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ACIDO ASCORBICO EM RACOES DE FRANGOS DE CORTE E SEUS EFEITOS
SOBRE CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO E METABOLISMO
MITOCONDRIAL

RESUMO: As vitaminas sdo compostos organicos que desempenham importantes
funcdes no organismo. O acido ascorbico é descrito como um elemento de acéo
antioxidante e assim age no combate aos radicais livres. O excesso dessas
moléculas leva ao estresse oxidativo, o que pode comprometer as funcdes celulares
e consequentemente o desempenho animal. As mitocondrias sdo os principais alvos
do estresse oxidativo, e uma disfuncdo mitocondrial pode causar impacto sobre o
desempenho de animais de producgéo. O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar
o efeito da suplementacéo de acido ascoérbico sobre caracteristicas de desempenho,
biometria e metabolismo mitocondrial de células hepaticas de frangos de corte.
Foram utilizados 832 pintos de 01 dia de idade, machos da linhagem Cobb-500 os
quais foram alojados em um galp&o experimental dividido em 32 boxes. Foi utilizado
um delineamento inteiramente casualizado com 04 tratamentos (0; 2,5; 5 e 10 mg/kg
de acido ascorbico) e 08 repeticdes, cada repeticdo foi constituida por 26 aves.
Avaliou-se consumo de racdo (CR), ganho de peso (GP), e conversdo alimentar
(CA). Além da viabilidade, peso e biometria de 6rgdos e anexos digestivos e
metabolismo mitocondrial. Os resultados mostraram que a suplementacéo de dietas
com &cido ascorbico protegido, realizada na fase pré-inicial de criacdo exerceu efeito
benéfico em caracteristicas como ganho de peso e conversao alimentar, na fase
inicial de criagcdo. Ndo houve efeito sobre a biometria de visceras (baco, bolsa
cloacal e coracédo) e do trato digestorio (intestino delgado, pancreas e figado). Foi
observado que as aves que receberam 2,5mg/kg de acido ascérbico apresentaram
maior consumo de oxigénio apds estimulo com succinato. Na suplementacdo de
dietas de frango, na fase pré-inicial, o acido ascorbico protegido exerceu efeito
benéfico para o metabolismo mitocondrial na dose de 2,5mg/kg e para as
caracteristicas de desempenho como conversédo alimentar (1-10 dias e 1-21 dias) e
ganho de peso (1-21 dias) nas condicdes experimentais testadas. Diante disso
conclui-se que a utilizacdo do acido ascérbico protegido em doses mais baixas do
qgue as utilizadas na suplementacdo de racfes de frangos de corte, melhoram o
metabolismo mitocondrial hepatico e o desempenho desses animais nas fases
estudadas.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, frangos de corte, mitocéndria, suplementacéo,
vitamina C



ASCORBIC ACID IN BROILERS FEEDS AND THEIR EFFECTS ON
PERFORMANCE AND MITOCHONDRIAL METABOLISM

ABSTRACT: Vitamins are organic compounds that play important roles in the
organism. Ascorbic acid is described as an antioxidant element and thus acts
scavengers free radicals. The excess of these molecules causes oxidative stress,
which can consequently compromise cellular functions in the animal performance.
Mitochondria are the main targets of oxidative stress, and a mitochondrial
dysfunction can cause an impact in the performance of animals’ production. The
purpose of this work was to evaluate the effect of ascorbic acid supplementation on
performance characteristics, biometrics and mitochondrial metabolism of broilers
hepatic cells. A total of 832 1-day-old chicks, males of the Cobb-500 breed, which
were housed in an experimental shed divided into 32 cages. A completely
randomized design with 04 treatments (0; 2.5; 5 and 10 mg/kg of ascorbic acid) and
08 repetitions, 26 birds per repetition. Feed intake (FI), Weight Gain (WG), and Feed
Conversion Ratio (FCR) were evaluated. In addition to viability, weight and biometry
of digestive organs and annexes and the mitochondrial metabolism. The results
showed that the supplementation of diets with protected ascorbic acid, carried out in
the pre-starter had a beneficial effect on characteristics such as weight gain and feed
conversion, in the starter. There was no effect on viscera biometry (spleen, cloacal
sac and heart) and digestive tract (small intestine, pancreas and liver). It was
observed that birds receiving 2.5mg/kg of ascorbic acid had higher oxygen
consumption after succinate stimulation. In pre-starter chicken diets supplementation,
ascorbic acid had a beneficial effect on mitochondrial metabolism at the dose of
2.5mg/kg and for performance characteristics as feed conversion (1-10 days and 1-
21 days) and weight gain (1-21 days) under the experimental conditions tested. In
conclusion, the use of protected ascorbic acid at lower doses than those used in the
supplementation of broiler feeds improves hepatic mitochondrial metabolism and the
performance of these animals in the studied phases.

Key words: Broilers, mitochondria, oxidative stress, supplementation, vitamin C
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1 INTRODUCAO

A avicultura de corte cresceu intensamente no Brasil nas Ultimas
décadas, garantindo ao pais uma posicdo de destaque entre 0s maiores
produtores mundiais de carne de frango. Segundo o relatorio anual de 2016 da
Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), em 2015 o Brasil produziu
um total de 13,14 e exportou 4,3 milhdes de toneladas de carne de frango, o
gue gerou uma receita de 7,16 bilhdes de ddlares. O pais é o segundo produtor
mundial e ocupa a lideranca na exportacdo de carne de frango no mundo
(ABPA, 2016).

As dietas para frangos de corte sado formuladas com a combinacdo de
ingredientes em proporcdes adequadas para atender as exigéncias das aves
em cada fase de criacdo e assim atingir o perfil nutricional desejado, visando
otimo desempenho. Entre os componentes utilizados na formulacdo estdo os
suplementos de micronutrientes, como as vitaminas e os minerais (FELIX et al.
2009).

As vitaminas sdo compostos organicos, que desempenham importantes
fungbes no organismo, muitas delas agem como coenzimas sob condigbes
fisiologicas e por isso desempenham papel relevante no metabolismo. Assim
sdo fundamentais para a saude, a reproducdo e o crescimento, devendo
receber a devida atencdo na nutricdo animal (GETOFF, 2013b; SAKOMURA,
2014).

O &cido ascorbico ou vitamina C age como cofator em processos de
sintese e esta envolvido no metabolismo da vitamina D3, além de estimular o
sistema imunolégico (JEONG et al. 2011; CHAMBIAL et al. 2013). Esta
vitamina tem sido utilizada na suplementacédo de dietas de frangos de corte
guando existem altas temperaturas no ambiente de criacdo (SAHIN et al. 2002;
LOHAKARE et al. 2005a). Ela ameniza os efeitos deletérios causados pelo
estresse por calor, contribuindo para a obtencdo de melhores indices de
desempenho (NASEEM et al. 2005; TOPLU et al. 2014). Apesar de serem
capazes de sintetizar o acido ascorbico, frangos de corte apresentam uma
limitacdo na producgéo dessa vitamina em condi¢cdes de estresse como fome,

doencas infecciosas e alta temperatura ambiental. Nessas situacdes, 0s niveis



de acido ascoérbico no organismo dessas aves podem ser esgotados
comprometendo o desenvolvimento (ANIM-AMAKYE et al. 2000).

Outro problema é que as aves jovens possuem uma capacidade limitada
de sintese dessa vitamina (CHAND et al. 2014). Assim a suplementacao da
dieta na fase pré-inicial de criacdo é importante para suprir as exigéncias
desses animais o que pode refletir no desempenho no periodo final de criacdo
(VIEIRA, 2000).

O acido ascorbico € uma substancia de acdo antioxidante (GETOFF,
2013a) esta funcédo é de extrema importancia para os mecanismos de defesa
do organismo contra os intermediarios reativos ou espécies reativas de
oxigénio (ERO), também chamados de radicais livres, os quais sédo produzidos
durante a respiracdo celular durante a reducdo do oxigénio na cadeia
transportadora de elétrons (ADIKWU e DEO, 2013).

Por ser um forte agente redutor o acido ascoérbico é facilmente
convertido, de forma reversivel, a sua forma oxidada, o acido dehidroascorbico
(HACISEVKI, 2009). A facilidade de oxidacédo faz com que essa vitamina seja
instavel principalmente na presenca de alta temperatura, oxigénio, luz e meio
alcalino (CHAMBIAL et al. 2013).

Uma vez que as mitocdndrias Sa0 responsaveis por processos
oxidativos, alteracbes neste processo prejudicam a dindmica da respiracao
celular. O excesso de radicais livres ou estresse oxidativo pode comprometer
as funcbes celulares, a homeostase do organismo e consequentemente o
desempenho animal (PIEKARSKI et al. 2014). A literatura aponta que as
mitocondrias s@o os principais alvos do estresse oxidativo (CABEZAS et al.
2012). Estudos mostram que ha uma relacdo entre funcdo mitocondrial e
eficiéncia alimentar em frangos de corte (BOTTJE et al. 2002; TINSLEY et al.
2010). Isso indica que o funcionamento do metabolismo mitocondrial pode
influenciar as caracteristicas de desempenho desses animais.

Uma vez que a disfungdo mitocondrial esta relacionada ao desempenho
desses animais e o efeito da suplementacdo com acido ascorbico sobre o
consumo de oxigénio mitocondrial nessa espécie é pouco conhecido, se torna
relevante avaliar as alteracdes que a suplementacdo com esta vitamina pode

causar no metabolismo mitocondrial de frangos de corte. Assim, 0 objetivo



deste trabalho consistiu em avaliar o efeito do acido ascoérbico sobre
caracteristicas de desempenho, biometria e metabolismo demitocéndrias
isoladas de figado de frangos de corte.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Vitaminas na nutricdo de frangos de corte

A avicultura € uma atividade de destaque no setor agropecuario e,
fatores como genética, sanidade, manejo e nutricdo permitiram o aumento na
producdo da carne de frango (RIBEIRO et al. 2008). Na produc¢éo avicola a
nutricdo se destaca como um fator determinante para melhores indices de
desempenho, a formulacédo comercial de dietas para frangos de corte permite a
combinacdo de ingredientes em proporcbes adequadas, atendendo as
exigéncias de nutrientes em cada fase de criagcdo (BERTECHINI, 2012). O
fornecimento de uma dieta que atenda todas as exigéncias dos animais
especialmente no periodo inicial de criagdo das aves se torna indispensavel
para obtencdo de bons indices de desempenho, uma vez que este periodo é
considerado critico e perdas no desenvolvimento das aves nessa fase sao
limitantes (ARAUJO et al. 2002).

Os microelementos como as vitaminas e 0s minerais sdo utilizados em
dietas com o objetivo de alcancar o perfil nutricional adequado (FELIX et al.
2009). As vitaminas Sdo compostos organicos precursores de coenzimas
mediadoras ou participantes de reacdes bioquimicas fundamentais para o
organismo. S8o0 necessarias em quantidades pequenas quando comparadas
com proteinas e carboidratos, no entanto exercem importantes funcdes
metabdlicas e a omissdo de uma uUnica vitamina essencial na dieta de uma
espécie ira produzir sinais e sintomas de deficiéncia (MCDOWELL, 2000;
SAKOMURA, 2014).



Pode-se dividir as vitaminas em dois grupos de acordo com sua
solubilidade, sendo estes constituidos pelas vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K)
e hidrossoluveis (complexos de B e acido ascérbico) (CHAMBIAL et al. 2013).
As vitaminas lipossoliveis estdo envolvidas principalmente com o
desenvolvimento e a manutencdo das estruturas dos tecidos e podem ser
armazenadas no organismo. Ja as hidrossolUveis participam como cofatores
nas reagbes metabdlicas e a maioria delas € exigida pelo organismo em
quantidades menores quando comparadas as vitaminas lipossollveis e sao
faciimente absorvidas (FELIX et al. 2009).

A utilizacdo de algumas vitaminas na suplementacéo de frangos de corte
€ uma alternativa para melhorar a resposta imune das aves, uma vez que
algumas destas podem exercer efeitos positivos sobre células do sistema
imunolégico (KHAN et al. 2012a).

2.2 Acido ascérbico

O é&cido ascoérbico também conhecido como vitamina C € um
componente soluvel em agua e doador de elétrons que ocorre nas formas
reduzida (4cido ascérbico) e oxidada (acido dehidroascérbico) (CHAMBIAL et
al. 2013). E um forte agente redutor e é faciimente oxidado em uma reacéo
reversivel, o que permite a transformacédo de uma forma em outra (HACISEVKI,
2009) (Figura 1).

Esta vitamina € absorvida no estdbmago e no liumen intestinal de uma
maneira semelhante aos monossacarideos, através de transporte ativo
secundario. A absorcao é realizada através de uma proteina de transporte e
ocorre prontamente quando ingerida em quantidades pequenas e é limitada no
caso de ingestdo de quantidades excessivas (SAKOMURA, 2014). O acido
ascorbico é amplamente distribuido ao longo dos tecidos (MCDOWELL, 2000).
Depois de absorvido pelo epitélio intestinal, difunde-se pelos capilares do
sistema circulatorio e a forma oxidada e livre é filtrada pela circulagdo renal
(CHAMBIAL et al. 2013).



:Fl' {-0H CH-0H
?H;
HO-C. o HO-C
F " . i~ Q
H cH™ c=0 H oo c=0
X o e ;7 st 4 2
F:C\ C—C\
HO OH  Ascorbaio oxodase D"/// \U
Forma reduzida EC11033  Foima oxidada

Figura 1 Estruturas do acido ascorbico nas formas reduzida (acido ascorbico) e oxidada (acido
dehidroascorbico) (Adaptado de FIORUCCI et al. 2003).

Em uma variedade de funcdes, o papel do &cido ascoérbico no
metabolismo celular pode ser explicado por suas propriedades redutoras, pois
assim protege os componentes celulares dos danos oxidativos (HACISEVKI,
2009). Ele atua como coenzima nas reacdes de hidroxilacdo por isso esta
envolvido em uma série de processos biolégicos como a sintese de colageno e
de carnitina (CHAMBIAL et al. 2013). Tem a capacidade de ceder e receber
elétrons, o que lhe confere um papel essencial como antioxidante (GETOFF,
2013a). Além disso, estimula a atividade de células fagociticas do sistema
imunolégico (JEONG et al. 2011). O &cido ascérbico interage com a vitamina E
para auxilid-la a retornar a sua forma ativa agindo na inibicdo da peroxidacdo
dos lipideos de membranas e na protecdo de moléculas de DNA (ADIKWU e
DEO, 2013).

O &cido ascorbico é sintetizado pela maioria das espécies animais,
exceto 0s primatas, porquinhos da india, morcegos frugiveros peixes e
algumas espécies de aves (LYKKESFELDT e MICHELS, 2014). Apesar de
frangos de corte terem a capacidade de sintetizar essa vitamina para
crescimento e desenvolvimento normais, certas condicbes estressantes como
fome, doencas infecciosas e alta temperatura ambiental, podem esgotar os
niveis de acido ascorbico no organismo e limitar a sintese organica endégena
(KHAN et al. 2012b). Além disso, aves jovens possuem a capacidade limitada
de sintese de acido ascorbico (CHAND et al. 2014).

Geralmente a sintese dessa vitamina ocorre a partir da glicose a qual €

convertida em L-acido ascorbico por reacdes de oxidacdo, nas aves galiformes



ocorre no rim onde a D-glicose € convertida D-glucuronolactona e, em seguida
2-gulonolactona é convertida a acido ascorbico (LOHAKARE et al. 2005a)
(Figura 2). Hooper et al. (2000) observaram que ha diferenca na atividade da
enzima L- gulonolactona oxidase, presente no passo final da sintese de acido
ascorbico em aves domesticas. Os autores perceberam que, em aves adultas,
a atividade desta enzima é maior em fémeas do que em machos e que além do
sexo e idade, fatores como a privacao de 4gua e alimento por um periodo de

48h reduziu significativamente a atividades dessa enzima.
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Figura 2 Resumo das reacdes da biossintese de acido ascérbico. (Adaptado de DAVIS et al.
1991)

Um aspecto particular do acido ascorbico € a sua instabilidade. Como é
um &cido, a vitamina C é completamente dissociada em pH neutro e alcalino. E
muito suscetivel a destruicdo através da oxidacdo, e esse processo €
acelerado pelo calor e pela luz. Guilherme et al. (2009) observaram que esta

vitamina sofre alteracdes quando exposta a altas temperaturas por periodos



prolongados. O acido ascoérbico € a menos estavel de todas as vitaminas
(MCDOWELL, 2000).

Por ser altamente suscetivel a oxidacdo sob vérias condi¢des, algumas
técnicas, como o revestimento da forma cristalina com etilcelulose, aumentam
a estabilidade do acido ascérbico alimentar. (CREEL et al. 2001). Devido a
instabilidade da molécula do &cido ascorbico, novos componentes tém sido
utilizados na formulagcdo de racdo, principalmente na alimentacdo de
organismos aquaticos. O derivado fosforado ascorbil polifosfato, € uma das
fontes utilizadas na alimentacdo desses animais pela boa estabilidade
(FUJIMOTO e CARNEIRO, 2001). Trabalhando com galinhas poedeiras
Salvador et al. (2009) utilizaram ascorbil polifosfato como fonte de vitamina C
na suplementacédo da dieta de poedeiras e observaram que 100 ou 200mg/kg
em associacdo com o0 colecalciferol proporcionou uma melhor converséo
alimentar em poedeiras jovens e maior porcentual de gema dos ovos. Attia et
al. (2016) utilizaram acido ascorbico na forma de um produto estabilizado na
suplementacdo de poedeiras e verificaram efeito benéfico da suplementacéo,
juntamente com aminoacidos, no desempenho das aves.

A concentracdo de acido ascorbico em racfes sofre degradacdo
fotoquimica, sendo assim necessarios cuidados com o armazenamento de
racdes suplementadas com essa vitamina, dando prioridade aos ambientes
com baixa luminosidade (GUILHERME et al. 2009).

2.3 Acido ascérbico e sistema imunolégico

O sistema imunolégico possui interagcdes celulares e moleculares
complexas, que englobam respostas imunes, humoral e celular. Nessas
respostas os linfocitos sdo as linhas de células primarias e os anticorpos sao
produzidos apos contato inicial com antigenos (KHAN et al. 2012b). Em
humanos o efeito do acido ascorbico sobre o sistema imunolégico €
pronunciado sobre a resposta celular, esta vitamina estimula a proliferacdo de

células T em resposta a infeccdo (CHAMBIAL et al. 2013). Segundo Jeong et



al. (2011) isso ocorre porque o &cido ascoérbico impede a via que leva os
linfocitos T & apoptose. Esses autores verificaram que culturas de células
dendriticas de camundongos tratadas com acido ascoérbico apresentaram
secrecdo aumentadas de interleucina 12. Para esses autores o acido ascorbico
estimulou a atividade de células T devido o aumento da secrecdo de IL-12 e
assim direcionou os linfécitos T virgens a se diferenciarem em Th2.

Estudos com frangos de corte apontam que o &cido ascoérbico, além da
imunidade celular, também estimula a producéo de anticorpos, como puderam
observar Chand et al. (2014). Segundo esses autores, as aves que receberam
dieta suplementada com 300mg/kg de &cido ascoOrbico apresentaram um
aumento na média de titulos de anticorpos contra a doenca de Newcastle,
doenca infecciosa da bursa e bronquite Infecciosa. Segundo Khan et al.
(2012b), o acido ascorbico proporciona um aumento na resisténcia as doencas
devido a manutencdo da estabilidade das membranas dos leucdcitos o que é
fundamental para atividade fagocitica dos neutrofilos.

Segundo Anim-Amakye et al. (2000), a suplementagdo com 1.000mg/kg
de acido ascérbico na dieta de frangos de corte, por 31 dias, teve efeitos
benéficos sobre a resposta de anticorpos a vacinagdo contra a doenca
infecciosa bursal. As aves que receberam dieta suplementada e foram
desafiadas com uma cepa do virus com a doenca nao apresentaram sinais
clinicos e tiveram maiores titulos de anticorpos contra o virus causador da
doenca infecciosa bursal quando comparadas com aves do grupo controle.

Frangos de corte que receberam suplementacdo com 100mg/kg de
acido ascoérbico na racdo apresentaram maior nimero de linfocitos TCD4" e as
aves que receberam 200mg/kg apresentaram maiores titulos de anticorpos
contra doenca de gumboro e de Newcastle (LOHAKARE et al. 2005b). A
suplementacdo da dieta com &acido ascorbico e acido acetilsalicilico
proporcionou aumentodo peso relativo da bursa de Fabricius, timo e baco de
frangos de corte submetidos a estresse por calor (34-36°C nas 3 3, 42 e 52
semananas de criacdo) (NASEEM et al. 2005). Segundo esses autores o acido
ascorbico diminui os niveis de corticosteroides, 0s quais causam atrofia de

orgéos associados ao sistema imunoldégico.



2.4 Acido ascérbico na suplementacdo da dieta de frangos de corte

A suplementacéo da dieta de frangos de corte com acido ascoérbico pode
ser uma alternativa para melhorar caracteristicas de desempenho destes
animais, quando estdo submetidos a situagcdes de estresse como altas
temperaturas no ambiente de criacdo (SAHIN et al. 2002; SAHIN et al. 2003;
NASEEM et al. 2005).

Em paises tropicais a temperatura ambiente € um dos principais fatores
fisicos que influenciam caracteristicas de desempenho de frangos de corte
como eficiéncia alimentar e ganho de peso (KHAN et al. 2012a). Quinteiro-Filho
et al. (2010) verificaram que o estresse por calor (31+ 1 e 36 £ 1 ° C) aumentou
o nivel de corticosterona no soro, diminuiu a ingestdo de alimentos e o ganho
de peso em frangos de corte.

Varios estudos apontam que o &cido ascorbico melhora caracteristicas
de desempenho como consumo de ragdo, conversdo alimentar e ganho de
peso de frangos de corte (NASEEM et al. 2005; LOHAKARE et al. 2005a;
MALEBANE et al. 2010; CHAND et al. 2014). Lohakare et al. (2005b)
verificaram que a suplementacdo da dieta com 200mg/kg de acido ascorbico
exerceu efeito benéfico sobre caracteristicas de desempenho de frangos de
corte como ganho de peso e rendimento de carcaca. Segundo esses autores, 0
aumento do ganho de peso ocorreu devido ao aumento na digestibilidade dos
nutrientes, ja& a melhoria sobre o rendimento de carcaca se deu devido a
modulacdo da liberacdo de hormdnios corticosteroides que reduziu o
desequilibrio de eletrélitos e o catabolismo das reservas corporais o0 que
preveniu a desidratacao nas aves.

A suplementacdo de 300mg/kg de acido ascorbico na dieta promoveu
melhores indices de consumo de racdo, peso corporal e conversao alimentar
em frangos de corte (CHAND et al. 2014). Segundo esses autores, condi¢cdes
estressantes diminuem a producdo de anticorpos devido ao aumento na
secrecdo de corticosteroides. A suplementacdo da dieta com acido ascorbico

diminui a producdo destes horménios contribuindo desta maneira, para
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melhoria das caracteristicas de desempenho por proporcionar aumento no
consumo de ragéo.

Sahin et al. (2003), avaliaram o efeito de uma dieta suplementada com
400mg de cromo por quilo de racdo, e 250 mg/ de vitamina C por quilo de
racdo, sobre o desempenho de frangos de corte e observaram que tanto
separadamente como em combinacdo, houve aumento no ganho de peso
corporal, consumo de ragao, maior eficiéncia alimentar e melhor rendimento de
carcaca das aves. Segundo esses autores o acido ascoérbico aumenta a
degradacdo dos corticosteroides que sao liberados durante o estresse. Estes
hormdnios aceleram a degradacao de proteinas corporais e causa a supressao
da resposta imunologica em frangos de corte, inibem a migracdo de
granulécitos e mondcitos ao foco inflamatério e inibem a sintese de citocinas. A
secrecdo de glicocorticoides € uma resposta a hipertermia em animais, nas
aves, além deste efeito, 0 estresse por calor induz o catabolismo proteico
(FURUKAWA et al. 2016).

Malebane et al. (2010) verificaram que a suplementacdo com &acido
ascorbico melhorou caracteristicas de desempenho como conversao alimentar,
taxa de crescimento e peso vivo de frangos nas diferentes fases de criacéo.
Naseem et al. (2005) viram que a suplementacéo dietética com acido ascérbico
e acido acetilsalicilico em frangos de corte expostos a altas temperaturas
afetou beneficamente caracteristicas como eficiéncia alimentar e conversao
alimentar. Segundo Tuleun et al. (2010) a suplementacédo da dieta de frangos
de corte com acido ascorbico (250 mg/kg de racdo) juntamente com um
programa de iluminacdo continua (24horas de luz) melhorou o ganho de peso,
conversdo alimentar, e reduziu a gravidade de anomalias nas pernas e assim
auxiliou o crescimento dos pintinhos.

Segundo SAHIN et al. (2003) o modo de acdo do &cido ascorbico na
melhoria das caracteristicas de desempenho de frangos de corte pode ser
explicado pela modulagdo da liberacdo de hormdnios corticosteroides
reduzindo assim o catabolismo das reservas corporais das aves.

Na primeira semana de criagdo a suplementacdo da dieta com acido
ascorbico € interessante uma vez que pintinhos passam por um periodo de 36

a 48h entre o nascimento das aves até o alojamento, com restricdo hidrica e
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alimentar (HUSSEINY et al. 2008). Desta maneira, a suplementacdo nessa
fase de criacdo € importante para suprir as exigéncias desses animais o que
pode refletir no desempenho dos animais no periodo final de criagdo (VIEIRA,
2000).

O periodo de restricdo alimentar apdés a eclosdo, comum devido a
variagdo no tempo até o alojamento dos animais, esta associado com atraso no
desenvolvimento do trato gastrointestinal (BRAND et al. 2010) e também com
comprometimento do sistema imunologico (BAR-SHIRA et al. 2005). Além
disso, foi observado que a restricdo alimentar, por um periodo de 48h, diminui a
atividade da enzima L- gulonolactona oxidase responsavel pela etapa final da

conversao da glicose em acido ascérbico (HOOPER et al. 2000).

2.5 Estresse oxidativo e acdo antioxidante do acido ascorbico

As mitocondrias sdo organulos, presentes em todas as células
eucaridticas, possuem sistema duplo de membranas que delimita dois espacos
distintos, a matriz mitocondrial e 0 espaco intermembranas (Figura 3). Estes
organulos geram a energia na forma de moléculas de ATP e tém seu proprio
material genético (TAO et al. 2014). Realizam uma variedade de processos de
geracao de energia, tais como a fosforilagdo oxidativa, o ciclo de acido citrico e
a B-oxidacdo (ARCOA e SATRUSTEGUIA, 2005).

A fosforilacdo oxidativa resulta na producdo de moléculas de ATP e é
um processo essencial para a funcdo celular (FEDERICO et al. 2012). Além
disso, é responsavel por cerca de 90% da producéo de energia celular sendo o
restante derivado da glicdlise (PIEKARSKI et al. 2014). As mitocdndrias
também estdo envolvidas em varias atividades celulares como a apoptose,
crescimento e envelhecimento (BENARD et al. 2007).

A cadeia respiratoria mitocondrial é formada por um grupo de cinco
complexos enzimaticos situados na membrana mitocondrial interna, séo eles:
complexo | (NADH oxidoredutase-ubiquinona); complexo Il (succinato-

oxidorredutase ubiquinona); complexo Il (ubiquinol-citocromo c¢ oxidase
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redutase); complexo IV (citocromo c oxidase) e complexo V (ATP sintase)
(Figura 3). O complexo | catalisa a transferéncia de dois elétrons do NADH
para a ubiquinona (ou coenzima Q) formando-se NAD+ e ubiquinol. O
complexo 1l catalisa a transferéncia de dois elétrons do ubiquinol para o
citocromo ¢, o complexo IV catalisa a transferéncia de dois elétrons da forma
reduzida do citocromo C para o oxigénio (CHINNERY e SCHON, 2003).

O complexo Il possui subunidades para receber elétrons via FADH,. No
complexo V é onde ocorre a sintese de moléculas de ATP (HUTTEMANN et al.
2011). A integridade estrutural e funcional dos complexos da cadeia respiratoria
é importante para o bom funcionamento da mitocondria e consequentemente
para o fornecimento de energia para os varios processos celulares (IQBAL et
al. 2004).

Cofatores reduzidos (NADH e FADH;) sdo aceptores de elétrons do
metabolismo energético que doam elétrons para a cadeia respiratoria e a
energia derivada do transporte desses elétrons é utilizada para bombear
prétons (H*) para fora da matriz. O retorno desses protons a matriz é acoplado
a sintese de moléculas de ATP através da ATP sintase (BOTTJE e KONG,
2013).
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Membrana externa

Cadeia respiratoria
Matriz

4H* 4H* 2H° 3H*

A A A |
Poros de transicdo mitocondrial 2 UQ =~ 2 i
j _\ 2

e - -

Matriz —Sl 3 -

FADH? FAD 2
%0'+2H (0 ADP+P | ATP

Complex | Complex Il

Figura 3 Esquema da estutura mitocondrial com destaque para os complexos da cadeia
respiratoria (Adaptado de Davis e Williams, 2012).

As reacbes que ocorrem na cadeia respiratéria mitocondrial produzem
compostos como o anion superédxido (02°), o radical hidroxila (HO®), e o
peréxido de hidrogénio (H20,), os quais sdo denominados espécies reativas de
oxigénio também chamados de radicais livres. Esse termo refere-se a um
atomo ou molécula altamente reativos, que contém numero impar de elétrons
em sua Ultima camada eletrénica (SIES et al. 2005). Aproximadamente 2% a
5% do oxigénio metabolizado nas mitocéndrias é reduzido de forma univalente,
dando origem assim aos radicais livres (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

A adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio forma o radical
superoxido (O.+ e— O,°). Por um processo denominado dismutacéo, o radical
superéxido, ao receber ions de hidrogénio, gera peréxido de hidrogénio
(20,°+2H— H,0,), esta reacdo é catalisada pela superoxido dismutase. fons
ferro e cobre sdo muito ativos em reacbes de oxido-reducéo, e isto os torna
potentes catalisadores das reacOes de geracdo de radicais livres
especialmente, por meio das reacdes de Fenton, quando o H,O, reage com
fons ferro ou cobre que resultam na formacéo do radical hidroxila (Fe**/Cu* +

H,0, — OH® + OH + Fe*/Cu®") e Haber-Weiss, na qual tais fons também
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podem catalisar a reacdo entre peroxido de hidrogénio e radical superoxido
gerando, da mesma forma, o radical hidroxila (H,O2+ O,— OH® + OH + O),)
(BARBOSA et al. 2010).

Se ndo forem metabolizados pelas defesas antioxidantes os radicais
livres podem oxidar biomoléculas criticas como lipideos, proteinas e DNA
(BOTTJE et al. 2006). As reacbBes que dado origem a formacédo dos radicais
livres ocorrem fisiologicamente e, em condi¢cdes normais, ha um equilibrio entre
a formacdo de espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes. No
entanto, um desequilibrio nestas reacfes em situacdes patologicas, por
exemplo, resultam em estresse oxidativo, levando muitas vezes a apoptose e
morte celular (TURRENS, 2003; SIES et al. 2005; PIEKARSKI et al. 2014).

Antioxidantes sdo substancias que atrasam ou inibem os processos de
oxidacdo e assim protegem as células contra os efeitos dos radicais livres, eles
podem ser classificados em enzimaticos ou ndo enzimaticos. O sistema de
defesa enzimético compreende as enzimas superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, ja 0 ndo enzimatico € composto por substancias de acéo
antioxidante como vitaminas, minerais e compostos fendlicos (BARBOSA et al.
2010). O principal modo de acdo dos antioxidantes consiste na remocao de
iniciadores e propagadores dos radicais livres, esses compostos transferem
atomos de H, o que estabiliza os radicais livres deixando-os com baixa
reatividade (FELLENBERG e SPEISKY, 2006).

O acido ascorbico possui a capacidade de emitir elétrons em meio polar
e isto faz deste elemento um poderoso antioxidante ndo enzimatico (GETOFF,
2013b). Por ser soluvel em agua, o acido ascérbico capta radicais livres em
fluidos extracelulares, além disso, ele é fonte de elétrons e, portanto, pode doa-
los para os radicais hidroxila e superéxido (ADIKWU e DEO, 2013). O acido
ascorbico pode eliminar de forma direta os radicais livres ou inibir a sua
formacdo rapidamente. Além disso, pode agir no auxilio das defesas
antioxidantes enddgenas, assim ele protege o DNA das células e combate os
efeitos de toxinas (EL-GENDY et.al. 2010).

A concentragcdo de &cido ascorbico nos tecidos € diminuida pelo
estresse oxidativo, assim a suplementacdo da dieta com essa vitamina é

importante para frangos de corte a fim de proteger os tecidos contra os danos



15

de espécies reativas de oxigénio (BERZINA et al. 2013). Egbuniwe et al.
(2016) observaram efeito antioxidante do acido ascorbico em frangos de corte.
Os autores perceberam que as aves do grupo controle apresentaram menor
atividade das enzimas glutationa peroxidase e superoxido dismutase quando
comparadas aquelas que receberam a suplementacdo com 50mg/kg de acido
ascorbico na dieta.

Em resposta ao estresse oxidativo as células recorrem a reserva
bioenergética para aumentar a sintese de ATP via fosforilacdo oxidativa (HILL
et al. 2010). Segundo Cabezas et al. (2012) as mitocondrias sdo 0s principais
alvos deste processo, o qual provoca falha bioenergética através da ativacéo
de mecanismos diferentes e producdo de moléculas oxidativas. Aves
domésticas como frangos séo particularmente sensiveis ao estresse oxidativo
por serem selecionados para o grande desenvolvimento de musculos do peito
e taxas de crescimento mais rapidas (SIHVO et al. 2013).

Nos animais vivos, 0 estresse oxidativo constitui um mecanismo
importante que leva a danos bioldgicos, condi¢cdes patolégicas, e prejudica o
crescimento de frangos de corte (FELLENBERG e SPEISKY, 2006). Estudos
realizados com frangos de corte submetidos a altas temperaturas (34-35°C)
mostram que houve estresse oxidativo mitocondrial nestas condi¢des. Isto foi
verificado em células do masculo esquelético por Azad et al. (2010), e também
no tecido hepatico, onde ocorreu um aumento da atividade da enzima
superoxido dismutase e da peroxidacdo lipidica levando a diminuicdo da
atividade da cadeia respiratoria mitocondrial como visto por Yang et al. (2010).
Liang et al. (2015) avaliaram frangos de corte alimentados com 6leo de soja
moderadamente oxidado e puderam perceber que o crescimento, 0 consumo
de racéo, e o sistema imune de frangos jovens foram comprometidos devido ao
estresse oxidativo diante da dieta fornecida.

A funcéo mitocondrial pode ser estimada através da medida do consumo
de O, por polarografia (CAWTHON et al. 1999). Mitocondrias isoladas
apresentam o estdgio | da respiracdo celular, que representa 0 consumo
endogeno, apés a adicdo de um substrato energético como o succinato essas
organelas exibem um consumo de O, maior, este € o chamado estagio Il da

respiracdo. Apos todo o substrato ser consumido, adiciona-se (ADP) e inicia-se
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o estagio Ill, o qual é seguido de uma diminuicdo no consumo de O, que
representa o estagio IV da respiracado (BOTTJE et al. 2002; HONG et al. 2015;
MURPHY et al. 2015).

Uma disfuncdo mitocondrial pode causar impacto sobre o desempenho
de animais de producdo. Varios estudos mostram que ha uma relacdo entre
funcdo mitocondrial e eficiéncia alimentar em frangos de corte (BOTTJE et al.
2002; TINSLEY et al. 2010). Igbal et al. (2001) verificaram, que a disfuncéo
mitocondrial em células do pulméo estava associada ao estresse oxidativo em
frangos com sindrome de hipertenséao pulmonar. Ainda segundo esses autores,
as aves com resisténcia a esta sindrome apresentaram fosforilagdo oxidativa
mais eficiente em mitocondrias do pulm&o e um grau inferior de estresse
oxidativo.

Um estudo realizado por Bottje et al. (2002) mostrou haver uma ligagéao
entre funcdo mitocondrial e a expressédo fenotipica de eficiéncia alimentar em
animais de uma mesma linhagem. Segundo esses autores, o acoplamento da
cadeia respiratoria foi inferior em aves com baixa eficiéncia alimentar devido a
baixa atividade dos complexos | e |l da cadeia respiratdria. Igbal et al. (2005)
avaliaram células hepaticas e verificaram que houve evidéncia para a
associacado da funcdo mitocondrial com eficiéncia alimentar, indicando assim
um efeito negativo do estresse oxidativo sobre esta caracteristica de
desempenho.

A disfungdo mitocondrial em frangos de corte foi relatada ainda no
estresse por calor no ambiente de criacdo (HUANG et al. 2015) e com a
utilizacdo de doses excessivas de cobre (Cu®) na dieta (SU et al. 2011). No
entanto, Acetoze et al. (2016) utilizaram niveis de cobre e zinco acima dos
recomendados, e n&o observaram efeito sobre o consumo de oxigénio

mitocondrial de células hepaticas.
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CAPITULO 1 - ACIDO ASCQRBICO AUMENTA O METABOLISMO
MITOCONDRIAL HEPATICO DE FRANGOS DE CORTE

Artigo a ser Submetido ao Periddico Research Veterinary in Science, Qualis A2

na Area de Zootecnia.

RESUMO: O &cido ascoérbico ou vitamina C reduzida esta envolvido em muitas
funcdes essenciais no organismo. Essa vitamina tem sido utilizada na
suplementacdo de dietas de frangos de corte com objetivo de melhorar as
caracteristicas de desempenho desses animais principalmente em situacdes de
estresse. E capaz de eliminar radicais livres que sdo gerados em varios
processos fisioldgicos como a respiracdo celular. O acumulo dessas moléculas
pode debilitar o sistema de defesa dos animais e causar estresse oxidativo o
gue compromete as funcdes celulares. As mitocéndrias sdo os principais alvos
do estresse oxidativo e uma disfuncdo mitocondrial pode causar impacto sobre
o desempenho de animais de producdo. O objetivo deste trabalho consistiu em
avaliar o efeito da suplementacdo de acido ascoérbico protegido, sobre
caracteristicas de desempenho, biometria e metabolismo mitocondrial de
células hepéticas de frangos de corte. Foram utilizados 832 pintos de 1 dia de
idade, machos da linhagem Cobb-500 os quais foram alojados em um galpao
experimental dividido em 32 boxes. Foi adotado um delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos (0; 2,5; 5 e 10 mg/kg de suplementacdo de
acido ascérbico protegido nas dietas, na fase pré-inicial de criacdo) e 08
repeticdes. A repeticdo foi constituida por 26 aves. Avaliou-se o consumo de
racdo (CR), ganho de peso (GP), e conversdo alimentar (CA). Além da
viabilidade, peso e biometria de 6rgdos e anexos digestivos, além do
metabolismo mitocondrial. Os resultados mostraram que a suplementacéo de
dietas com &cido ascorbico, realizada na fase pré-inicial de criacdo (1-10 dias
de idade) exerceu efeito benéfico em caracteristicas como ganho de peso e
conversdo alimentar, na fase inicial de criacdo (até 21 dias de idade). A
suplementacdo com acido ascorbico ndo influenciou a biometria de visceras
(baco, bolsa cloacal e coracdo) e do trato digestorio (intestino delgado,
pancreas e figado). Foi observado que as aves alimentadas com racdes
suplementadas com 10mg/kg de acido ascorbico apresentaram maior consumo
de oxigénio mitocondrial no tecido hepatico apdés estimulo com substrato
energeético (succinato). Assim pode-se concluir que a utilizacdo de &cido
ascorbico protegido em dietas, na fase pré-inicial pode melhorar o metabolismo
mitocondrial hepético e também o desempenho frangos de corte.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, frango de corte, mitocondria,
suplementacao, vitamina C
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1. INTRODUCAO

O &cido ascorbico também conhecido como vitamina C esta envolvido
em muitas funcdes essenciais no organismo como a sintese de colageno e
carnitina, além do metabolismo da vitamina D3 (Chambial et al. 2013). Essa
vitamina é um forte agente redutor e por isso € facilmente oxidado a &cido
dehidroascorbico, em uma reacéo reversivel (Hacisevki, 2009). Isso faz com
que essa molécula seja suscetivel a oxidacdo tornando-a instavel
principalmente na presenca de alta temperatura, oxigénio, luz e meio alcalino
(Chambial et al. 2013).

A vitamina C tem sido utilizada na suplementacao de dietas de frangos
de corte, com objetivo de diminuir os efeitos negativos causados em
decorréncia de altas temperaturas no ambiente de criacdo (Sahin et al. 2002;
Naseem et al. 2005). O acido ascorbico modula a liberagédo de corticosteroides
e atua diminuindo os niveis desses horménios no organismo. Dessa forma
essa vitamina € capaz de melhorar as caracteristicas de desempenho de
frangos de corte, pois auxilia na reducéo do catabolismo das reservas corporais
das aves (Pardue et al. 1985; Sahin et al. 2002; Sahin et al. 2003).

Apesar de serem capazes de sintetizar o acido ascérbico, frangos de
corte apresentam uma limitacdo na producdo dessa vitamina em condi¢cdes de
estresse como fome, doencas infecciosas e alta temperatura ambiental.
Nessas situacfes, 0s niveis de acido ascorbico dessas aves podem se esgotar
comprometendo assim o desenvolvimento (Anim-Amakye et al. 2000).

Em aves jovens esse problema torna-se mais grave uma vez que
possuem a capacidade limitada de sintese de &cido ascérbico (Chand et al.
2014). Além disso, na primeira semana de vida, frangos de corte passam por
situacOes de estresse (transporte, vacinacdo, adaptacdo hidrica e alimentar)
que fazem com que a sintese dessa vitamina fique mais prejudicada (Vieira,
2000).

No campo, € comum um jejum de até 72h apéds a eclosdo, devido ao
alojamento dos animais, 0 que esta associado com atraso no desenvolvimento
do trato gastrointestinal (Brand et al. 2010) e com o comprometimento do

desenvolvimento do sistema imunoldgico (Bar Shira et al. 2005). Por fim, sabe-
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se gue a restricdo alimentar por um periodo de 48h diminui a atividade da
enzima L-gulonolactona oxidase, que € responsavel pela etapa final na
converséao da glicose em acido L-ascorbico (Hooper et al. 2000).

Os efeitos do acido ascoérbico no metabolismo se devem em grande
parte a sua capacidade de ceder elétrons o que a torna um eficiente
antioxidante (Getoff, 2013). Assim essa vitamina é capaz de eliminar radicais
livres (Chambial et al. 2013) que sdo gerados em Varios processos fisiologicos
como a respiracdo celular (Bottje et. al 2013) e endocitose (Maggini et al.
2007). Sabe-se que o acumulo de radicais livres pode debilitar o sistema
imunoldgico dos animais (Zhang et al. 2011) e que o excesso de radicais livres
causa estresse oxidativo o qual pode comprometer as funcdes celulares, a
homeostase do organismo e consequentemente o desempenho animal
(Piekarski et al. 2014).

As mitocOndrias sdo os principais alvos do estresse oxidativo (Cabezas
et al. 2012). Visto que uma disfuncéo mitocondrial pode causar impacto sobre o
desempenho de animais de producdo e que Vvarios estudos apontam uma
relacdo entre funcdo mitocondrial e eficiéncia alimentar em frangos de corte
(Bottje et al. 2002; Tinsley et al. 2010). Diante disso, objetivo deste trabalho
consistiu em avaliar o efeito da suplementacdo de acido ascérbico sobre
caracteristicas de desempenho, biometria e no metabolismo de mitocéndrias

isoladas de células do figado de frangos de corte.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento e tratamentos experimentais

Todos os procedimentos realizados com 0s animais atenderam ao
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e ao
Conselho Nacional e Internacional de Medicina Veterinaria (protocolo
23007.015982/2016-45). Foi adotado um delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 8 repeti¢cdes. Os tratamentos avaliados, foram

4 niveis (0; 2,5; 5 e10mg/kg) de acido ascorbico na forma de uma molécula
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protegida de 5% de acido ascorbico polietoxilado (produto comercial Medivita C

Premix) nas ragdes, na fase de 1 a 10 dias.

2.2 Animais e instalacoes

Foram utilizados 832 pintinhos com um dia de idade da linhagem Cobb-
500. As aves foram obtidas de incubatério comercial localizado a cerca de
2.000 Km de distancia do local do aviario simulando condi¢cdes de atraso para
alojamento. Tais condigOes ainda séo corrigueiras em cidades com granjas
comerciais distantes dos incubatérios. As aves foram alojadas, até o periodo de
21 dias de idade, em um galpdo experimental dividido em 32 boxes com
dimensdes de 1,55 X 1,66 m. Cada box (parcela experimental) foi composto
por 26 aves (10,11 ave/m?) . Em cada box foram distribuidos um bebedouro
pendular e um comedouro tubular e cama de maravalha (primeiro ciclo de uso).
O aquecimento na fase inicial foi realizado através de campanulas com
lampadas infra-vermelho (150 watts) individuais. Foi feito uso de cortinas
laterais para auxiliar na manutencao da temperatura dentro da faixa de conforto
das aves jovens, além de favorecer a ventilacdo do galpdo apds a fase de
aguecimento. Foi utilizado um programa com 23 horas de luz na primeira
semana e 12 horas de luz na segunda e terceira semana de criacdo, das aves.
As condicbes de temperatura e umidade relativa do ar no ambiente de criagéo
foram monitoradas diariamente e foi registrada uma temperatura média de

29,4°C e umidade relativa do ar média de 48%.

2.3 Dietas e manejo experimental

As aves foram alimentadas com ragGes a base de milho, farelo de soja e
com suplementacdo de fitase (500 U/kg de racédo e reducdo em 0,1 ponto
porcentual para fésforo disponivel e calcio), seguindo um programa alimentar
com racdes pré-inicial (1-10 dias) e inicial (11-21 dias) de acordo com as

recomendacdes nutricionais preconizadas para a linhagem. A suplementacao
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de acido ascorbico (niveis) nas racfes foi efetuada na fase pré-inicial visando
avaliar principalmente o potencial da vitamina em amenizar o estresse de
alojamento em dias iniciais de criacdo. As aves tiveram livre acesso a agua e
as racles, as quais tiveram composicdo nutricional e de ingredientes
semelhantes (com excecdo dos niveis de acido ascorbico avaliados) em todas

as fases sendo assim isonutritivas (Tabela 1).

Tabela 1. Formulacdo e composi¢éo nutricional das racdes experimentais.
Fases de criacéo

INGREDIENTES Pré-inicial (1-10 dias) Inicial (11-22 dias)
Milho 56,789 62,541
Farelo de Soja 37,571 32,860
Oleo de Soja 2,183 2,392
Fosfato bicalcico 1,089 0,979
Calcério 0,933 0,887
Sal 0,503 0,482
Metionina MHA 84% 0,353 0,299
L-Lisina HCL 78% 0,181 0,169
L-Treonina 98% 0,010 -
Premix Minerais® 0,050 0,050
Premix Vitaminas® 0,120 0,100
Cloreto Colina 60% 0,096 0,096
Enramicina 8% 0,010 0,010
Narasina 10% 0,050 0,070
Cobre organico® 0,020 0,020
Fitase (10.000U/g) 0,005 0,005
Inerte+Tratamento 0,040 0,040
Total 100,00 100,00
Proteina Bruta (%) 21,80 20,00
EMAnN (Kcal/kg) 2980 3050
Célcio (%) 0,90 0,84
Fasforo Disp. (%) 0,45 0,42
Sodio (%) 0,23 0,22
Lisina dig (%) 1,32 1,19
Met+Cis (%) 0,98 0,89
Treonina (%) 0,86 0,78
Triptofano (%) 0,27 0,24

! Enriquecimento de vitaminas por kg de ra¢&o: vitamina A — 10.800 Ul; vitamina D3 — 3.000 Ul; vitamina E — 24 UI;
vitamina K3 — 3,0 mg; vitamina B1 — 1,8 mg; vitamina B2 — 7,2 mg; vitamina B6 — 3,6 mg; vitamina B12 — 14,4 ug;
acido pantoténico — 14,4 mg; niacina — 30 mg; acido félico — 0,96 mg; biotina - 0,072 mg.

2 Enriquecimento de microminerais por kg de racdo: cobre — 10,0 mg; ferro — 50 mg; lodo — 1,0 mg; manganés — 80
mg; selénio — 0,3 mg e zinco — 50mg.

3Mintrex cobre 200g/t rac&o usado como AMD (foi considerada na nutricéo a contribuigdo de metionina).
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2.4 Caracteristicas avaliadas

2.4.1 Biometria e desempenho

Aos 10 dias de idade, 32 aves (uma por parcela), foram selecionadas de
maneira a representar o peso médio do grupo (peso médio * 2%) e
eutanasiadas por deslocamento cervical, para mensuragédo de peso e biometria
de oOrgdos e anexos digestivos (tamanho e peso de bursa, peso de baco,
tamanho e peso de intestino delgado, peso do coracdo, de pancreas e de
figado). As caracteristicas de desempenho avaliadas foram ganho de peso
(GP), consumo de racao (CR) e conversao alimentar (CA), nos periodos de 1 a
10 e de 1 a 21 dias. O ganho de peso foi determinado através da pesagem das
aves no inicio e fim de cada um dos periodos experimentais. A partir dos dados
de consumo de racdo e ganho de peso foi calculada a converséo alimentar. A
taxa de sobrevivéncia ou viabilidade de criagéo foi determinada aos 21 dias de
criagéo subtraindo-se a mortalidade verificada em cada parcela

2.4.2 Consumo de oxigénio mitocondrial hepatico

O metabolismo mitocondrial foi medido com a utilizagdo de 24 aves (seis
de cada tratamento), que foram eutanasiadas aos 21 dias por deslocamento
cervical Imediatamente apds a eutanasia, foi coletado o figado identificado e
colocado em solucdo tampdo de sacarose (25 x102M, pH 7,4 a 4°C). Os
tecidos foram entdo homogeneizados na solugcdo tampao e passaram por

centrifugacéo fracionada a 4°C para separacao dos componentes (Figura 1).
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CENTRIFUGAGAO
(900g - 10 min.)

SEDIMENTO | SOBRENADANTE |
(Desprezado)

CENTRIFUGAGAO
(1.500g - 10 min.)

SEDIMENTO 11 SOBRENADANTE 11

(Desprezado)

CENTRIFUGAGAO
(12.000g —20 min.)

SEDIMENTO 111 SOBRENADANTE 11l
(Fragdo rica em mitocondrias) (Desprezado)

Figura 4 Esquema de centrifugacdo dos componentes para obtencdo da fragéo rica em
mitocéndrias (Adaptado RODRIGUES et al. 2007).

Apbs este procedimento o consumo de oxigénio foi medido utilizando um
eletrodo tipo Clark, a 37°C em 3,0 mL de meio reacional (2,8 mL de suspenséao
mitocondrial e 0,2 mL de succinato de sédio, 3,3 x 10°M). Para isto, cada
sedimento obtido da centrifugacdo em 12.000xg (rico em mitocondrias) foi
ressuspenso no mesmo volume do homogeneizado inicial, usando a solucdo
tamponada de sacarose (25 x10°M, pH 7,4 a 4°C). As proteinas totais de cada
amostra foram dosadas pela técnica de Lowry modificada por Komsa-Penkova
et al. (1996), e a atividade respiratoria mitocondrial expressa em nanolitros de

oxigénio consumidos, por miligrama de proteinas totais, por minuto.

3. Andlises estatisticas

As caracteristicas de desempenho foram analisadas por meio de
regresséo polinomial. O metabolismo mitocondrial foi submetido a anélise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey, para verificar diferencas entre
as meédias dos tratamentos. As andlises atenderam as suposi¢cdes dos modelos
em que os residuos foram normalmente distribuidos e independentes. Todas
as analises foram realizadas por meio do procedimento GLM do SAS. Adotou-

se o nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas de desempenho e biometria

Os valores para as variaveis de desempenho ao final dos periodos de 1
a 10 e 1 a 21 dias em funcédo do nivel de acido ascorbico das racées (0; 2,5; 5

e10mg/kg) sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Caracteristicas de desempenho nos diferentes niveis de &cido ascorbico avaliados.
Consumo de racao (CR); Ganho de peso (GP); Conversao alimentar (CA) e Viabilidade (VB %)

Nivel de acido ascoérbico (mg/kg) Regresséao (p-valor)
0 2,5 5 10 EPM* Linear Quadratico
Caracteristicas Fase pré-inicial (1-10 dias)
CR (g/ave) 317 308 313 318 0,0017 0,486 0,089
GP (g/ave) 271 272 279 275 0,0013 0,188 0,152
CA 1,170 1,134 1,121 1,155 0,0049 0,422 <0,001
Fase inicial (1-22 dias)
CR (g/ave) 1385 1383 1389 1378 0,0040 0,576 0,595
GP (g/ave) 1037 1038 1060 1039 0,0035 0,619 <0,005
CA 1,336 1,333 1,310 1,326 0,0033 0,146 <0,005
VB% 98,55 97,61 97,59 98,55 0,3855 0,843 0,253

" Erro Padrdo da Média

O consumo de racéo e ganho de peso dos pintos de corte durante a fase
pré-inicial (1 a 10 dias) ndo foram influenciados pelo nivel de acido ascoérbico
protegido (vitamina C) nas ra¢des. Por outro lado, houve efeito quadratico dos
niveis crescentes de &cido ascoérbico que influenciaram significativamente a
conversdo alimentar das aves (CA: Y = 1,1762 -0,0189 + 0,0015 X*> R? =
81,44). O ajuste quadratico dos resultados demonstra que o nivel estimado de
6,3 mg/kg é o que representa uma melhor conversao alimentar correspondente
ao valor de 1,118.

N&o houve efeito do nivel de acido ascorbico da racéo sobre o diametro
e peso relativo da bolsa cloacal, peso relativo do baco ou do coracdo aos 10
dias de idade (Tabela 3). Assim como nao foi observada variagdo significativa
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para o comprimento relativo do intestino delgado, nem para o peso relativo dos
orgdos do trato digestorio (intestino, figado e pancreas) em resposta a

suplementacao na fase pré-inicial (Tabela 4).

Tabela 3 Diametro (DBC) e peso relativo da bolsa cloacal (PRBC), peso relativo do baco (PRB)
e do coracdo (PRC) de frangos de corte submetidos a racdes com niveis crescentes de
vitamina C protegida (10 dias de idade)

Nivel de acido ascorbico (mg/kg) Regressao (p-valor)

Caracteristicas EPM*

0 2,5 5 10 Linear Quadratico
DBC (mm) 10,71 11,11 10,71 11,91 0,2855 0,170 0,543
PRBC (%) 0,192 0,196 0,182 0,224 0,0083 0,185 0,304
PRB (%) 0,078 0,081 0,078 0,075 0,0036 0,689 0,732
PRC (%) 0,719 0,769 0,759 0,769 0,0156 0,380 0,513

Y Erro Padrdo da Média

Tabela 4 Tamanho relativo (TRID) e peso relativo do intestino delgado (PRID), peso relativo do
figado (PRF) e pancreas (PRP) de frangos de corte submetidos a ra¢des com niveis crescentes
de vitamina C protegida (10 dias de idade)

Nivel de acido ascoérbico (mg/kg) Regresséao (p-valor)

Caracteristicas EPM!

0 2,5 5 10 Linear Quadratico
TRID (cm/kQ) 300,2 285,8 287,0 290,6 3,9611 0,557 0,261
PRID (%) 511 4,81 4,90 5,00 0,0925 0,894 0,328
PRF (%) 4,12 4,10 3,99 3,98 0,0594 0,343 0,776
PRP (%) 0,404 0,348 0,378 0,391 0,0115 0,920 0,209

" Erro Padrdo da Média

No periodo de 1 a 21 dias nao foi verificada variacdo significativa do
consumo de racdo (CR) em funcéo dos diferentes niveis de acido ascoérbico
suplementados na fase pré-inicial (1 a 10 dias) quando considerado o periodo
acumulado (fase pré-inicial + fase inicial de criacdo). Ja o ganho de peso (GP)
e a conversao alimentar (CA) apresentaram influéncia significativa com o
aumento dos niveis de acido ascorbico com efeito quadratico (GP: Y =1,0346 +
0,0047 - 0,0004 X* R? =59,74 e CA: Y = 1,3377 -0,0080 + 0,0006X* R®
=68,24). Diante disso, ap6s ajuste quadratico, estima-se que os melhores
niveis de acido ascorbico protegido sejam os de 5,3 e 6,6mg/kg,
respectivamente para maior GP e melhor CA dos frangos, ao final do ciclo de

criacao (21 dias de idade).
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4.2 Consumo de Oxigénio

O consumo de oxigénio foi avaliado com e sem substrato energético
(succinato de sodio). Os resultados mostraram que o consumo enddgeno foi
menor quando comparado com o consumo estimulado com succinato em todos
os tratamentos. Os animais que receberam as dietas suplementadas com
2,5mg/kg de &cido ascoérbico apresentaram maior consumo de oxigénio apos a
adicdo de substrato quando comparados com os demais tratamentos (Figura
5).
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Figura 5 Consumo de oxigénio de mitocondrias de figado de frangos de corte que receberam
dietas suplementadas com A&cido ascoérbico, Consumo Endégeno (CE) e Consumo com
Substrato (CS).

5. DISCUSSAO

No presente estudo a suplementacdo da dieta de frangos de corte com
acido ascorbico na fase pré-inicial (1 a 10 dias) exerceu efeito positivo sobre a

conversdo alimentar nesse periodo de criacdo e sobre o ganho de peso e
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conversdo alimentar no periodo inicial de criacdo (1-21 dias). Além disso,
influenciou de forma positiva 0 consumo de oxigénio apds a adicao de
succinato de sédio como substrato energético.

No periodo pré-inicial de criacdo (1-10 dias) ndo houve efeito nas
caracteristicas como consumo de racdo e ganho de peso. Diferente dos
resultados obtidos por Lohakare et al. (2005) os quais perceberam que a
suplementacao da dieta com niveis de acido ascorbico entre de até 200mg/kg
exerceu efeito benéfico sobre o ganho de peso de frangos nas primeiras
semanas de criacao.

Segundo Lohakare et al. (2005) € comum o aumento do consumo de
racdo em aves que recebem dieta suplementada com acido ascorbico sob
condicles estressantes em ambientes de producdo comercial. Além disso, os
autores afirmam que a suplementacdo com acido ascoOrbico na primeira
semana de vida é benéfica devido a limitacdo na sintese dessa vitamina
durante essa fase da ave.

O efeito observado na conversédo alimentar na fase pré-inicial nesse
trabalho difere daqueles observados por Souza et al. (2011) e por Lohakare et
al. (2004). Souza et al. (2011) utilizaram uma dose maior de acido ascorbico na
suplementacao da dieta, enquanto que Lokahare et al. (2004), utilizaram niveis
semelhantes, de acido ascérbico, aos utilizados no presente estudo e ambos
nao encontraram resposta significativa para essa caracteristica.

O efeito positivo na conversdo alimentar pode ter ocorrido devido as
condi¢cbes de criagdo. Ao comparar a temperatura no ambiente de criagcdo do
presente estudo com aguelas utilizadas por Souza et al. (2011) e por Lokahare
et al. (2004), observa-se uma média menor de temperatura. Além disso, 0
acido ascorbico utilizado no presente estudo € uma fonte protegida (ascérbico
polietoxilado) o que confere uma maior estabilidade a molécula dessa vitamina
preservando seu efeito antioxidante por um periodo maior.

Lohakare et al. (2005) observaram que o acido ascoOrbico proporcionou
aumento do ganho de peso nas primeiras semanas de criacdo. Os autores
observaram também que os animais que receberam dieta suplementada com
acido ascorbico apresentaram maior digestibilidade dos nutrientes e sugerem

gue isso culminou no aumento do ganho de peso, no entanto os autores
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afirmam nao haver justificativa para o aumento na digestibilidade dos nutrientes
guando a vitamina C foi adicionada a dieta.

Esses autores relataram ainda que isso ocorreu devido ao fato das aves
jovens apresentarem uma limitacdo na sintese de acido ascorbico. Além disso,
situacdes estressantes, como as que sao frequentes nas primeiras semanas de
alojamento, podem limitar a sintese e o metabolismo do &cido ascérbico em
frangos de corte. Por isso a suplementagcdo com essa vitamina durante essa
fase proporcionou beneficios ao metabolismo das aves o que refletiu como
melhor ganho de peso.

O consumo de ra¢éo néo foi influenciado pelos diferentes niveis de acido
ascorbico suplementados na primeira semana de vida quando considerado o
periodo de criacdo de 1 a 21 dias. No entanto, o ganho de peso e a conversao
alimentar das aves foram influenciados significativamente. Esses resultados
diferem dos encontrados por Souza et al. (2011), os quais nao verificaram 0
efeito do acido ascorbico no periodo de 1 a 21 dias no consumo de racao,
ganho de peso e conversao alimentar, quando utilizaram 230mg/kg de acido
ascorbico na suplementacao.

Os resultados obtidos para o periodo de 1 a 21 dias, se assemelham aos
descritos por Sahin et al. (2003), que ao suplementarem com 250mg/kg de
acido ascorbico, observaram efeitos positivos sobre o ganho de peso e
conversdo alimentar de frangos de corte mantidos em alta temperatura neste
periodo de criacdo. Provavelmente os efeitos da suplementagcdo com &cido
ascorbico na fase pré-inicial se refletiram no periodo de 1-21 dias. Ao realizar o
ajuste quadratico os valores de 5,3 mg/kg e 6,6mg/kg de acido ascérbico foram
estimados para ganho de peso e conversao alimentar respectivamente, sendo
assim 0s niveis recomendados para otimizar essas caracteristicas de
desempenho considerando a protecado da molécula que foi utilizada.

A biometria das visceras do tecido linfoide reflete a capacidade do
organismo de produzir células linfoides durante uma resposta imune (Ribeiro et
al. 2008). O aumento do peso relativo das visceras € atribuido a possivel agéo
na reducao da sintese de corticosterona, um efeito da acéo do acido ascorbico
(Sahin et al. 2003). A andlise das visceras néo confirmaram efeitos da

suplementacdo com acido ascorbico sobre o peso dos 6rgaos linfoide aos 10
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dias de idade. Chand et al. (2014) verificaram um aumento do peso da bursa e
do baco. Entretanto esses autores suplementaram a dieta com 300mg/kg de
acido ascorbico o que pode ter promovido essa diferenca de resposta. Souza et
al. (2011) também nao verificaram diferenca no peso do baco ao suplementar a
dieta com 230mg/kg. O que levanta a questdo de qual seria a quantidade
necesséria de &cido ascoérbico para obtencdo de um efeito benéfico dessa
suplementacao na biometria de visceras.

Em frangos de corte o metabolismo mitocondrial tem de ser eficiente
para suprir a demanda energética necessaria ao rapido crescimento desses
animais (Cawthon et al. 1999). Uma deficiéncia na fungdo mitocondrial pode
limitar a absor¢do de nutrientes e diminuir a capacidade de conversao
alimentar (Ojano-Dirain et al. 2004). Estudos demonstram que o consumo de
O, é maior em mitocondrias de frangos de corte que apresentam melhores
indices de eficiéncia alimentar (Bottje et al. 2002; Cawthon et al. 1999; Igbal et
al. 2004, Igbal et al. 2005).

A funcdo mitocondrial é avaliada através do monitoramento do consumo
de oxigénio de mitocondrias isoladas (Cawthon et al. 1999). O efeito da
suplementacdo com Aacido ascoérbico sobre o metabolismo mitocondrial de
frangos de corte € pouco conhecido. No presente estudo como esperado, foi
observado um aumento no consumo de oxigénio apds a adicdo de succinato.
Isso demonstra a integridade das mitocéndrias do figado desses animais sob
estimulo apos a suplementacdo de &cido ascérbico na dieta. (Cawthon et al.
1999; Bottje et al. 2013).

Aos 21 dias de idade, os frangos que receberam a suplementacdo com
2,5mg/kg de acido ascorbico, apresentaram maior consumo de oxigénio, apdés
a adicao de substrato energético, em mitocondrias hepdaticas. Diante disso,
sugere-se que a suplementacdo de acido ascorbico protegido em dietas de
frangos de corte nessa dose na fase pré-inicial de criacdo seja benéfica ao
metabolismo mitocondrial das células hepaticas. Entretanto esse
comportamento nao foi observado com as demais doses nessa fase de
crescimento. Isso indica que existe a necessidade de mais estudos para

verificar o comportamento mitocondrial em diferentes fases de crescimento a
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fim de definir a dose dessa vitamina para uma resposta mitocondrial mais

eficiente.

6. CONCLUSAO

O é&cido ascorbico administrado na dieta de frangos de corte na fase pré-
inicial (1-10 dias) € benéfico ao metabolismo mitocondrial na dose de 2,5mg/kg
aos 21 dias de idade e para as caracteristicas de desempenho como
conversdo alimentar (1-10 dias e 1-21 dias) e ganho de peso (1-21 dias)

guando administrado na dose de 5mg/kg.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O &cido ascorbico administrado em doses inferiores aquelas observadas na
literatura, e apenas no periodo pré-inicial de criacao (1-10 dias), foi capaz de
melhorar caracteristicas de desempenho como converséo alimentar.

A fonte da vitamina utilizada no presente estudo consiste em uma forma
protegida da molécula, confereriu maior estabilidade ao produto resultando em
respostas bioldgicas promissoras a criacdo na fase estudada.

Quando observado o periodo total de criacdo ndo houve nenhuma
diferenca nas caracteristicas de desempenho dos animais nem no rendimento
de carcaca e cortes. Possivelmente isso ocorreu devido a utilizacdo dessa
vitamina somente na fase pré-inicial o que nao foi suficiente para causar efeito
residual.

Com relagdo ao metabolismo mitocondrial hepatico foi observado maior
consumo de oxigénio quando a respiracao foi estimulada com succinato de
sédio o que indica que a suplementacdo de acido ascoérbico seja benéfica ao
metabolismo de mitocdndrias isoladas de figado de frangos de corte.

Os resultados referentes ao metabolismo mitocondrial indicam que é
necessaria a realizacdo de mais estudos a fim de observar o metabolismo
mitocondrial nas diferentes fases de crescimento dos animais para assim
definir a dose de &cido ascoérbico necessaria para uma resposta mitocondrial

mais eficiente.
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INFORMACOES COMPLEMENTARES

RESULTADOS DO PERIODO TOTAL DE CRIAGAO (1- 40 dias)

Tabela Caracteristicas de desempenho nos diferentes niveis de acido ascérbico avaliados.
Consumo de racdo (CR); Ganho de peso (GP) e Conversao alimentar (CA) e viabilidade (VB%)

no periodo final de criagéo

Nivel de acido ascoérbico (mg/kg)

Regresséao (p-valor)

0 2,5 5 10 EPM* Linear Quadratico
Caracteristicas Fase pré-inicial (1-39 dias)
CR (g/ave) 3965 4014 3964 3958 0,0182 0,644 0,639
GP (g/ave) 2483 2522 2498 2506 0,0146 0,774 0,674
CA 1,597 1,592 1,587 1,580 0,0046 0,185 0,902
VB% 97,60 96,65 96,15 96,63 0,4916 0,055 0,412

(1) Erfo padrao da media

Tabela Rendimento de carcaca (RC), rendimento de peito (RP),

rendimento de

coxat+sobrecoxa (RCS) e gordura abdominal (GA) de frangos de corte submetidos a racdes
com niveis crescentes de vitamina C protegida (39 dias de idade)

Nivel de acido ascoérbico (mg/kg)

EPM?

Regresséao (p-valor)

0 25 5 10 Linear Quadratico
Caracteristicas Fase pré-inicial (1-10 dias)
RC (%) 78,79 77,91 78,88 79,31 0,2611 0,236 0,407
RP (%) 36,87 34,79 36,16 34,34 0,3872 0,052 0,879
RCSC (%) 28,24 28,43 28,27 27,11 0,3173 0,168 0,411
GA (%) 1,57 1,56 1,65 1,73 0,0612 0,311 0,929

(1) Erro padrao da media



