 02, p. 204-213, 2010.

QOTBI, A. A. A. The Effect of Cinnamon Powder and Cinnamon Extract on Performance,
Blood Parameters and Microbial Population of Broiler Chicks. Journal of Babylon
University, Pure and Applied Sciences, 9, v. 24, 2016.

RODRIGUEZ, R., MARTINEZ, M., VALDIVIE, M., CISNEROS, M., CARDENAS, M.,
SARDUY, L. Morphometry of the gastrointestinal tract and its accessory organs in
laying hens fed feedstuffs containing proteinic sugarcane meal. Cuban Journal of
Agricultural Science, v. 40, n. 3, p. 343-347, 2006.

ROSTAGNO, H. S., ALBINO, L. F. T., DONZELE, J. L., GOMES, P. C., OLIVEIRA, R.
T., LOPES, D. C., EUCLIDES, R. F. Brazilian tables for poultry and
swine. Composition of Feedstuffs and Nutritional Requirements. 3rd ed. Brazil: UFV
Vicosa. 2011.

RUTZ, F., ANCTUTI, M. A, PAN, E. A. Fisiologia e manejo reprodutivo de aves. Manejo
de Matrizes de corte. 22 ed. Facta, Campinas, 57-121, 2005.

SCHNEIDER, W. J., NIMPF, J., BUJO, H. Novel members of the low density lipoprotein
receptor superfamily and their potential roles in lipid metabolism. Current opinion in
lipidology, v. 8, n. 5, p. 315-319, 1997.

WANG, J., LONG, C., ZHANG, H., ZHANG, Y., WANG, H., YUE, H., ET AL. Genetic
Variant in Flavin-Containing Monooxygenase 3 Alters Lipid Metabolism in Laying
Hens in a Diet-Specific Manner. International Journal of Biological Sciences, v. 12, n.
11, p. 1382, 2016.



73

WANG, X. J,, LI, Y., SONG, Q. Q., GUO, Y. Y., JIAO, H. C,, SONG, Z. G., LIN, H.
Corticosterone regulation of ovarian follicular development is dependent on the energy
status of laying hens. Journal of lipid research, v. 54, n. 7, p. 1860-1876, 2013.

XING, J., E JIIANG, Y. Effect of dietary betaine supplementation on mrna level of
lipogenesis genes and on promoter cpg methylation of fatty acid synthase (FAS) gene in
laying hens. African Journal of Biotechnology, v. 11, p. 6633-6640, 2012.

ZHUO, Z., LAMONT, S. J., LEE, W. R., ABASHT, B. RNA-seq analysis of abdominal fat
reveals differences between modern commercial broiler chickens with high and low
feed efficiencies. PloS one, v. 10, n. 8, p. e0135810, 2015.

ZOU, X. T., XU, Z. R,, ZHU, J. L., FANG, X. J.,, JIANG, J. F. Effects of dietary
dihydropyridine supplementation on laying performance and fat metabolism of laying
hens. Asian australasian journal of animal sciences, v. 20, n. 10, p. 1606, 2007.



	LISTA DE TABELAS
	ARTIGO I - AÇÃO DA CANELA SOBRE OS SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTES E AMBIENTE INTESTINAL DE CODORNAS DE POSTURA
	LISTA DE FIGURAS
	ARTIGO I - AÇÃO DA CANELA SOBRE OS SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTES E AMBIENTE INTESTINAL DE CODORNAS DE POSTURA (1)
	ARTIGO II - EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO DE CANELA NA DIETA DE CODORNAS DE POSTURA SOBRE A EXPRESSÃO DE GENES RELACIONADOS AO METABOLISMO LIPÍDICO E PRODUÇÃO DE OVOS
	RESUMO: A fase de postura exige intensa atividade do organismo das aves, e para que a produção seja eficiente é necessário que haja equilíbrio no metabolismo como um todo. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressão dos genes: superóxi...
	ABSTRACT: The laying phase requires intense activity of the poultry organism, sothe equilibrium in the metabolism is necessary to a efficient production. Thus, this work aimed to evaluate the expression of genes superoxide dismutase (SOD), Glutathione...
	INTRODUÇÃO
	REVISÃO DE LITERATURA
	1. Produção de ovos
	2. Metabolismo lipídico
	3. Saúde Intestinal
	4. Produção de ROS e atividade antioxidante
	5. Aditivos fitogênicos
	5.1. A canela


	REFERÊNCIAS
	OBJETIVO GERAL
	OBJETIVOS ESPECÍFICOS
	ARTIGO I
	RESUMO

	INTRODUÇÃO (1)
	MATERIAIS E MÉTODOS
	Animais e desenho experimental
	Parâmetros sanguíneos e morfometria intestinal
	Histomorfometria
	Expressão gênica
	Atividade da Catalase e TBARS
	Análise estatística

	RESULTADOS
	Parâmetros sanguíneos
	Expressão gênica
	Atividade enzimática da catalase e TBARS
	Histomorfometria

	DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS (1)
	ARTIGO II
	RESUMO

	INTRODUÇÃO (2)
	MATERIAIS E MÉTODOS (1)
	Animais e desenho experimental
	Produção de ovos
	Parâmetros sanguíneos e morfometria de órgãos
	Expressão gênica
	Análise estatística

	RESULTADOS (1)
	Produção de ovos
	Morfometria dos órgãos
	Parâmetros sanguíneos
	Expressão gênica

	DISCUSSÃO (1)
	CONCLUSÃO (1)
	REFERÊNCIAS (2)

