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CRUZ, JM.C. L-Triptofano em rac6es de galinhas poedeiras em muda for¢cada. 2015. 99
f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2015.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das inclusdes de L-triptofano (L-Trp) na ra¢ao
de muda, sobre o desempenho produtivo, qualidade dos ovos, pardmetros hematoldgicos e
histologia do bago de galinhas poedeiras durante a muda for¢ada e no periodo pés-muda. Um
total de 160 galinhas poedeiras Leghorn brancas com 100 semanas de idade foram submetidas
a um programa de muda forcada de 42 dias e a um segundo ciclo de postura de 112 dias. Nos
primeiros 17 dias da muda os tratamentos experimentais consistiram de cinco ragdes,
caracterizadas por uma ragdo basal-1 com quatro inclusdes de L-Trp (0,043, 0,086, 0,129 ¢
0,172%), totalizando ragdes com 0,110; 0,152; 0,195; 0,238 e 0,280% de triptofano digestivel,
fornecidas na quantidade de 60g/ave/dia. Do 18° ao 42° dias da muda os tratamentos
consistiram de uma racao basal-2 com as mesmas inclusdes de L-Trp, totalizando ragdes com
0,120; 0,162; 0,205; 0,248 ¢ 0,290% de triptofano digestivel, fornecidas na quantidade de
100g/ave/dia. A partir do 43° dia as poedeiras foram alimentadas a vontade com uma mesma
racdo de postura. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes de 8 aves cada. Os tratamentos experimentais ndo tiveram efeitos na mortalidade,
peso corporal, nimero de dias para parada de postura (PP), nimero de dias para retorno a
postura (RP), desempenho produtivo, qualidade dos ovos, glicemia e parametros do
eritrograma durante a muda for¢cada e no segundo ciclo de postura. As inclusdes de L-Trp
mantiveram os valores de leucocitos e de linfocitos durante a muda semelhantes aos valores
do Dia 0 (DO — Testemunha), ndo havendo efeito dos tratamentos sobre estes dois parametros
no segundo ciclo de postura. Nao houve efeito dos tratamentos experimentais sobre a relacao
heterofilo:linfocito durante a muda, havendo redugdo significativa dos valores deste
parametro no segundo ciclo de postura para as inclusdes de 0,086; 0,129 e 0,172% de
inclusdo de L-Trp nas ragdes durante a muda. Foi observada resposta linear no niimero de
heterdfilos no 42° dia da muda e resposta quadratica no 112° dia do segundo ciclo de postura
com valor minimo para a inclusdo estimada de 0,157% de L-Trp. A inclusdo de 0,086% de L-
Trp nas ragdes de muda aumentaram a area relativa de polpa branca do bago. Considerando os
valores da relagdo heterodfilos:linfocitos no segundo ciclo de postura e o aumento da area
relativa de polpa branca do bago durante a muda, conclui-se que a inclusdo de 0,086% de L-
Trp nas ragdes durante a muda forcada foi a mais eficiente.

Palavras-chave: Aminoacidos. Desempenho. Imunidade. Parametros sanguineos. Qualidade
do ovo.



CRUZ, JM.C. L-Tryptophan in feeds to laying hens in forced molting. 2015. 99 p. Thesis.
(Doctorate in Animal Science) — Londrina State University, Londrina, 2015.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of L-tryptophan inclusions (L-Trp) in
the diet of molt, on performance, egg quality, hematological parameters and histology of the
spleen of laying hens during the forced molt and in the post-molt. One hundred and sixty
white Leghorn hens of 100 weeks of age were subjected to a forced molt program of 42 days
and a laying second cycle of 112 days. In the first 17 days of the molt the experimental
treatments consisted of five diets, characterized by a basal-1 diet with four L-Trp inclusions
(0.043, 0.086, 0.129 and 0.172%)), totalizing diets with 0.110; 0.152; 0.195; 0.238 and 0.280%
digestible tryptophan provided the diets in the amount of 60 g / bird / day. From 18" to 42"
days of molt the treatments consisted of a basal-2 diet with the same inclusions of L-Trp,
totalizing diets with 0.120; 0.162; 0.205; 0.248 and 0.290% digestible tryptophan, provided
the diets in the amount of 100g / bird / day. From the 43th day, laying hens had been fed ad
libitum with the same posture diet. The experimental design was completely randomized, with
four replications of eight birds. During molt and second laying cycle the treatments had not
effects on: mortality, body weight, number of days for laying stop (SL), number of days to
return the laying (RL), production performance, egg quality, blood glucose and erythrocyte
parameters. The L-Trp inclusions maintained the values of leukocytes and lymphocytes
during molt similar to those of the day zero (DO, control), there is no effect of the treatments
for these two parameters in the second laying cycle. No effects of experimental treatments on
the heterophil: lymphocyte during molting, there was a significant reduction in the value of
this parameter in the second laying cycle for the inclusions of 0.086; 0.129 and 0.172%
inclusion of L-Trp in feed during molting. Linear response was observed in the number of
heterophil on the 42™ day of molt and quadratic response on the 112" day of the second
laying cycle with minimum value for the inclusion of estimated 0.157% L-Trp. Inclusion of
0.086% L-Trp in the feed of molt increased the relative area of the white pulp of the spleen.
Considering the the relationship of values heterophil: lymphocyte in the second laying cycle
and the increase of the relative area of the white pulp of the spleen during molting it can be
concluded that the inclusion of 0.086% L-Trp in feeds during the forced molting was more
efficient.

Key words: Aminoacids. Blood parameters. Egg quality. Immunity. Performance.
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1 INTRODUCAO

A moderna avicultura de postura caracteriza-se pela intensificacdo dos
processos de criacdo, aumento no volume de produgdo e eficiéncia técnico-econdmica do
investimento (RUBIN, 2007).

A inducdo das galinhas poedeiras a um novo ciclo produtivo por meio da
muda forcada ¢ uma pratica zootécnica comum e uma necessidade da industria avicola, que
visa o melhor aproveitamento destas aves e a reducao nos custos de producio (MURAKAMI
et al., 2003). Segundo Webster (2003), a privacdo alimentar foi adotada como melhor método
para a inducao da muda for¢ada em galinhas poedeiras por ser o de mais facil aplicacao e o
que apresenta melhores resultados. No entanto, este método tem sido questionado por ser
estressante, podendo causar danos metabdlicos e fisioldgicos irreparaveis no organismo das
aves, pois constitui um periodo de esvaziamento do sistema digestivo, perda de peso e parada
reprodutiva (PARK et al., 2004). Tem-se pesquisado métodos alternativos de inducao da
muda forcada, que envolvem alteracdes no regime de alimentacdo, em quantidade e/ou
qualidade, uso de componentes quimicos ¢ de hormonios, mas sem jejum alimentar. No
entanto, estes métodos devem ser avaliados com mais profundidade a fim de garantir a
producado, a satde e o bem-estar animal (MAZZUCO et al., 2011).

A utilizagdo da alteragdo do regime de alimentacdo, em quantidade e
qualidade, na indu¢do da muda tem sido utilizada com bastante sucesso em galinhas poedeiras
(MAZZUCO et al., 2011). Contudo, ndo se sabe ao certo se os efeitos estressantes desta
restri¢ao alimentar podem ser superados por meio do fornecimento de nutrientes especificos
nesta ra¢do (RIBEIRO et al., 2008).

O aminoécido triptofano ¢ um componente nutricional importante para as
galinhas poedeiras, atuando em diversos processos e sistemas metabdlicos e fisiologicos,
constituindo nutriente fundamental para o seu crescimento, mantenca, producdo e saude
(CASTRO et al., 2000). Além de atuar na fun¢do produtiva das galinhas (ROSTAGNO et al.,
2011), o triptofano ¢ precursor da serotonina, um neurotransmissor ligado a sensacdo de bem
estar (CORZO et al., 2005), participando também de diversas outras substincias corporais
como a melatonina, triptamina, nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e fosfato de NAD
(NADP"), além de suprir as necessidades de acido nicotinico (SAINIO et al., 1996).

Sdo escassos os estudos sobre as recomendagdes nutricionais para galinhas
poedeiras em muda forcada sem privagao de alimento, bem como os efeitos da alimentagio na

muda no desempenho produtivo da galinha no ciclo de postura posterior (SCHMIDT et al.,
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2010). Considerando os efeitos bioldgicos do triptofano, a inclusdo deste aminoacido poderia
reduzir o estresse da galinha poedeira durante a muda for¢ada, melhorando o desempenho, a
qualidade dos ovos e o seu sistema imunologico.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho produtivo, a qualidade
dos ovos, os parametros hematologicos (glicemia e hemograma) e as areas relativas de polpa
branca e de polpa vermelha do baco de galinhas poedeiras alimentadas com ragdes contendo
diferentes inclusdes de L-triptofano durante a muda forgada sem privagcdo alimentar, bem

como os efeitos destas inclusdes no segundo ciclo de postura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROGRAMAS DE MUDA FORCADA E SEGUNDO CICLO DE POSTURA

Atualmente a galinha de postura tem um potencial de produzir 360 ovos em
um periodo de postura de 62 semanas, conforme o manual de uma linhagem comercial.
Devido principalmente ao desgaste do sistema reprodutivo, na medida em que esta galinha
envelhece os seus indices de produtividade e de qualidade dos ovos decaem (MURAKAMI et
al., 2003). Assim, ao final do periodo de postura, o avicultor pode decidir se envia a poedeira
velha para o abatedouro ou se prolonga a sua vida produtiva, submetendo-a a mais um ciclo
produtivo, através do manejo da muda forgada.

A muda for¢ada, ou muda induzida, pratica zootécnica comumente utilizada
em granjas produtoras de ovos de galinha, tem por finalidade melhorar as condi¢des fisicas e
fisiologicas da galinha em final de postura, por meio da recuperacdo do seu sistema
reprodutivo que, apds passar por um periodo de repouso, tem, em parte, a sua capacidade
reprodutiva restaurada (PARK et al., 2004), adiando os custos decorrentes da formagdo de
uma nova poedeira (SOUZA et al., 2010).

O método tradicional de aplicar a muda forcada consiste na retirada total do
alimento e da iluminacdo artificial por 7 a 14 dias, causando perda de peso corporal e pausa
reprodutiva, com posterior realimentacdo para indu¢do a um novo periodo produtivo
(AYGUN; YETISIR, 2013). De acordo com Webster (2003), este método é o que traz os
melhores resultados no ciclo de postura subseqiiente. No entanto, este sistema de indugdo da
muda tem sido criticado, pois seus criticos afirmam ser o mesmo estressante, causador de
sofrimento, podendo levar ao organismo danos metabolicos e fisiologicos irreparaveis (PARK
et al., 2004).

O jejum alimentar causa esvaziamento do sistema digestivo, alterando as
condi¢des do microambiente do papo e do ceco (RICKE, 2003; PARK et al., 2004), além da
perda de peso e parada reprodutiva (PARK et al., 2004). A privagdo alimentar provoca uma
depressdo do estado imunologico e, por conseguinte, a ocorréncia de problemas sanitarios.
Sabe-se que em aves as bactérias patogénicas atingem a parte baixa do trato digestivo apds
vencerem a barreira do pH do papo, principalmente durante a privac¢do total de alimento,
quando este estard vazio e o pH do seu ambiente tende a ser menos acido (TEIXEIRA;

CARDOSO, 2011).
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Os outros métodos de muda forcada utilizados atualmente compreendem o
uso do controle quantitativo e/ou qualitativo da alimentacio (DONALSON et al., 2005;
AYGUN; YETISIR, 2009; 2013) ou de alteragdes das concentragdes de minerais na ragio,
como sodio (FRANZO et al., 2008), zinco (ABO ELOUUN, 2009) e calcio (DICKEY et al.,
2012), sendo menos estressantes e apresentando resultados similares ao método de jejum
alimentar.

Os orgaos reprodutores das galinhas sdo orientados pelo eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal (MACARI; FURLAN, 1993). A diminui¢do de componentes no substrato
circulante, decorrente do jejum alimentar da muda forgada, principalmente os aminoacidos,
proporciona redu¢do na secre¢ao dos hormonios gonadotréficos, levando a atrofia do ovario e
do oviduto (SOUZA et al. 2010; MAZZUCO, et al. 2011).

Segundo Webster (2003) as respostas fisiologicas e comportamentais das
galinhas submetidas a longos periodos de privagdo de alimento podem ser divididas em trés
fases. A primeira tem a duragdo de alguns dias e se caracteriza por ajustes fisioldgicos e
metabolicos do organismo, diminuindo o catabolismo de proteinas e o gasto de energia. Ha
elevagdo tempordria da corticosterona no plasma, o que promove a gluconeogénese, mantendo
os niveis de glicose plasmatica normal no inicio do manejo. A corticosterona elevada estimula
o estado de alerta destas aves nas primeiras 48 horas do jejum da muda, ocasionando aumento
na agressividade. Na segunda fase, que ¢ a mais longa, as proteinas corporais sdo poupadas e
os lipidios sdo catabolizados para fornecer energia, ocorrendo severa perda de peso corporal.
As galinhas demonstram comportamento de repouso durante esta fase. A terceira fase comega
quando o catabolismo protéico ¢ acelerado, se caracterizando pela reducao na atividade fisica.
Portanto, a resposta fisioldgica gradual a privacdo alimentar aperfeicoa o processo entre a
necessidade de manter constantes os niveis basais de nutrientes para sustentar a atividade vital
e a necessidade de preservar as estruturas do corpo consideradas criticas, como musculos e
orgaos.

A reducdo do peso corporal e dos oOrgdos dos sistemas digestorio e
reprodutivo, advindos da restricdo alimentar da muda, podem comprometer o desempenho
produtivo e reprodutivo da galinha no novo ciclo de postura, pois o organismo da ave pode
ndo se recuperar inteiramente das alteracdes decorrentes deste manejo (SOUZA et al., 2010).
As respostas metabdlicas e fisiologicas ao estresse da muda podem ser medidas por meio do
monitoramento da producdo e qualidade dos seus ovos, de pardmetros 0sseos, sanguineos e
comportamentais (MAZZUCO et al., 2009; 2011) e também imunolégicos (KHODADADI et
al., 2008; ABO ELOUUN, 2009), antes, durante e apds o seu procedimento.
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O entendimento das interacdes entre a nutricdo, manejo ¢ saude ¢
particularmente importante na busca da produtividade das aves (RUBIN, 2007). No entanto,
ndo se sabe se os efeitos prejudiciais do estresse da restricdo alimentar quantitativa e/ou
qualitativa na muda forcada podem ser superados por meio do fornecimento de nutrientes
especificos nas ragoes utilizadas neste periodo (RIBEIRO et al., 2008).

Avaliando métodos alternativos de manejo alimentar na muda forgada,
Souza et al. (2010) concluiram que a restri¢do da racdo em 50%, em relacdo ao consumo a
vontade, se mostrou a mais indicada, considerando principalmente as condi¢des de bem estar,
facilidade de manejo e os resultados produtivos no segundo ciclo de postura.

Yousaf et al. (2008) ao avaliarem os efeitos de diferentes sistemas de
manejo alimentar durante a muda induzida sobre a producdo de ovos no ciclo de postura
subseqiiente, verificaram que o melhor resultado foi para as galinhas alimentadas com uma
racao contendo 0,35% de sulfato de cobre fornecida na quantidade de 35g de racdo/dia nos
primeiros 14 dias de muda e 45 g de racdo/dia nas cinco semanas seguintes, quando
comparadas com aves que permaneceram os primeiros 14 dias com privagdo total de
alimento.

Apesar da muda forgada trazer beneficios produtivos as aves no novo ciclo
de postura, a sua aplicagdo pode nao ter efeito sobre alguns parametros fisiologicos
importantes, principalmente os ligados a resposta imunoldgica. Neste sentido, Barua et al.
(2001) verificaram que galinhas com 74 semanas de idade submetidas a privacdo total de
alimento durante a muda tiveram a concentracao da IgY no soro sanguineo aumentada nos
primeiros quatro dias de postura pos-muda, com queda apos o décimo dia, retornando a
mesma concentracdo da fase de pré-muda.

Abo Elouun (2009) comparou dois manejos alimentares (alfafa e zinco) em
galinhas poedeiras submetidas a muda forcada, frente a um grupo testemunha, que nio foi
submetido a muda. Os autores encontraram elevagdo na IgY no soro sanguineo das galinhas
submetidas aos tratamentos experimentais, causada pela queda da secrecdo de estrogénio,
como também elevacdo nas médias dos leucocitos e na relacdo heterdfilo:linfocito,
evidenciando estarem estressadas.

Testando sistemas de alimentagdo alternativos ao jejum alimentar durante a
muda, Mazzuco et al. (2011), determinaram aumento da produ¢do de ovos e na qualidade da
casca dos ovos das galinhas com 80 semanas de idade no segundo ciclo reprodutivo, quando
comparadas com as aves que nao foram submetidas a muda. Determinou também que a

relagdo heterofilos:linfocitos das galinhas submetidas a muda aumentou quando comparado
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ao grupo controle (sem muda), evidenciando respostas de adaptagdo fisiologica ao processo
de muda. Os autores concluem que ha a possibilidade de submeter as galinhas a muda forgada

sem a necessidade do uso do jejum alimentar.

2.2 SISTEMA REPRODUTOR, FORMACAO DO OVO E REGULACAO NEUROENDOCRINA

O trato reprodutivo da galinha se divide em duas partes, ovario e oviduto. O
ovario se caracteriza pela existéncia de numerosos foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento, contidos no interior de uma membrana folicular. Cada foliculo ¢ ligado ao
ovario por um pediculo irrigado por duas a quatro artérias que formam uma rede capilar em
torno da camada basal do ovario (POLLOCK; OROSZ, 2002).

O oviduto ¢ dividido em cinco partes, infundibulo, magno, istmo, utero e
vagina. O infundibulo ¢ a abertura proximal do oviduto e tem formato de funil. Na sua parte
posterior apresenta uma regido tubular chamada regido chalazifera, que secreta uma fina
camada de albumen denso, a chalaza, que circunda a gema. O 6vulo passa através do
infundibulo em aproximadamente 15 minutos. O magno ¢ o local onde a maioria da albumina
¢ adicionada ao ovo. No istmo sdo formadas as duas membranas da casca (interna e externa),
havendo também a adicdo de uma pequena quantidade de proteina na clara e o inicio da
calcificacdo da casca. Somente no istmo existem glandulas que assimilam aminoéacidos que
contém enxofre na sua estrutura, que sdo importantes para a produ¢do das membranas da
casca. O utero é composto de duas regides anatomicamente distintas, cranial e distal. A
porcao cranial (curta) € responsavel pela adicdo de agua e eletrélitos a albumina, ocorrendo
em seguida a calcificacdo da casca. A porcao distal é semelhante a uma bolsa onde o ovo
permanece até estar pronto para a ovipostura. O utero tem uma notavel capacidade de extrair
grandes quantidades de cdalcio da corrente sanguinea, o que exige a liberagdo de célcio
armazenado nos 0ssos longos. A vagina ¢ o canal para o ovo passar do oviduto a cloaca. A
cloaca ¢ comum ao aparelho reprodutor, urinario e digestivo (POLLOCK; OROSZ, 2002).

A hipofise anterior ¢ indispensavel ao desenvolvimento e manutengdo da
atividade do ovario e do oviduto das galinhas. Tal como nos mamiferos, nas galinhas existem
dois hormonios hipofisarios atuantes, o horménio foliculo estimulante (FSH) ¢ o hormonio
luteinizante (LH). O ovério secreta trés familias de hormonios, estrogenos, androgenos e
progesterona (RUTZ et al., 2007)

Segundo Cardoso (2012), o hormonio liberador das gonadotrofinas (GnRh),

hormonio polipeptidico produzido no hipotalamo, transmite mensagens a hipofise para liberar
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as gonadotrofinas, FSH e LH. A funcao do FSH ¢ atuar nos foliculos ovarianos, promovendo
seu crescimento e proporcionando um meio adequado ao desenvolvimento dos o6vulos
(oo6citos). O LH atua principalmente na iniciacio do mecanismo de ovulagdo. Quando
aumenta a concentra¢do de LH no sangue, o foliculo se rompe e libera o évulo. Para Pollock e
Orosz (2002), a ovulagdo ocorre sob influéncia multifatorial, sendo precedida por um pico de
LH que ocorre num periodo de tempo relativamente fixo depois da oviposi¢ao ou ovipostura.
Em galinhas, uma nova ovulag¢do ocorre aproximadamente meia hora depois de um ovo ser
posto.

Os estrogenos sao abundantemente secretados no inicio da vida reprodutiva
das poedeiras, ja tendo valores séricos elevados duas semanas antes da primeira ovulagao,
induzindo a sintese protéica e lipidica da gema (RUTZ et al., 2007).

O figado da galinha em reproducdo sintetiza aproximadamente 2,5 g de
proteina por dia, mediada pelo estrogénio, que age induzindo a codificacdo de &cidos
nucléicos especificos e aumentando a massa do tecido hepatico. As lipoproteinas especificas
sdo sintetizadas constantemente, fazendo com que haja um fluxo continuo do figado para o
ovario, via circulacdo sanguinea, de componentes que vao constituir a gema (POLLOCK;
OROSZ, 2002).

De acordo com Donalson et al. (2005), durante a muda ocorre perda de peso
do figado reduzindo assim fontes de energia como glicogénio e lipidios, que sdo
metabolizados no 6rgao. Isto ¢ indicativo também da redu¢do da sintese de componentes do
ovo que sdo estrogeno dependentes. Quando as aves recebem ragdes com maior teor de
energia no periodo poés-muda, ocorre o aumento do tamanho do figado, com o aumento na
sintese de esteroides ovarianos e maior sintese de componentes do ovo.

A alimentacdo influencia o funcionamento do figado e o teor de alguns
componentes da gema, ou seja, alteragdes alimentares ou no funcionamento hepatico podem
repercutir na composi¢cdo da gema. A sintese da fosfolipoproteina da gema ¢ dependente da
sintese de estrogénio, que depende do funcionamento do figado (DONALSON et al., 2005)

A gema do ovo ¢ constituida por uma emulsdo de dagua, lipidios,
lipoproteinas, proteinas, minerais, vitaminas ¢ pigmentos, sendo alguns destes componentes
translocados do figado ao interior da membrana folicular, no ovéario, conjugados a proteinas
transportadoras, via circulagdo sanguinea. A concentracdo total de soélidos da gema ¢ de
aproximadamente 50% do seu peso, podendo variar com a idade da ave, sendo as gorduras, as
proteinas e as lipoproteinas os seus maiores constituintes. O plasma da gema ¢ constituido por

uma fragdo lipoproteica de densidade muito baixa (33%) e por outra fragdo soluvel em agua
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(5%), que contém levitinas, que sdo proteinas globulares livres de gordura, incluindo a y-
levitina, também conhecida como IgY (LI-CHAN et al.,1995). A IgY ¢é o anticorpo
predominante no soro sanguineo das galinhas (4,5 a 5,0 mg/mL) e corresponde a IgG dos
mamiferos, sendo transferida para a gema do ovo por um processo mediado por receptores
ativos localizados na membrana do foliculo ovariano maduro (MOHAMMED et al. 1998;
MORRISON et al. 2001).

Como todo o sistema reprodutivo encontra-se sob controle neuroendocrino
do eixo hipotadlamo-hipofise anterior por meio da mediagdo dos hormdnios GnRH, FSH e LH,
que em situacdes de estresse, como a muda for¢ada, podem alterar o desenvolvimento e
funcionamento das gonadas e consequentemente a produtividade em galinhas poedeiras
(BARUA et al., 2000). Devido a presenca de receptores, as células da granulosa dos foliculos
sdo os locais-alvos para o estrogénio. Os pequenos foliculos do ovario constituem a principal
fonte de estrogeno sendo a capacidade esteroidogénica deles regulada pelas gonadotropinas.
A sensibilidade destes foliculos ovarianos as gonadotropinas, bem como a sua taxa de
crescimento diminuem com o envelhecimento, levando a menor producdo de estrogénio e
reducdo no recrutamento e maturagdo folicular, sugerindo que o envelhecimento e os
esteroides gonadais afetam as fungdes foliculares.

A muda constitui um estresse cronico para as galinhas poedeiras,
principalmente durante a fase de restri¢do alimentar, cuja finalidade ¢ o descanso reprodutivo
por meio da perda de peso e involugdo dos ovarios (DAVIS et al., 2000). Na comparagdo
entre sistemas de alimentagdo na muda, Landers et al. (2008), encontraram redugao
significativa no peso do ovario e do oviduto das galinhas submetidas a uma alimentacgao
somente com alfafa moida a vontade ou a jejum completo por 9 dias. Para Khajali et al.
(2008) a regressdao do ovario e do oviduto estaria associado a menor atividade estrogénica,
advinda da reducdo da secre¢cdo de GnRh, FSH e LH na muda, causada pelo aumento da
secrecdo de glicocorticoides. Segundo Abo Elouun (2009), independente do sistema de
manejo alimentar na muda, a perda de peso nos 6rgaos reprodutivos € proporcional a perda de
peso corporal, sugerindo que a remog¢do da gordura acumulada aumenta a eficiéncia dos
tecidos e melhora o desempenho produtivo no ciclo de postura subsequente.

Segundo Lima et al. (2012), a formulagdo de racdes baseadas em
aminoacidos, propiciam melhores condi¢des metabdlicas as aves, assim os aminoacidos
podem ser considerados nutrientes funcionais. Dados histologicos provenientes de pesquisas
realizadas pelos autores avaliando niveis crescentes de triptofano digestivel em ragdes de

poedeiras leves mostrou que este, em concentragdes acima de 0,183% na ragdo, causou efeito
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no magno, que apresentou dobras mais ramificadas e ativas, produzindo mais muco, o que
agilizou a passagem do ovo pelo oviduto, sendo que o Utero destas aves apresentou dobras
secundarias mais ativas e com hiperplasia do epitélio, permitindo a formagdo de casca de
melhor qualidade. Quando fixaram a relagdo Trp:Lys em 24,5%, o aumento dos niveis de Trp
digestivel proporcionou maior producdo de albtimen, o que atribuiram a uma maior atividade
das glandulas tubulares do magno. Observaram também aumento da capacidade absortiva nos
intestinos, o que melhorou a utilizagdo dos nutrientes. Os autores concluiram que os efeitos
gerados pela inclusdo dos aminodcidos nas dietas vao além da melhoria dos indices

zootécnicos, estando também associados a efeitos metabodlicos e fisioldgicos.

2.3 SISTEMA IMUNE DAS GALINHAS

O sistema imunologico que se divide em sistema imune inato e sistema
imune adaptativo, constitui o principal mecanismo de defesa do organismo da galinha contra
agentes agressores, compreendendo 6rgdos e células especializadas (CAMPBELL, 2004)

O sistema imune inato ¢ constituido pelas barreiras fisicas, mecanicas,
bioquimicas, sistema fagocitico, células citotoxicas naturais, sistema complemento e
citocinas. O sistema imune adaptativo ¢ composto de 6rgaos e células linféides. Os leucocitos,
trombocitos e eritrocitos sdo gerados na medula 6ssea, que ¢ também o local onde os eritrdcitos,
os heterofilos, basofilos, eosindfilos e mondcitos sofrem o processo de desenvolvimento e
maturagdo e migram para a circulagdo sistémica e para tecidos e 6rgdos linfoides secundarios
(FERRO et al., 1994, MACARI et al., 2002; CAMPBELL, 2004).

Os heterofilos das aves sdo células funcionalmente semelhantes aos
neutréfilos dos mamiferos (ETO, 2010). Apresentam nucleo segmentado (dois a trés lobulos),
com heterocromatina formando massa densa e seus granulos citoplasmaticos especificos sdo
elipticos e esféricos de coloragdo acidofila (MACARI et al., 2002; CAMPBELL, 2004). Os
heterofilos sdo as primeiras células a migrarem para o sitio inflamatério, além de realizarem
fagocitose, também produzem citocinas pré-inflamatorias, tais como a interleucina 1 beta (IL-
1B), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8). Estas citocinas apresentam propriedades
quimiotaxicas e induzem a maturacdo e diferenciacdo dos leucocitos em aves (FERRO et al.,
1994). Gross e Siegel (1983) relacionaram o aumento do niimero de heterofilos no sangue de
galinhas como indicativos de estresse elevado.

Nas aves, os oOrgdos linfoides primdrios, timo e bursa de Fabricius,

produzem, amadurecem e diferenciam os linfécitos em T (LT) e B (LB), que adquirem
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competéncia ao expressarem seus receptores especificos, TCR (receptor da célula T) e BCR
(receptor da célula B), respectivamente. Os tecidos linfoéides secundarios sao o bago,
localizado na regido dorsal ao proventriculo, as tonsilas cecais e as placas de Peyer,
localizadas na regido do ileo, os tecidos linfoides associados as mucosas (MALTSs), presentes
no proventriculo, pulmdes e pele, os nodulos linfoéides epidérmicos, os tecidos linfoides
associados ao trato reprodutivo, infundibulo € mucosa vaginal e a glandula de Harder (ETO,
2010; ANDRADE, 2011). Como nas galinhas ndo sdo encontrados linfonodos (SCOTT,
2004), o bago ¢ o principal 6rgdo linféide secundario nesta espécie. Nestes 0rgdos e tecidos
também estdo presentes células nao linféides, como macréfagos, células dendriticas,
eosinoéfilos, basofilos e heterdfilos. Vale ressaltar a participagdo de um pool de células que
recirculam para o6rgaos e tecidos (DELVES et al., 2011; ABBAS et al., 2012).

Na imunidade adaptativa, o sistema imune deve reconhecer as substancias
exdgenas de forma especifica, responder a estas substancias e memoriza-las em caso de novas
exposicdes (ANDRADE, 2011). Pode ser dividida em imunidade adaptativa humoral, que ¢
caracterizada pela producdo de anticorpos em resposta a um antigeno, e em imunidade celular
ou mediada por células por meio de reagdes citotoxicas e fagocitose (RIQUELME
SALAZAR, 2006).

Klasing (1998) cita que fatores relacionados a genética, a freqii€ncia da
exposicdo a patdogenos, bem como a eficacia dos programas de vacinacdo, sdo determinantes
na incidéncia ou ndo de doengas em aves. Schade et al. (2005) afirmaram que a qualidade e a
quantidade da resposta de anticorpos em aves dependem de diversos fatores, entre estes a
nutri¢ao € o manejo.

As galinhas poedeiras, a semelhanca dos demais vertebrados, produzem
anticorpos especificos para protecdo contra organismos invasores. Uma vez estimuladas por
antigenos e com assisténcia apropriada das células T-helper, as células B se diferenciam em
plasmdcitos produtores de anticorpos. Todavia, o desenvolvimento destas células ¢ diferente
quando comparado ao dos mamiferos. (TIZARD, 2002).

As células B precursoras, originadas das células tronco, crescem
primeiramente no saco vitelino e, subsequentemente, na medula 6ssea. Essas células pré-B
migram da medula 6ssea para a bursa de Fabricius, localizada proximo a cloaca (TIZARD,
2002). A bursa de Fabricius alcanga seu tamanho maximo entre 8-10 semanas apds o
nascimento e involui gradativamente com a idade da ave (CIRIACO et al., 2003). Ela ndo ¢
indispensavel para a produ¢do de moléculas de anticorpos, mas apresenta papel critico na

criacdo, diversificacdo e expansao do repertorio dessas moléculas. A diversificagao, isto €, o
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desenvolvimento do repertério de anticorpos, ocorre dentro dos foliculos bursais, por um
processo chamado conversao génica (RATCLIFFE, 2006).

Somente apds o amadurecimento no microambiente bursal, as células B
migram para os 6rgdos linféides secundarios como o baco, onde podem encontrar antigenos
externos e secretar anticorpos. Dependendo do antigeno e do ensaio sorologico utilizado, os
anticorpos especificos sdo usualmente detectados no soro entre 4 a 8 dias apds a sua
administracao (TIZARD, 2002).

O bago ¢ um orgao linfoide secunddrio que armazena os linfocitos
provenientes dos orgdos linféides primarios. Assim como nos mamiferos, o bago das aves
responde a antigenos presentes na circulagdo sanguinea, além de ser responsavel pela selegdo e
destruicdo de hemacias envelhecidas (JEURISSEN, 1991; JOHN, 1994; SCOTT, 2004).
Morfologicamente apresenta-se envolto por uma capsula de tecido conjuntivo denso que penetra
no seu parénquima, formando pequenas trabéculas. Estas trabéculas permeiam regides
denominadas de polpa vermelha e polpa branca (STURKIE; BENZO,1986; YASUDA et al.,
2003). A polpa vermelha, onde ha acimulo de eritrdcitos, é também constituida por sinusoides e
corddes celulares que apresentam macrofagos, granuldcitos, células reticulares e eventuais
linfocitos circulantes. A polpa branca, rica em tecido linfoide (YASUDA et al., 1998, 2003) ¢
constituida pelas ramifica¢des da artéria trabecular, denominadas arteriolas centrais, envolvidas
por bainhas de tecido linfoide, ricas em linfocitos T, denominadas bainhas linfoides
periarteriolares (PALS). As ramificagdes finais das arteriolas centrais sdo conhecidas como
capilares penicilares ou elipsoidais (JEURISSEN, 1991; JEURISSEN; JANSE, 1994) e sao
envolvidas por agrupamentos de células fibroblasticas reticulares e células fagociticas
denominados elipsoides (NAGY et al., 2005). Ao redor destas estruturas ha acimulo de linfocitos
B, formando a polpa branca perielipsoidal (PWP) (OLAH; VERVELDE, 2008). Entre estas
regides, também podem ocorrer centros germinativos (GC), que sdo formagdes nodulares,
constituidas basicamente por agregados de células B, envoltos por delgada lamina de tecido
conjuntivo (JEURISSEN, 1991; JEURISSEN; JANSE, 1994; YASUDA et al., 1998). Segundo
Eto (2010), o desencadeamento da resposta imune nas aves ocorre na polpa branca do baco.

De acordo com Klasing (1998), os niveis de nutrientes dietéticos 6timos
para a produgdo e eficiéncia alimentar ndo garantem adequada resposta imune quando as aves
sdo submetidas a desafios estressantes. A resisténcia imunologica aos desafios pode incorrer
em um custo metabolico elevado devido ao redirecionamento de nutrientes, sendo que o custo
desta resisténcia ¢ igual ao custo metabolico do desafio. Estimulos, como lesdo tecidual e

estressores psicossociais, também podem induzir alteragdes metabdlicas para ativacdo do
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sistema imunitario, sendo assim estratégias imunonutritivas podem reduzir os custos da
ativagdo excessiva do sistema imunitario (COLDITZ, 2002).

O estresse, ocasionado pelo jejum alimentar da muda for¢ada provoca o
aumento do nivel da corticosterona plasmatica. A corticosterona, assim como o cortisol e a
corticosterona, sao glicorticdides produzidos nas glandulas adrenais dos rins. Em situag¢ao de
estresse, como o da muda forgada, através do fator de liberagdo da corticotropina, hd uma
estimulacdo do eixo hipotdlamo-hipofise, ocasionando a liberagdo de ACTH, que estimula a
adrenal a produzir corticosteroides, além de outros hormdnios, que vao atuar nas células
alvos, como também de neuropeptidios (encefalinas e endorfinas). As células que participam
da resposta imune possuem receptores para os corticosteroides, que atuam sobre as células
linfoides e portadoras de antigenos, inibindo a libera¢do de interleucinas IL-1, IL-6 e o fator
de necrose tumoral (TNF), que sdo indispensaveis na estimulagdo e diferenciacdo dos
linfocitos (WEBSTER, 2003). Sendo assim a efetividade do sistema imune pode ser reduzida
pela agao dos hormonios relacionados ao estresse (TEIXEIRA; CARDOSO, 2011).

A nutrigdo possui relacionamento com a imunidade das aves, quer
influenciando a sintese das imunoglobulinas, secre¢do hormonal ou alterando a populacao de
microrganismos no intestino (KLASING, 1998). Bunchasak et al. (2005) relacionaram a
concentracdo das imunoglobulinas séricas em poedeiras com os niveis dietéticos de proteina,
em que os valores séricos da beta e da gamaglobulina se elevaram quando o teor protéico da
racdo passou de 14% para 18%. No mesmo sentido, Omara e Romeilah (2009) verificaram
aumento nos titulos de imunoglobulinas em poedeiras que ingeriram ragdo com 2600 kcal de
energia metabolizdvel (EM) por quilo, frente a uma ragao controle, com 2800 kcal de EM/kg,
0 que atribuiram a presenca do 4cido linoleico, que pode estar associado a supressdo da
funcdo imune nas aves. Estes trabalhos deixaram claro que as composi¢des das ragdes podem
modular a resposta imune das aves, devendo-se observar, sobretudo a concentragdo de
nutrientes e os tipos de ingredientes utilizados, que eventualmente podem estar em niveis
criticos.

Do ponto de vista pratico, a susceptibilidade da ave a um desafio pode ser
subdividida em dois componentes, resisténcia e persisténcia da producdo. Resisténcia se
refere a capacidade de uma variedade de sistemas anatdmicos e fisiologicos, incluindo o
sistema imune, em excluir o agente causador, como exemplo os patdégenos. Persisténcia de
produgdo se refere a capacidade de manter a sua produtividade (ex. crescimento, eficiéncia
alimentar, produc¢ao de ovos) durante o desafio mesmo que a um custo nutricional elevado.

Hé muitas situacdes em que as dietas que maximizam o desempenho produtivo ndo propiciam
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a maxima protecao imunoldgica. Isto pode ser facilmente verificado ao examinar as tabelas de
exigéncias nutricionais que normalmente otimizam o desempenho produtivo em condigdes de
auséncia quase que completa de desafio sanitario (KLASING, 1998).

Até mesmo a ativagao imunologica intestinal pode contribuir para mudangas
nas exigéncias nutricionais. O aumento da atividade imunoldgica intestinal contribui para o
aumento da proliferacao de células de defesa, producao de anticorpos € aumento na secre¢ao
de mucinas, proteinas constituintes do muco entérico (OLIVEIRA NETO; OLIVEIRA, 2009).

Normalmente sdo observadas mudangas significativas no sistema imune e
hematopoiético de poedeiras submetidas a muda (ALODAN; MASHALY, 1999). Durante a
muda ocorre decréscimo do estrogénio e no numero de células B (HOLT, 1992), o que pode
contribuir para os aumentos na incidéncia de microrganismos indesejaveis no intestino das
aves (PORTER; HOLT, 1992; HOLT et al. 1994).

Barua et al. (2000) encontraram reducdo na IgY da gema do ovo e aumento
da sua concentracdo no soro de galinhas velhas, afirmando que o envelhecimento e a baixa
producdo de estrogénio afetam a fungdo imunologica em aves.

Segundo Davis et al. (2000), a relagdo entre heterédfilo:linfocito e os niveis
de corticosterona plasmaticos constituem pardmetros para a avaliagdo da resposta a agentes
estressores em aves. Gross e Siegel (1983) determinaram reducdo no numero de linfocitos e
aumento do niimero de heter6filos no sangue de galinhas como resposta ao estresse elevado.
Como houve uma resposta direta entre os agentes estressores com o aumento do nimero de
heterofilos e da relacdo heterofilos:linfocitos, os autores concluiram ser este um parametro
vidvel na avaliagdo de estresse. A restricao alimentar para perda de peso na muda constitui um
fator estressor cronico, que altera a relacdo heterdfilo:linfocito, indicando uma adaptagdo

fisiologica da ave (DAVIS et al., 2000).

24 SUPLEMENTACAO DE TRIPTOFANO PARA GALINHA POEDEIRAS

Quimicamente, o triptofano (Trp), cujo nome sistematico ¢ acido 2-amino-
3-indolpropandico ou acido 2-amino-3-indolpropidnico, se caracteriza como um aminoéacido
apolar, cuja cadeia lateral ¢ R aromatica, -CH(NH2)-COOH, sendo a sua estrutura espacial
apresentada na Figura 1. Possui massa molecular igual a 204,23; ponto de fusdo a 290 °C e
pH entre 5,5 ¢ 7,0 e ¢ hidrofobo (LEHNINGER, 2006).

Caracteriza-se como um aminoacido essencial para as galinhas poedeiras,

visto ser sintetizado pelo organismo em velocidade aquém das necessidades fisiologicas, uma
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vez que a selegdo genética destas aves proporcionou alta produtividade e alta demanda
nutricional. A essencialidade deste aminoacido destaca-se porque, além de participar da
sintese protéica corporal e do ovo, € precursor de serotonina, um importante hormonio ligado
a sensacdo de bem estar (HENRY et al. 1992), componente também de diversas outras
substancias corporais como a melatonina, triptamina, NAD" e NADP", além de suprir as
necessidades de acido nicotinico (SAINIO et al.,, 1996), atuando também na resposta

imunoldgica (EMADI et al, 2010).

Figura 1 — Estrutura espacial do Triptofano

Fonte: Lehninger, 2006

Segundo Lehninger (2006), a conversao do Trp em serotonina se da no
cérebro pela sua hidroxilagdo (através da enzima triptofanohidroxilase) na posi¢ao 5-indol do
anel, resultando na formacdo do 5-hydroxytriptofano, que ¢ convertido por descarboxilagao
em 5-hydroxytryptamina (SHT), chamada de serotonina, originando também a melatonina
(Figura 2).

A serotonina cerebral influencia a contracdo da musculatura lisa das
arteriolas e dos bronquiolos, a regulagdo da temperatura corporal, do estado de alerta, da
sensibilidade a dor, da ingestdo de alimento, do comportamento sexual e da agressividade e

assim como a melatonina, também ¢ indutora do sono (LEATHWOOQOD, 1987).
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Figura 2 — Formagao da serotonina e melatonina a partir do Triptofano.
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Fonte: Lehninger (2006)

Do ponto de vista quantitativo, o triptofano necessario para a producao de
serotonina ¢ muito baixo (menos de 10% da exigéncia). O transporte do Trp e sua
disponibilidade no cérebro parece ser um dos passos limitantes para a sintese deste hormonio.
A baixa concentracdo de triptofano na dieta deprime o consumo de racdo, estando este
mecanismo ligado a relacao existente entre a sua ingestdo e a secre¢ao de serotonina. Outros
mecanismos, como a modulagdo da sensibilidade a insulina e a secrecdo de grelina também
podem estar envolvidos nos processos relacionados a fome e a saciedade (LE FLOC’H;
SEVE, 2007).

O triptofano também tem relagdo com a sintese de melatonina, ou seja, o
triptofano € precursor da serotonina e esta ¢ convertida em melatonina. Este neuro-hormonio ¢é
produzido pela glandula pineal, e tem relagdo com o sono. A desnutricdo, estresse € o
envelhecimento podem reduzir a produgdo de melatonina (CARDOSO, 2012).

A maior parte da degradacao do triptofano ocorre através da via da

quinurenina (Figura 3), o qual esta associado a defesa corporal e regulacdo da resposta imune.
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Figura 3 — Vias metabolicas do Triptofano
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Segundo Le Floc’h e Seve (2007), duas enzimas estdo envolvidas na
primeira etapa do catabolismo do triptofano em quinurenina, a triptofano dioxigenase (TDO),
localizada no figado, que degrada o seu excesso; e a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase
(IDO), produzida por células do sistema imunoldgico que atuam em tecidos atingidos por
inflamagdes. Segundo estes autores, o aumento do catabolismo do Trp através da via IDO
ocorre durante estados inflamatdrios e de estresse imunoldgico, causando redugdo na sua
disponibilidade, com efeitos negativos na produtividade das aves, estando, provavelmente,
também envolvido na regulacdo da proliferacdo de células T e na producdo de moléculas de
antioxidantes.

Para Kerr et al.(2005), as suplementagdes dietéticas de Trp podem ser
definidas como terapéuticas, uma vez que estas podem alterar os niveis cerebrais de
serotonina. No entanto, apenas uma pequena parte deste aminodcido serve como precursor
para a sintese deste hormonio, pois o cérebro produz apenas 1 a 2% da serotonina corporal
total. Como a serotonina ¢ incapaz de passar a barreira hemato-encefalica, suplementos
nutricionais com precursores de S5-hidroxitriptamina, como o Trp, podem aumentar a
serotonina cerebral somente em situagdes de deficiéncia mais severas do organismo.

Ha comprovagdo do envolvimento do triptofano no sistema serotonérgico
(5-hidroxitriptofano), no desempenho produtivo € no comportamento anormal em aves.
Estudos conduzidos por Shea et al. (1990) para avaliar a influéncia da suplementagdo de Trp
em ragdes de galos matrizes de corte submetidos a um programa de jejum alimentar em dias

alternados, entre as 4 e 20 semanas de idade, determinaram redugdo no nimero de bicadas em
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relagdo ao grupo controle. Os animais adultos também foram analisados e apresentaram
resultados semelhantes. Os autores concluiram que inclusdes elevadas de Trp na dieta (1,5%)
reduzem a agressividade de machos matrizes de corte, tornando-os socialmente mais estaveis.

Hierden et al. (2004) demonstraram agressividade em frangas de postura
entre 34 e 50 dias de idade submetidas a agentes depressores de serotonina. No entanto, ao
alimentarem estas frangas com racdes suplementadas com 2% de Triptofano (a ragdo controle
possuia apenas 0,16% de Trp) encontraram redugdo na agressividade, determinada pelo
comportamento de bicadas. A suplementa¢do aumentou significativamente os niveis de
serotonina no cérebro destas aves.

Evidéncias apontam que a hipersecre¢do de glicocorticoides e de citocinas pro-
inflamatorias, como a de IL-6, advinda do estresse da muda for¢ada, causaria prejuizo na
neurotransmissdo noroadrenérgica e serotonérgica cerebral. Varios mecanismos tém sido
propostos para explicar a influéncia das citocinas pro-inflamatorias na neurotransmissao.
Entre eles, estdo aqueles ligados a sua capacidade em reduzir a disponibilidade de triptofano
para a sintese de serotonina. Uma teoria sugere que as citocinas pro-inflamatorias estariam
implicadas na estimulagdo de aminoacidos que competem com o triptofano pela recaptagao
dentro do SNC. Outro mecanismo proposto ¢ o de que essas citocinas reduziriam a quantidade
do triptofano disponivel via ativacdo da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (IDO). Tal
enzima converte o triptofano em quinurenina e 4cido quinolinico, este ultimo uma substancia
neurotoxica. Ou seja, em individuos estressados, haveria aumento nas concentragcdes de
citocinas pro-inflamatorias, o que levaria a ativacdo da enzima IDO, com conseqiiente
redu¢do na disponibilidade de serotonina (MYINT; KIM, 2003).

Desenvolvendo estudos com codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica), Rizzo et al. (2008) ao testarem diversas inclusdes de L-triptofano na rag¢ao destas
aves nas fases de recria e de postura ndo encontraram efeitos no desempenho (consumo de
racdo, ganho médio de peso, conversao alimentar e taxa de mortalidade) e nos parametros
fisiologicos (relacdo heterofilo:linfécito e concentragdo de corticosterona plasmadtica)
inferindo que a eficiéncia do Trp s6 ¢ comprovada em situagdes de estresse intenso.

Emadi et al. (2010), avaliaram o efeito do Trp na resposta imune inata,
humoral e celular em frangos com 28 dias de idade submetidos a administragao oral de extrato
do virus da doenga infecciosa da bursa (IBDV). Estes frangos foram alimentados com ragdes
suplementadas com L-triptofano nas fases inicial, crescimento e terminagdo. Os indicadores
de imunidade foram interferon-a, interferon-y e imunoglobulina G, por meio de ensaio

imunoenzimatico (ELISA) de amostras de sangue coletadas aos 27, 35, 42 e 49 dias de idade.
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Os autores verificaram que a suplementacdo com Trp aumentou os niveis dos indicadores
imunologicos, demonstrando haver uma relagao estreita entre o Trp dietético e a modulagdo
da resposta imune.

Carvalho (2005) observou que os niveis crescentes de triptofano digestivel
na ra¢do influenciaram positivamente a produgdo, a massa de ovos, a conversao alimentar e o
ganho de peso de poedeiras Hy-line W-36 entre 44 e 55 semanas de idade, estimando a
exigéncia nutricional em 0,18 % da racdo, que correspondeu a um consumo de 159
mg/ave/dia. Segundo Rostagno et al. (2011), as poedeiras leves com 1.500 g de peso vivo
necessitam ingerir 185 mg de triptofano digestivel/dia. Esta recomendagdo ¢
aproximadamente 15,6% superior a do Nutritional Research Council (NRC, 1994), que
preconiza um consumo de 160 mg/ave/dia.

Deponti et al. (2007) estudaram cinco concentracdes de Trp nas ragdes para
galinhas poedeiras (0,13; 0,15; 0,17; 0,19 e 0,21%), com o intuito de avaliar as exigéncias e o
padrao de recuperagao do desempenho das aves alimentadas com as ra¢des deficientes neste
aminodcido. Os autores constataram que a rac¢do deficiente em Trp (0,13%) prejudicou a
produgdo e a massa de ovos, sem afetar a sua qualidade interna (gema e albumen), sendo o
desempenho produtivo recuperado apos a ingestdo de ragdo com 0,21% de Trp por uma
semana. As exigéncias em triptofano estabelecidas foram de 161 mg/dia para producao de
ovos ¢ 188 mg/dia para massa de ovos.

Segundo Lima et al. (2012), a melhoria dos indices zootécnicos das
poedeiras advindos da suplementagdo das ragdes com L-triptofano se deve aos efeitos
fisiologicos benéficos ocorridos no organismo, pois este aminoacido ocasiona modificacdes
histologicas benéficas no trato reprodutor de poedeiras, com melhoria da atividade das
glandulas tubulares do magno, que secretaram mais albumen denso, além de alteragdes no
trato digestorio, que ocasionou melhoria na absor¢do de nutrientes, com aumento na produgdo
de ovos e melhora na conversao alimentar.

Nao foram encontrados trabalhos a respeito dos efeitos das inclusdes de

triptofano nas ra¢des de galinhas poedeiras submetidas a muda for¢ada sem jejum alimentar.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar, em galinhas poedeiras, os efeitos de diferentes inclusdes do aminoacido L-
triptofano na racdo durante a muda for¢ada com alimentagdo restrita, bem como os

seus efeitos no segundo ciclo de postura

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o desempenho produtivo e a qualidade dos ovos de galinhas poedeiras
submetidas a muda forcada com alimentagdo restrita, alimentadas com racdes
contendo diferentes inclusdes de L-triptofano, bem como os seus efeitos no segundo
ciclo de postura.

Avaliar os parametros hematologicos (glicemia, leucograma e eritrograma) e as areas
relativas de polpa branca e de polpa vermelha do bagco de galinhas poedeiras
submetidas a muda forcada com alimentagdo restrita, alimentadas com racdes
contendo diferentes inclusdes de L-triptofano, bem como os seus efeitos no segundo

ciclo de postura.
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4 ARTIGOS PARA PUBLICACAO

Artigo 1. L-triptofano em ragdes de galinhas poedeiras em muda forgada sem jejum alimentar

— Efeitos no desempenho e qualidade do ovo.

Artigo 2. L-triptofano em ragdes de galinhas poedeiras em muda for¢ada sem jejum alimentar

— Pardmetros hematologicos e histologia do baco.
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4.1 ARTIGO 1

Artigo editado de acordo com as normas de publicagdo da Revista Semina

L-triptofano em ragdes de galinhas poedeiras em muda for¢ada sem jejum alimentar— Efeitos no

desempenho e qualidade dos ovos.

L-triptofano in laying hens molt forced feed without fasting - Effects on performance and

quality of eggs.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das inclusdes de L-triptofano (L-Trp) na ragdo de muda,
sobre o desempenho produtivo e a qualidade dos ovos de galinhas poedeiras durante a muda forgada e
no periodo poés-muda. Um total de 160 galinhas poedeiras Leghorn brancas com 100 semanas de idade
foram submetidas a um programa de muda forcada de 42 dias e a um segundo ciclo de postura de 112
dias. Nos primeiros 17 dias da muda os tratamentos experimentais consistiram de cinco ragdes,
caracterizadas por uma ragdo basal-1 com quatro inclusdes de L-Trp (0,043, 0,086, 0,129 ¢ 0,172%),
totalizando ragdes com 0,110; 0,152; 0,195; 0,238 ¢ 0,280% de triptofano digestivel, fornecidas na
quantidade de 60g/ave/dia. Do 18° ao 42° dias da muda os tratamentos consistiram de uma ragao
basal-2 com mesmas inclusdes de L-Trp, totalizando ragdes com 0,120; 0,162; 0,205; 0,248 ¢ 0,290%
de triptofano digestivel, fornecidas na quantidade de 100g/ave/dia. A partir do 43° dia as poedeiras
foram alimentadas a vontade com uma mesma rag@o de postura. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des de 8 aves cada. No 17° dia da muda as poedeiras
perderam em média 19,9% do seu peso vivo, que foi recuperado no 42° dia. A parada na postura
ocorreu em média aos 8,8 dias e o seu retorno aos 39,3 dias. A mortalidade foi de 0% nos 17 primeiros
dias, 1,25% do 18° ao 42° dia da muda e de 1,25% no segundo ciclo de postura. Os tratamentos
experimentais ndo mostraram efeitos na mortalidade, peso corporal, nimero de dias para parada de
postura (PP), nimero de dias para retorno a postura (RP), desempenho produtivo e qualidade dos ovos.
Concluiu-se que a inclusdo de L-triptofano nas ragdes durante a muda forcada com alimentagdo
restrita ndo interfere no desempenho produtivo e qualidade dos ovos das poedeiras.

Palavras Chave: Conversdo alimentar. Produtividade. Regeneragdo ovariana. Segundo ciclo de
postura.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effects of L-tryptophan inclusions (L-Trp) in the diet of
molt, on performance and egg quality of laying hens during the forced molt and in the post-molt. One
hundred and sixty white Leghorn hens 100 weeks of age were subjected to a forced molt of program of
42 days and a laying second cycle of 112 days. In the first 17 days of the molt the experimental
treatments consisted of five diets, characterized by a basal-1 diet with four L-Trp inclusions (0.043,
0.086, 0.129 and 0.172%), totalizing diets with 0.110; 0.152; 0.195; 0.238 and 0.280% digestible
tryptophan, provided the dietsin amount of 60 g / bird / day. From 18" to 42" days of molt the
treatments consisted of a basal-2 diet with the same inclusions of L-Trp, totalizing diets with 0.120;
0.162; 0.205; 0.248 and 0.290% digestible tryptophan, provided the diets in the amount of 100g / bird /
day. From the 43th day, laying hens had been fed ad libitum with the same posture diet. The
experimental design was completely randomized with four replications of eight birds. On the 17th day
of the molt the layings lost on average 19.9% of their body weight, which was recovered on 42th day.
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The laying stop occurred on average at 8.8 days and your return to 39.3 days. The mortality rate was
0% in the first 17 days, 1.25% in the period of 18 to 42 days of molt and 1.25% in the second laying
cycle. The treatments showed no effects on mortality, body weight, number of days for laying stop
(LS), number of days to laying return (LR), production performance and egg quality. It was concluded
that the inclusion of L-tryptophan in feed during the molt with restricted feeding does not interfere
with productive performance and egg quality of laying.

Keywords: Feed conversion. Ovarian recovery. Productivity. Second laying cycle.

Introducéo

Na avicultura industrial, a muda for¢ada ¢ o manejo utilizado para permitir mais
um ciclo produtivo as galinhas poedeiras, que ao envelhecerem perdem a capacidade reprodutiva,
ocorrendo piora na qualidade dos seus ovos (MURAKAMI et al., 2003).

Considerado um procedimento estressante, varias pesquisas foram conduzidas na
busca de praticas para induzir a muda for¢ada em galinhas sem o uso da restri¢ao total de alimentos,
entre estes o controle quantitativo e/ou qualitativo da alimentagdo (DONALSON et al., 2005;
AYGUN; YETISIR, 2009; 2013). Porém, segundo Park et al. (2004) ha evidéncias de que caso a muda
forcada nao seja adequadamente realizada, poderdo ocorrer danos irreparaveis ao organismo das aves,
com consequencias no ciclo de postura subsequente.

O triptofano, aminoacido essencial para galinhas poedeiras, ¢ precursor da
serotonina, um neurotransmissor ligado a sensagdo de bem estar, que auxilia no controle do estresse
(CORZO et al., 2005) e participa dos processos metabolicos de diversas substancias corporais como da
melatonina (LI et al., 2007), do 4acido nicotinico ou niacina (vitamina Bj), que ¢ um componente
precursor das coenzimas NAD"™ e NADP+ (MARIN, 2014) e de respostas imunologicas (EMADI et
al., 2010). Além disto o triptofano tem demonstrado efeitos benéficos sobre os pardmetros produtivos
e de qualidade dos ovos de galinhas poedeiras (CALDERANO et al., 2012).

Considerando os efeitos do triptofano sobre o estresse e metabolismo, ha
necessidade de pesquisar seus efeitos durante a muda forgada e no segundo ciclo de postura, portanto o
objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho produtivo e a qualidade dos ovos de galinhas
poedeiras alimentadas com ragdes contendo diferentes inclusdes de L-triptofano durante a muda

forgada sem jejum alimentar e os seus efeitos no segundo ciclo de postura.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no setor de avicultura de postura da Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina, tendo o seu protocolo experimental aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais, processo CEUA n°10.965.2013.83. Para a regido, durante o periodo

experimental, a temperatura média foi de 19,66 °C ¢ a umidade relativa média foi de 53,39% segundo
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dados do Instituto Agrondmico do Parana - [APAR — Londrina/PR.

Foram utilizadas 160 galinhas poedeiras leves tipo Leghorn com 100 semanas de
idade, previamente submetidas ao controle individual de produ¢ao de ovos por 14 dias. Ao final deste
periodo, as aves foram uniformizadas pelo peso corporal (média de 1567,13 g) e intensidade de
postura (média de75,35 % de % de postura) e distribuidas em 20 gaiolas de arame, oito aves por
gaiola, que constitituiram as parcelas experimentais. Estas gaiolas, medindo 100x40x40 cm, com
disponibilidade de 500 cm*/ave, estavam dispostas em quatro filas sobrepostas, laterais a um corredor
central, em um aviario convencional para postura, aberto, com 24 m de comprimento, 5,50 m de
largura e 2,80 m de pé-direito, com cobertura de telhas de fibrocimento. Foram utilizados bebedouros
tipo copo, dispostos lateralmente entre as divisérias das gaiolas, atendendo a quatro aves cada e
comedouros, tipo calha, de madeira, instalados a frente das gaiolas.

A muda forgada teve duracdo de 42 dias, sendo que uma semana antes do seu inicio
as poedeiras foram submetidas a um programa de alimentacdo pré-muda conforme o manual da
linhagem genética e a um programa de iluminagdo de 24 horas de luz/dia (luz natural + artificial), que
foi reduzido somente a luz natural do 1° até 20° dia da muda, sendo restabelecida a partir no 21° dia,
quando foram fornecidas 14 horas de luz/dia, seguida de aumentos semanais de 1 hora até totalizar 17
horas de luz/dia.

Nos primeiros 17 dias da muda, caracterizados pela perda de peso corporal e
parada reprodutiva, estas galinhas foram submetidas a cinco tratamentos experimentais, constituidos
por uma ragao basal-1 contendo 0,11 % de triptofano digestivel, 2.500 kcal de energia metabolizavel
por quilograma (EM kg™) e 12,6 % de proteina bruta (PB), adicionada com 0,043, 0,086, 0,129 ¢
0,172 % do aminoacido L-Triptofano 99 % (Trp), totalizando cinco ragdes com 0,110; 0,152; 0,195;
0,238 ¢ 0,280 % de triptofano digestivel (Tabelal), fornecidas na quantidade de 60 g/ave/dia.

Tabela 1 - Composigdo das ragdes experimentais fornecidas entre o 1° ¢ 17° dias da muda forgada.

L-Triptofano (%)

Ingrediente (kg ton™) Basal-1

0,043 0,086 0,129 0,172
Farelo de trigo 495,260 495,260 495,260 495,260 495,260
Milho 446,110 446,110 446,110 446,110 446,110
Farelo de Soja 12,810 12,810 12,810 12,810 12,810
Calcario 34,550 34,550 34,550 34,550 34,550
Fosfato bicalcico 3,690 3,690 3,690 3,690 3,690
Supl. vit+mineral' 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
Cloreto de colina 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
DL-Metionina (99%) 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080
Areia fina lavada 5,000 4,570 4,140 3,710 3,280
L-triptofano (99%) 0,00 0,430 0,860 1,290 1,720
Exigéncias atendidas
EM? (Kcal kg™) 2.500 2.500 2.500 2.500 2.500
Proteina bruta (%) 12,600 12,600 12,600 12,600 12,600

Calcio (%) 1,500 1,500 1,500 1,500 1,500
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Fosforo disponivel (%) 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
Isoleucina digestivel (%) 0,320 0,320 0,320 0,320 0,320
Lisina digestivel (%) 0,360 0,360 0,360 0,360 0,360
Metionina digestivel (%) 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160
Met+Cist.? digestivel (%) 0,360 0,360 0,360 0,360 0,360
Valina digestivel (%) 0,430 0,430 0,430 0,430 0,430
Triptofano digestivel (%) 0,110 0,152 0,195 0,238 0,280
Sédio (%) 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030
Relagio triptofano:lisina 0,306 0,422 0,538 0,655 0,772

'Suplemento vitaminico-mineral por kg: Vit. A 4.500.000 UI, Vit. D3 900.000 UI, Vit. E 4.000 UL Vit. B1 625
mg, Vit. B2 2.000 mg, Vit. B6 625 mg, Vit. B12 5.000 mcg, Vit. K3 1.000 mg, Pantotenato de calcio 4.000 mg,
Niacina 10 g, Acido folico 125 mg, Biotina 12,5 mg, BHT 1000mg, Zinco 24g, Ferro 21 g, Manganés 27 g,
Cobre 4.700 mg, Iodo 435 mg, Cobalto 88 mg, Selénio 125mg, Veiculo Q.S.P 1.000 g.

*Energia metabolizavel ; *Metionina + cistina

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Do 18° ao 42° dia da muda, fase de indu¢do ao retorno a postura, as poedeiras
foram alimentadas com cinco ragdes experimentais, constituidas por uma racao basal 2, contendo 0,12
% de triptofano digestivel, 2.815 kcal de EM/kg e 14,3 % de PB, adicionada com 0,043, 0,086, 0,129 ¢
0,172 de L-triptofano 99 % (Trp), totalizando cinco ra¢des com 0,120; 0,162; 0,205; 0,248 ¢ 0,290 %
de triptofano digestivel (Tabela 2), fornecidas na quantidade restrita de 100 g/ave/dia.

Tabela 2 - Composic¢do das ragdes experimentais fornecidas entre o 18° ¢ 42° dias da muda forcada.
L-Triptofano (%)

. -1
Ingrediente (kg ton™) Basal-2 0.043 0.086 0.120 0172
Milho 675,310 675,310 675,310 675,310 675,310
Farelo de Soja 122,400 122,400 122,400 122,400 122,400
Far. Carne e o0ssos (45%) 50,000 50,000 50,000 50,000 50,000
Calcario 109,240 109,240 109,240 109,240 109,240
Fosfato bicalcico 11,740 11,740 11,740 11,740 11,740
Oleo de soja 7,890 7,890 7,890 7,890 7,890
Supl. Vit+mineral' 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
Cloreto de colina 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Cloreto de sodio 2,940 2,940 2,940 2,940 2,940
DL-Metionina (99%) 2,730 2,730 2,730 2,730 2,730
L-Lisina (99%) 3,900 3,900 3,900 3,900 3,900
L-Valina (100%) 2,170 2,170 2,170 2,170 2,170
L-Isoleucina (100%) 2,170 2,170 2,170 2,170 2,170
Amido 1,480 1,160 0,810 0,520 0,200
Areia fina lavada 0,950 1,220 1,510 1,740 2,010
L-Alanina (99%) 4,580 4,200 3,830 3,460 3,080
L-Triptofano (99%) 0,000 0,430 0,860 1,290 1,720
Exigéncias atendidas

EM® (Kcalkg™) 2.815 2.815 2.815 2.815 2.815
Proteina bruta (%) 14,300 14,300 14,300 14,300 14,300
Calcio (%) 5,110 5,110 5,110 5,110 5,110
Foésforo disponivel (%) 0,590 0,590 0,590 0,590 0,590
Isoleucina digestivel (%) 0,670 0,670 0,670 0,670 0,670
Lisina digestivel (%) 0,840 0,840 0,840 0,840 0,840
Metionina digestivel (%) 0,470 0,470 0,470 0,470 0,470
Met+Cist’ digestivel (%) 0,670 0,670 0,670 0,670 0,670

Valina digestivel (%) 0,720 0,720 0,720 0,720 0,720
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Triptofano digestivel (%) 0,120 0,162 0,205 0,248 0,290
Sédio (%) 0,180 0,180 0,180 0,180 0,180
Relagio triptofano:lisina 0,143 0,190 0,238 0,286 0,333

'Suplemento vitaminico-mineral por kg: Vit. A 4.500.000 UL, Vit. D3 900.000 UI, Vit. E 4.000 UI, Vit. B1 625
mg, Vit. B2 2.000 mg, Vit. B6 625 mg, Vit. B12 5.000 mcg, Vit. K3 1.000 mg, Pantotenato de célcio 4.000 mg,
Niacina 10 g, Acido folico 125 mg, Biotina 12,5 mg, BHT 1000mg, Zinco 24g, Ferro 21 g, Manganés 27 g,
Cobre 4.700 mg, Iodo 435 mg, Cobalto 88 mg, Selénio 125mg, Veiculo Q.S.P 1.000 g.

’Energia metabolizavel ; *Metionina + cistina

Fonte : Elaboracédo dos autores.

No 43° dia iniciou-se o segundo ciclo de postura, que teve a duragdo de 112 dias,
durante os quais todas as galinhas foram alimentadas a vontade com a mesma ragdo de postura
contendo 2.815 kcal de EM/kg, 16,36 % de PB ¢ 0,15 % de triptofano digestivel (Tabela 3).

As ragdes foram calculadas com base nas recomendacdes do manual da linhagem,
e as composigdes dos ingredientes utilizados nas formulagdes das racdes foram as citadas nas tabelas
brasileiras (ROSTAGNO et al.,, 2011). Para que as ragdes experimentais fossem isoprotéicas e
isocaloricas foram utilizadas areia fina lavada, amido e L-alanina (99%). A fonte de triptofano foi o

L-triptofano (99%).

Tabela 3 - Composicdo da ra¢do fornecida no segundo ciclo de postura.

Ingredientes Kg ton™
Milho 654,140
Farelo de soja 45% 183,950
Farinha carne ¢ ossos 45% 50,000
Oleo de soja 7,440
Calcario 91,400
Fosfato bicalcico 6,3400
Sup. vitaminico+mineral' 2,000
Cloreto de sodio 2,600
Cloreto de colina 0,500
DL-metionina (99%) 1,380
L-lisina (99%) 0,250
Exigéncias atendidas

Energia metabolizavel (kcalkg™) 2815
Proteina bruta (%) 16,360
Calcio (%) 4,310
Fosforo disponivel (%) 0,500
Isoleucina digestivel (%) 0,570
Lisina digestivel (%) 0,710
Metionina digestivel (%) 0,370
Meioninat+Cistina digestivel (%) 0,600
Treonina digestivel (%) 0,520
Triptofano digestivel (%) 0,150
Valina digestivel (%) 0,650

Sédio (%) 0,170
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Relagdo Triptofano: Lisina 0,211

1Suplemento vitaminico-mineral por kg: Vit. A 4.500.000 UI, Vit. D3 900.000 UL, Vit. E 4.000 UL Vit. B1 625 mg, Vit. B2
2.000 mg, Vit. B6 625 mg, Vit. B12 5.000 mcg, Vit. K3 1.000 mg, Pantotenato de calcio 4.000 mg, Niacina 10 g, Acido
folico 125 mg, Biotina 12,5 mg, BHT 1000mg, Zinco 24g, Ferro 21 g, Manganés 27 g, Cobre 4.700 mg, lodo 435 mg,
Cobalto 88 mg, Selénio 125mg, Veiculo Q.S.P 1.000 g.

Fonte : Elaboragao dos autores.

Todas as coletas de dados foram consideradas por parcela experimental (repeti¢ao).

Foram determinados os pesos corporais das poedeiras no primeiro, 17° e 42° dias da
muda e no 112° dia do segundo ciclo de postura.

As ofertas e as sobras das ra¢des foram determinadas no 1°, 17° ¢ 42° dia da muda e
a cada 28 dias no segundo ciclo de postura, sendo o seu consumo, expresso em g/ave/dia, estimado
pela divisdo do consumo total pelo numero de aves. Quando ocorreram mortes, o consumo foi
dividido pela média ponderada de aves no periodo.

A produgdo de ovos foi registrada diariamente. Durante a muda, a parada de
postura (PP) foi considerada a partir do momento em que nenhum ovo foi obtido por trés dias
seguidos, sendo o seu retorno (RP) considerado a partir do momento em que foi obtido pelo menos um
ovo por trés dias seguidos.

O peso médio unitario dos ovos foi determinado diariamente nos primeiros 17 dias,
no 28°, 35° e 42° dias da muda. No segundo ciclo de postura os pesos foram determinados a partir das
pesagens de todos os ovos produzidos na parcela nos dois ultimos dias de cada periodo de 28 dias,
dividindo-se o peso total dos ovos pelo nimero de ovos produzidos, sendo expresso em gramas (g). A
massa de ovos correspondeu ao produto da producdo de ovos pelo seu peso médio.

A gravidade especifica (GE, gem®™") dos ovos foi obtida apos a pesagem unitaria de
todos os ovos produzidos diariamente nos primeiros 17 dias, no 28°, 35° e42° dias da muda, e nos dois
ultimos dias de cada periodo de 28 dias do segundo ciclo de postura, utilizando a metodologia descrita
por Freitas et al. (2004).

No segundo ciclo de postura, apds a determinagdo da GE, dois ovos com o peso
médio de cada parcela foram quebrados sobre uma mesa de vidro para a avaliagdo da altura (mm) e do
peso (g) do albumen e também da gema (g). O peso (g) ¢ a espessura (mm) da casca com as
membranas foram determinadas apds a sua lavagem em agua corrente € secagem a temperatura
ambiente por 72h. A partir dos dados obtidos, foram determinadas a unidade Haugh (uH), a
porcentagem de albumen (%), a porcentagem de gema (%), a porcentagem de casca (%) e a espessura
da casca (mm).

A altura do albimen foi determinada utilizando um micrometro de precisdo
(Mitutoyo, Santo Amaro, Brasil), em um ponto médio entre a sua borda externa e a lateral da gema,
perpendicular a chalaza (BOARD et al., 1994). A unidade Haugh (uH) foi obtida por meio da formula
definida por Stadelman (1995), em que uH = 100 x log (H + 7.57 —1.7 x W*?*"), sendo H = altura do

albimen (mm); 7,57 = fator de corre¢ao para altura do albumen; 1,7 = fator de corre¢do para peso do
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ovo ¢ W = peso do ovo (g). Quanto maior o seu valor, melhor serda a qualidade dos ovos, que sdo
classificados segundo a United States Department of Agriculture (USDA) em ovos tipo AA (100 até
72), A (71 até 60), B (59 até 30), C (29 até 0) (BARBOSA FILHO, 2004).

O peso do albumen (PA) foi determinado em gramas, a partir da diferenga entre o
peso do ovo (PO) e o peso da gema (PG) somado ao peso da casca (PC) (PA=PO —(PG+PC)), sendo
relacionada percentualmente ao peso do ovo.

A gema foi separada manualmente do albimen. O residuo do albumen aderido foi
removido com o auxilio de papel absorvente, sendo pesada em balanca de precisdo e determinada a
sua propor¢ao em relagdo ao peso do ovo.

A casca dos ovos, ap6s secagem, foi pesada em balanga de precisdo (Metler
Toledo, Barueri, Brasil), tendo a sua propor¢do determinada em relacdo ao peso do ovo. A sua
espessura foi determinada com auxilio de um micrdmetro digital (Mitutoyo, Santo Amaro, Brasil), em
milimetros, em quatro locais: duas medi¢des na sua regido mais larga em lados opostos e mais duas,
sendo uma em cada extremidade. Os dados obtidos foram transformados no valor médio de cada
unidade experimental.

As conversdes alimentares por massa de ovos e por duzia de ovos foram
determinadas somente no segundo ciclo de postura. A conversio alimentar por massa de ovos (kg kg™)
foi calculada como a relagdo entre consumo de ragdo e a massa de ovos produzida, sendo expressa em
kg de ragdo por kg de massa ovo (kg kg™). A conversdo alimentar por diizia de ovos foi calculada por
meio da relag@o entre o consumo de ragao e o total de duzias de ovos na parcela, sendo expressa em kg
de ragdo por duzia de ovos (kg dz).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados
obtidos foram submetidos as analises de normalidade e homogeneidade e posteriormente submetidos a
analise de varidncia utilizando o programa estatistico R (DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).
Apos as analises de variancia (ANOVA) e havendo efeito significativo, os niveis de inclusdo do L-Trp
na ra¢do na muda e os seus efeitos no segundo ciclo de postura foram comparados utilizando o teste
de Tukey. Diferengas foram consideradas significativas se P<0,05. A soma dos quadrados dos efeitos
do triptofano foi decomposta nos efeitos linear e quadratico para as inclusdes de L-Trp nas ragdes e na
escolha do modelo de regressdo foram considerados o nivel de significAncia e o coeficiente de

determinacao.

Resultados e Discussao

Os tratamentos experimentais ndo tiveram efeitos (P>0,05) na taxa de mortalidade
durante a muda e no segundo ciclo de postura. A taxa de mortalidade foi nula (0%) nos primeiros 17
dias, 1,25 % dos 18 aos 42 dias de muda e 1,25 % no segundo ciclo de postura. Estes valores sdo

similares aos obtidos por Aygiin e Yetisir (2009) que determinaram 1,25 % de mortalidade das



47

poedeiras durante a muda forcada sem jejum alimentar. No presente trabalho a baixa mortalidade
observada pode ser consequencia da selegdo e padronizacdo das poedeiras antes do inicio do
experimento.

Nao foram observadas diferencgas entre os tratamentos (P>0,05) para os pesos
corporais das galinhas no 17° e 42° dia da muda e no segundo ciclo de postura (Tabela 4). As galinhas
tiveram uma redugdo média de 19,99% no peso corporal nos primeiros 17 dias da muda, em relagdo ao
peso inicial (Tabela 5). Baker et al. (1983) e Yousaf et al. (2008) enfatizam que o melhor desempenho
produtivo das poedeiras no segundo ciclo de postura esta diretamente relacionado com a perda de
massa corporal durante a muda, e que esta deve ser de 25 a 30 %. De acordo com Berry (2003) a perda
de 25% no peso corporal indica regressao completa do ovario das galinhas. A regressdo do ovario, que
ocorre devido a parada da sintese de gonadotrofinas, constitui o fator mais importante da muda, pois
esta diretamente relacionado com o processo de regeneragio do trato reprodutor (ARAUJO et al.,
2007).

No 42° dia da muda foi observada recuperagdo do peso corporal das poedeiras em
relacdo ao 17° dia da muda (1571,09 g vs 1253,74 g) acima do esperado, indicando provavel ganho de
peso compensatorio de 25,35 % (Tabela 5). O ganho de peso compensatério ¢ um fendémeno
observado em animais submetidos a um periodo de restricao alimentar seguido de realimentacdo, em
que exibem velocidades aceleradas na sintese de proteina muscular. Em frangos de corte o fendmeno
do crescimento compensatorio advém da redugdo das exigé€ncias nutricionais de mantenca durante o
periodo de realimentagdo, sendo que quanto maior a severidade da restrigdo, maior ¢ o periodo exigido

para a recuperagdo do peso (YU; ROBINSON,1992).

Tabela 4 - Peso corporal das poedeiras ao final dos periodos experimentais avaliados.

Peso médio (g)
Inclusdo de Muda Forcada(dia) 2° Ciclo (dia)
L-Trp (%) 1° 17° 42° 112°
0,000 1541,034+24,46 1259,22+12,76 1553,134+36,04 1627,01+21,25
0,043 1591,56+26,78 1262,66+21,75 1592,50+29,32 1666,28+44,63
0,086 1562,56+31,56 1250,94+36,72 1566,72+45,65 1628,59+66,06
0,129 1575,72+57,00 1257,814+46,58 1590,31+£54,32 1679,93+96,34
0,172 1564,78+39,15 1238,09+47,06 1552,81+12,75 1607,08+43,94
Média 1567,13 1253,74 1571,09 1641,78
Valor-P 0,5468 0,8748 0,4285 0,4327
ER NS NS NS NS

ER = Efeito de regressdo; NS= ndo significativo.
Fonte : Elaboragdo dos autores.
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Tabela 5 - Varia¢des de peso corporal das poedeiras durante os periodos experimentais avaliados.
Variacdo no Peso (%)

Inclusdo de Muda Forgada (dia) 2° Ciclo (dia)
L-Trp (%) 1°a17° 18°a 42° 1°a112°
0,000 -18,28+1,16 +23,33+ 1,72 +4,79+2,03
0,043 -20,66+1,28 +26,12+ 0,99 +4,64+2,75
0,086 -19,95+0,95 +25,25+ 1,47 +3,93+£2,17
0,129 -20,17+1,52 +26,49+ 4,03 +5,58+2,93
0,172 -20,88+1,95 +25,57+ 5,28 +3,51+3,33
Meédia -19,99 +25,35 +4,49
Valor-P 0,1301 0,6699 0,8350
ER NS NS NS

ER = Efeito de regressdo; NS= nao significativo.
Fonte : Elabora¢édo dos autores.

Aos 112 dias do segundo ciclo de postura observou-se um aumento médio de
4,49% de peso corporal em relagdo ao primeiro dia da muda, o que era esperado devido ao CR no
segundo ciclo de postura acima do relatado no manual da linhagem (103g/ave/dia).

Para as avaliagdes realizadas na primeira fase da muda forgada (1° ao 17° dias), o
consumo de ragdo (CR, g/ave/dia), o peso médio do ovo (PO, g), a gravidade especifica do ovo (GE,
gem™) e os dias para a parada de postura das poedeiras (PP, dias) ndo foram influenciados pelos
tratamentos experimentais (P>0,05) (Tabela 6).

O consumo de triptofano digestivel (CTrp, mg/ave/dia), apresentou resposta linear
crescente (Y = 0,0659+0,5979X com R’=1,00 e Valor-P<0,0001).Como a ingestio da ragdo foi
limitada a 60g de ra¢do ave” dia’, o aumento na ingestdo diaria de L-Trp ocorreu em fungdo do
aumento crescente nas ragdes experimentais.

Com relagdo ao PO, as médias obtidas foram inferiores as determinadas por Dickey
et al. (2012), que encontraram peso médio igual a 65,5 g em galinhas de 80 semanas de idade
submetidas a muda for¢ada com dietas compostas por casca de soja ou por farelo de trigo. Os autores
atribuiram o fato a baixa quantidade de energia consumida pelas aves. A baixa ingestdo de proteina e
de energia influenciam negativamente o peso dos ovos (MOGHADDAM et al., 2012). No presente
experimento, nos primeiros 17 dias de muda as poedeiras consumiram 149 kcal de EM/dia e 7,46 g de

PB/dia.
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Tabela 6 - Consumo de ragdo (CR), consumo de triptofano digestivel (CTrp), peso do ovo (PO),

gravidade especifica (GE) e parada de postura (PP) das poedeiras durante a primeira fase
da muda forgada (1 a 17 dias).

Parametros
Inclusdo de CR CTrp PO GE PP
L-Trp (%) (g/ave/dia)  (mg/ave/dia) (2) (g cm™) (dias)
0,000 59,89+0,04 65,90+0,04 61,68+3,70  1,071+0,013  8,25+2,06
0,043 59,85+0,07 90,97+0,11 64,5542,69  1,068+0,011  8,75+1,71
0,086 59,88+0,06  116,16+0,12  61,1144,95  1,071£0,010  9,25+2,22
0,129 59,86+0,08  141,27+0,19  65,41£3.53  1,069+£0,011  9,00+1,41
0,172 59,8240,05  166,30+0,14  63,39+4,76  1,066+0,010  8,75+2,06
Média 59,86 116,11 63,23 1,069 8,80
Valor-P 0,5882 <0,0001 0,0626 0,8112 0,9577
ER NS L** NS NS NS

NS= nio significativo; **(P<0,01); ER= efeito de regressio; 'L = Efeito de regressao linear.
Fonte : Elaboracédo dos autores.

O valor médio da GE foi de 1,069 g cm”™, indicando baixa qualidade de casca. A
GE esta relacionada com a quantidade de casca depositada, sendo que 1,080 g cm®" corresponde ao
limite entre a baixa e alta qualidade (HARDER et al. 2008). A qualidade da casca estd ligada
sobretudo ao consumo de calcio. Em seu estudos Carvalho e Fernandes (2013) relataram que a maior
parte do calcio utilizado para a formagao da casca do ovo é proveniente da dieta. Neste experimento,
as racdes de muda continham 1,5% de Ca, o que correspodeu a ingestdo de 0,9 g de calcio/dia,
quantidade esta abaixo das 4,3 g/ave/dia recomendadas pelo manual da linhagem. Outro fator que
pode ter influenciado na qualidade da casca foi a baixa ingestdo diaria de vitamina D, que esta
diretamente relacionada com o mecanismo de transporte do célcio para a glandula da casca (BERRY,
2003).

Observou-se que a parada de postura (PP) ocorreu aos 8,8 dias apos o inicio da
muda. Este valor é maior que os 5,75 dias e aos 4,42 dias encontrados por Donalson et al. (2005) em
galinhas alimentadas a vontade com ragdes contendo 70% de alfafa, ou submetidas a jejum alimentar,
respectivamente. Os autores concluiram que a maior persisténcia da postura das galinhas alimentadas
com a rac¢ao contendo alfafa ocorreu em fungdo da ingestao diaria de energia.

Souza et al. (2010) também atribuiram a ingestdo diaria de energia o fato de que
galinhas poedeiras em muda, submetidas a alimentacdo com uma ragdo com restricdo qualitativa dos
seus nutrientes em 50 % terem interrompido a ovopostura em 8 dias, enquanto que aquelas submetidas
a restricao de 75 % ou ao jejum total suspenderam a producdo em 6 dias. Dickey et al (2010) comenta
que, devido a necessidade de produgdo dos hormoénios gonadotroficos, a supressdo na ingestao do
calcio durante o jejum da muda forgada faz com que a ovopostura cesse em menor tempo, quando
comparado com outros tipos de alimentagao.

Os tratamentos experimentais ndo tiveram efeito (P>0,05) para CR, PO e GE no
periodo compreendido entre o 18° e 42° dias da muda e no numero de dias para o retorno a postura

(Tabela 7).
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Tabela 7 - Consumo de ragdo (CR), consumo de triptofano (CTrp), peso do ovo (PO), gravidade
especifica (GE) e retorno a postura (RP) das poedeiras durante a segunda fase da muda
forcada (18 a 42 dias).

Parametros
Inclusdo de CR CTrp PO GE RP
L-Trp (%) (g/ave/dia) (mg/aveqdia) (2) (gcm™) (dias)
0,000 91,13+2,60 109,40+3,12 64,53+2,79  1,089+0,006  38,75+3,86
0,043 93,29+3,09 149,30+4,95 65,84+2,94  1,088+0,004  40,50+1,73
0,086 92,76+1,11 185,50+2,23 63,07+£3,22  1,089+0,004  39,75+1,50
0,129 94,02+2,46 225,70+5,90 65,80+2,42  1,085+0,007  38,75+1,26
0,172 92,63+1,51 259,40+4,24 66,32+531  1,087+0,001  38,75+3,86
Média 92,77 185,83 65,11 1,088 39,3
Valor-P 0,5010 <0,0001 0,6882 0,7045 0,8420
ER NS L#* NS NS NS

ER=efeito de regressdo; NS=ndo significativo;L = Efeito de regressao linear; **(P<0,01).
Fonte : Elaboracédo dos autores.

O CR foi de 92,77 g/ave/dia, quantidade inferior ao esperado, que era de
100g/ave/dia, o que correspondeu a ingestdo de 13,26 g de PB e 261,14 kcal de EM/ave/dia. Este
consumo explica o ganho compensatorio observado no periodo, pois os excessos de PB ¢ EM
ingeridos foram depositados como massa corporal, ja que as poedeiras ainda ndo estavam em plena
ovopostura.

O CTrp apresentou resposta linear crescente significativa (P<0,05) em virtude das
suas suplementagdo nas ragdes, expresso pela equagio ¥=0,1106+0,9410X com R’= 0, 99 ¢ Valor-
P<0,0001.

O peso médio dos ovos (65,11 g) se explica pela maior ingestao didria de proteina
pelas aves (13,26 g), em relagdo aos primeiros 17 dias (7,46 g), estando de acordo com as afirmativas
de Gunawardana et al. (2009) e de Moghaddam et al. (2012).

O valor médio de GE (1,088g cm™"), indica boa qualidade da casca dos ovos, como
sugerido por Harder et al. (2008). O aumento na ingestao diaria de calcio e de vit. D pode explicar este
valor mais elevado, em relagdo aos primeiros 17 dias de muda forgada.

O RP ocorreu em média aos 39,3 dias apds o inicio da muda. Willis et al. (2009)
estudando em galinhas poedeiras os efeitos da muda forcada sem jejum alimentar, observaram que
quanto mais rapido estas aves entravam em descanso reprodutivo, mais rapidamente retornavam a
producdo de ovos, efeito semelhante ao da perda de peso corporal, que quanto maior, mais rapido o
retorno a postura.

Segundo Scherer et al. (2009), quanto maior o periodo de descanso do trato
reprodutivo e a perda de peso das aves, mais eficiente sera a regressdo do ovario e oviduto na muda, e
mais eficiente sera o seu posterior desenvolvimento e regeneragdo epitelial. No presente trabalho,
independente do tratamento experimental, as aves tiveram um periodo de descanso semelhante, com
parada de postura aos 8,8 dias e retorno a postura aos 39,3 dias, indicando que a regeneracdo do

ovario e do oviduto foi similar para todas as aves submetidas aos diferentes tratamentos.
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Houve efeito residual significativo (P<0,05) dos tratamentos experimentais na
muda sobre a producdo de ovos (% Postura), PO e CAD, ndo sendo observados efeitos sobre os

demais parametros produtivos estudados (Tabela 8).

Tabela 8 - Consumo de ragdo (CR), % de postura, peso do ovo (PO), massa de ovos (MO), conversdo
alimentar por massa de ovos (CAM) e conversdo alimentar por duzia de ovos (CAD) no

segundo ciclo de postura.

Parametros de desempenho

Inclusao de CR %Postura PO MO CAM CAD
L-Trp (%) (g/ave/dia) (@ (2 (kgkgh  (kgdz")
0,000 109,34+10,73  79,85+6,80a  68,40+1,61a 54,61+4,79 2,00+0,27  1,65+0,22a
0,043 110,52+13,32  73,1745,75b  69,8742,04a 51,073,337 2,13%0,27  1,81+0,24ab
0,086 109,89+13,25  82,53+5,76a 67,652,011 b 55864461 1,98+0,27  1,60+0,22a
0,129 111,76+£15,83  75,7749,08 a  69,06+1,68a 52,55+6,65 2,10+0,38  1,90+0,32b
0,172 110,99+ 12,54  79,55+4.98 a 68,50+ 1,60a 54,50+£3,86  2,04+0,25 1,68+0,21ab
Média 110,51 78,69 68,69 54,04 2,06 1,73
Valor-P 0,985 0,001 0,014 0,055 0,075 0,005
ER NS NS NS NS NS NS

Meédias seguidas de letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05); ER = efeito de regressdo;
NS= nio significativo.
Fonte : Elaboracdo dos autores.

Para a % Postura, a inclusdo de 0,043 % de L-Trp ocasionou a menor média,
enquanto os demais tratamentos ndo diferiram entre si, indicando que a ragdo basal sem adi¢do de L-
Trp garantiu a produgdo de ovos no segundo ciclo de postura. A média obtida para a ragdo basal
(79,85%) esta no intervalo citado por Bell (2003), para quem a produgédo de ovos varia entre 75 ¢ 85%
no segundo ciclo de postura. Antes do inicio da muda, a taxa de postura das aves deste experimento
era de 75,35%, havendo, portanto, consideravel elevagdo no seu valor no segundo ciclo de postura
considerando a idade elevada das aves, concordando com os resultados obtidos por Alodan e Mashaly
(1999), que também encontraram aumento significativo na produ¢ao de ovos ap6s a muda forgada.

A menor média de PO (P<0,05) foi obtida para o tratamento com a inclusdo de
0,086% de L-Trp, nao sendo observadas diferencas (P>0,05) entre os demais tratamentos
experimentais, indicando também que a rag@o basal sem inclusdo de L-Trp garantiu um PO semelhante
as demais inclusdes de L-Trp. O valor mais elevado de PO (68,69g), em relagdao ao obtido na fase da
muda, pode ser atribuido ao maior consumo diario de ragao pelas aves nesta fase e segundo Dickey et
al. (2012), o peso dos ovos ¢ influenciado pelo consumo de energia e de proteina.

Os efeitos residuais significativos sobre % Postura ¢ PO nao se traduziram em
efeitos significativos (P>0,05) na MO, que apresentou médias semelhantes entre os tratamentos
experimentais. O valor médio de MO determinado (54,04 g), foi superior ao encontrado por Scherer et
al. (2009), 45,4 g, e por Souza et al. (2010), 44,44 g, em galinhas pds muda forgada.

A pior média para CAD (P<0,05), ocorreu para a inclusdo de 0,129 % de L-Trp na

racdo de muda, enquanto que as médias dos demais tratamentos ndo diferiram entre si (P>0,05),
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indicando suficiéncia da ra¢do basal sem inclusdo de L-Trp para esta caracteristica. Este resultado
contradiz os de Lima et al. (2012), para quem as suplementacdes de Trp nas ragdes ocasionaram
modificagdes histologicas benéficas no trato digestorio de poedeiras, com melhora na absor¢do de
nutrientes, aumento na producdo de ovos e maior eficiéncia na conversao alimentar por duzia de ovos.

Com relagdo a qualidade dos ovos, os tratamentos experimentais na muda ndo
tiveram efeito (P>0,05) no segundo ciclo de postura para a gravidade especifica (GE), espessura da
casca (EC), porcentagem de gema (PG) e porcentagem de albumen (PA) (Tabela 9).

A média de GE obtida (1,078 g cm’") indica que de forma geral as cascas dos ovos
tinham baixa qualidade. Segundo Harder et al. (2008) o valor de 1,080 g cm®" corresponde ao limite
entre uma casca de baixa e de alta qualidade. Quanto menor o seu valor, maior ¢ o porcentual de ovos

quebrados.

Tabela 9- Gravidade especifica (GE), espessura da casca (EC), porcentagem de casca (PC), unidade
Haugh (uH), porcentagem de gema (PG) e porcentagem de albumen (PA) no segundo ciclo

de postura.
Inclusdo de Parametros de Qualidade dos Ovos
L-Trp (%) GE(gem®™) EC (mm) PC uH PG PA
0,000 1,080+0,007 0,589+0,024  8,844+0,358  85,344+3,579  26,465+0,622  64,691+0,658
0,043 1,079+0,012  0,586+0,021 8,601+£0,302  84,726+3,722  26,958+1,789  64,442+1,938
0,086 1,076+0,007  0,580+0,015  8,555+0,353  87,862+3,017  26,648+0,697  64,798+0,719
0,129 1,075+£0,007  0,579+0,020 8,248+0,286  86,492+3,657  26,730+1,121 65,022+0,999
0,172 1,081+0,011 0,581+0,016  8,601+0,387  86,705+£2,739  26,276+1,069  64,124+1,237
Média Geral 1,078 0,583 8,615 86,426 26,620 64,815
Valor-P 0,2443 0,5775 0,0476 0,0424 0,798 0,823
ER NS NS Q** Q* NS NS

ER = efeito de regressdo; ** (P<0,01); * (P<0,05); Q=Efeito de regressdo quadratico; NS= ndo significativo.
Fonte : Elaboragdo dos autores

Segundo Ramos et al. (1999) a casca do ovo tende a enfraquecer com o decorrer do
tempo p6s muda, causado pelo aumento do seu tamanho e pela sua ma calcificagdo. De acordo com
Keshavarz e Nakajima (1993), o decréscimo da qualidade da casca com a idade € resultado da queda
de habilidade na absorg¢do de calcio intestinal e mobilizagdo do calcio 6sseo, que é de 60 % em aves
jovens reduzindo para 40 % nas mais velhas.

Observou-se efeito quadratico significativo (P<0,01) das inclusdes de L-Trp sobre
a porcentagem de casca (PC) no segundo ciclo de postura, expresso pela equacdo Y=8,8703-
8,1354X+35,9750X” com R*=0,09 e Valor-P=0,0098, em que a inclusdo estimada de 0,112 % L-Trp
causou a sua menor proporcionalidade (Figura 1). Este resultado discorda dos obtidos por Lima et al.
(2012), para quem, por melhorar a capacidade absortiva das vilosidades no intestino delgado, as

inclusdes de Trp na ragdo das galinhas aumentam a sintese da casca do ovo.



53

Figura 1 - Efeito de regressdo das inclusdes de Trp durante a muda for¢ada sobre a PC (% de casca)
dos ovos no segundo ciclo de postura.
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Fonte : Elaboracdo dos autores.

As porcentagens da gema (PG) e de albumen (PA) sdo obtidas a partir dos seus
pesos em relagdo ao peso do ovo. As diferencgas significativas advindas dos tratamentos na muda sobre
o PO no segundo ciclo de postura ndo se refletiram nos valores relativos destas variaveis.

O tamanho e a constituigdo da gema dependem basicamente de componentes
oriundos do figado. Ha uma correlagdo positiva entre o peso do figado e o peso da gema, e entre esta e
o peso do ovo. Como ndo foram verificadas diferengas nas proporcionalidades da gema em relacdo ao
ovo, supde-se que as poedeiras tinham figado de mesmo tamanho, indicando recuperacdo deste 6rgao
de forma igual para os diferentes tratamentos na muda forcada.

Com relagdo a percentagem do albtimen, sabe-se que, além do magno, a sua
secrecdo também ocorre no infundibulo, no istmo e no utero das galinhas. Os resultados obtidos neste
experimento permitem concluir que as inclusdes de L-Trp durante a muda forgada ndo tiveram os
mesmos efeitos estimulantes nas glandulas secretoras albumen, como os encontrados no magno por
Lima et al. (2012).

Houve efeito residual quadratico significativo (P<0,05) das inclusdes de triptofano
nas ragdes durante a muda sobre a uH no segundo ciclo de postura, expresso pela equagdo Y=
84,5608+ 40,1335)(—151,4574X2 com R2=0,0549 e Valor-P=0,0411, sendo o seu valor maximo
estimado para a inclusgo de 0,132% L-Trp (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito de regressdo das inclusdes de Trp durante a muda forcada sobre a uH (unidade
Haugh) no segundo ciclo de postura.
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Fonte : Elaboracdo dos autores.

Segundo Alleoni e Antunes (2001), a uH ¢é o parametro mais utilizado para
expressar a qualidade do albumen. Quanto maior o seu valor, melhor a qualidade do ovo
(CARVALHO et al., 2007). Como no magno ocorre a secre¢cdo do albumen denso, os resultados
obtidos no presente experimento sdo condizentes com os de Lima et al. (2012), que encontraram maior
secregdo de albumen denso no magno de poedeiras alimentadas com ragdes suplementadas com
triptofano. As médias obtidas no presente experimento classificam os ovos como AA pelo padrdo do

USDA (BARBOSA FILHO, 2004)

Conclustes

Galinhas poedeiras com 100 semanas de idade, submetidas a muda forgada sem
jejum alimentar, interromperam a producdo de ovos aos 8,8 dias, perderam 19,99 % do seu peso
corporal no 17° dia e retornaram a ovopostura aos 39,3 dias de muda.

A suplementacdo de L-triptofano durante a muda forgada sem jejum alimentar nao
interfere no desempenho produtivo e qualidade dos ovos de galinhas poedeiras no segundo ciclo de

postura.
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4.2 ARTIGO 2

Artigo editado de acordo com as normas de publicagdo da Revista Semina

L-triptofano em ragdes de galinhas poedeiras em muda forcada sem jejum alimentar —

Parametros hematoldgicos e histologia do baco

L-tryptophan in feeds to laying hens in forced molting without fasting — Hematological

parameters and spleen histology

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das inclusdes de L-triptofano (L-Trp) na ragdo de muda,
sobre os parametros hematologicos e a histologia do bago de galinhas poedeiras durante a muda
forcada e no periodo pos-muda. Um total de 160 galinhas poedeiras Leghorn brancas com 100
semanas de idade foram submetidas a um programa de muda forcada de 42 dias e a um segundo ciclo
de postura de 112 dias. Nos primeiros 17 dias da muda os tratamentos experimentais consistiram de
cinco ragdes, caracterizadas por uma ragdo basal-1 com quatro inclusdes de L-Trp (0,043, 0,086,
0,129 ¢ 0,172 %), totalizando ragdes com 0,110; 0,152; 0,195; 0,238 e 0,280 % de triptofano
digestivel, fornecidas na quantidade de 60 g/ave/dia. Do 18° ao 42° dias da muda os tratamentos
consistiram de uma ragdo basal-2 com mesmas inclusdes de L-Trp, totalizando ragdes com 0,120;
0,162; 0,205; 0,248 ¢ 0,290 % de triptofano digestivel, fornecidas na quantidade de 100 g/ave/dia. A
partir do 43° dia as poedeiras foram alimentadas a vontade com uma mesma ragdo de postura. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 8 aves cada. Os
tratamentos experimentais ndo mostraram efeitos na glicemia e parametros do eritrograma durante a
muda forcada e no segundo ciclo de postura. As inclusdes de L-Trp mantiveram os valores de
leucécitos e de linfécitos durante a muda semelhantes aos valores de DO, porém nao houve efeito dos
tratamentos para estes dois parametros no segundo ciclo de postura. Ndo houve efeito dos tratamentos
experimentais sobre a relagdo heterofilo:linfocito durante a muda, havendo redugdo significativa dos
valores deste parametro no segundo ciclo de postura para as inclusdes de 0,086; 0,129 e 0,172 % de
inclusdo de L-Trp nas ra¢des durante a muda. Foi observada resposta linear no nimero de heteréfilos
no 42° dia da muda e resposta quadratica no 112° dia do segundo ciclo de postura com valor minimo
para a inclusdo estimada de 0,157% de L-Trp. A inclusdo de 0,086% de L-Trp nas ragdes de muda
aumentaram a darea relativa de polpa branca do baco. Considerando os valores da relagdo
heterofilos:linfécitos no segundo ciclo de postura e o aumento da area relativa de polpa branca do bago
durante a muda, conclui-se que a inclus@o de 0,086% de L-Trp nas ragdes durante a muda for¢ada foi
a mais eficiente.

Palavras Chave: Eritrograma. Estresse. Glicose. Imunidade. Leucograma.
Abstract

The objective of this study was to evaluate the effects of L-tryptophan inclusions (L-Trp) in the diet of
molt, on hematological parameters and histology of the spleen of laying hens during the forced molt
and in the post-molt. One hundred and sixty white Leghorn hens 100 weeks of age were subjected to a
forced molt of program of 42 days and a laying second cycle of 112 days. In the first 17 days of the
molt the experimental treatments consisted of five diets, characterized by a basal-1 diet with four L-
Trp inclusions (0.043, 0.086, 0.129 and 0.172%), totalizing diets with 0.110; 0.152; 0.195; 0.238 and
0.280% digestible tryptophan, provided the diets in amount of 60 g / bird / day. From 18" to 42"days
of molt the treatments consisted of a basal-2 diet with the same inclusions of L-Trp, totalizing diets
with 0.120; 0.162; 0.205; 0.248 and 0.290% digestible tryptophan, provided the diets in the amount of
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100g / bird / day. From the 43" day, laying hens had been fed ad libitum with the same layings diet.
The experimental design was completely randomized with four replications of eight birds. The
treatments showed no effects on blood glucose and erythrocyte parameters during forced molting and
the second laying cycle. The L-Trp inclusions maintained the values of leukocytes and lymphocytes
during molting similar to DO values, but there was no effect of the treatments for these two parameters
in the second laying cycle. No effects of experimental treatments on the heterophil: lymphocyte during
molting, there was a significant reduction in the value of this parameter in the second laying cycle for
the inclusions of 0.086; 0.129 and 0.172% of L-Trp in feed during molting. Linear response was
observed in the number of heterophil on the 42™ day of molt and quadratic response on the 112" day
of the second laying cycle with minimum value for the inclusion of estimated 0.157% L-Trp. Inclusion
of 0.086% L-Trp in the feed of molt increased the relative area of the white pulp of the spleen.
Considering the the relationship of values heterophil: lymphocyte in the second laying cycle and the
increase of the relative area of the white pulp of the spleen during molting it can be concluded that the
inclusion of 0.086% L-Trp in feeds during the forced molting was more efficient.

Keywords: Erythrogram. Glucose. Immunity. Stress. WBC.

Introducéo

Na industria avicola as poedeiras sdo induzidas a estenderem a sua vida reprodutiva
por meio do uso da muda forgcada. O sistema mais difundido para a aplicacdo desta técnica em
galinhas se baseia no jejum alimentar e retirada da iluminacao artificial, ocorrendo regressao do trato
reprodutivo e parada na postura, com posterior retorno a producdo e melhoria na sua qualidade dos
ovos (TEIXEIRA; CARDOSO, 2011). Segundo Webster (2003), a privacdo alimentar ¢ tida como o
melhor método para a indugdo da muda forgada, por ser o de mais facil aplicacdo e o que apresenta
melhores resultados. No entanto, este método tem sido criticado por ser estressante, podendo causar
danos metabolicos e fisioldgicos irreparaveis ao organismo das aves (PARK et al., 2004), pois
normalmente sdo observadas alteracdes significativas nos sistemas imune e hematopoiético das
poedeiras (ALODAN; MASHALY, 1999). Segundo Colditz (2002) o organismo em estresse, ao ativar
o0 sistema imune prioriza a divisdo dos nutrientes entre defesa, crescimento e producdo. Neste sentido,
Klasing (1998) afirma que os niveis de nutrientes dietéticos Otimos para a produgdo e eficiéncia
alimentar podem nao ser suficientes para garantir uma resposta imune adequada quando as galinhas
estiverem submetidas a situacdes estressantes.

O baco da galinha ¢ um 6rgdo linféide secundario e sua importancia na resposta
imune se deve a auséncia de linfonodos nesta espécie (DAVISON et al., 2008). Este 6rgdo armazena
os linfécitos provenientes dos oOrgdos linféides primdrios, respondendo a antigenos presentes na
circulagdo sanguinea, além de ser responsavel também pela selecdo e destruicdo de hemacias
envelhecidas (SMITH; HUNT, 2004). As analises histologicas e a determinagdo da composigdo
celular do bago, como as realizadas por Andrade (2011), podem ser consideradas mais eficientes na
avaliag@o da resposta imune do que os estudos das variagdes do peso do baco como os realizados por

Abo Elouun (2009).
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O triptofano ¢ um aminoacido essencial para galinhas poedeiras, sendo precursor
da serotonina, um neurotransmissor ligado a sensacdo de bem estar (CORZO et al., 2005), atuando
também na resposta imunolégica (EMADI et al, 2010) e na fung¢do produtiva (ROSTAGNO et al.,
2011). Emadi et al. (2010) encontraram aumento nos niveis séricos de marcadores imunoldgicos
(interferon-a, interferon-y e IgY) em frangos de corte alimentados com ragdes contendo inclusdes
crescentes de Trp e desafiados pelo virus da doenga infecciosa da Bursa (IBDV).

Considerando que varios trabalhos descrevem os efeitos benéficos do triptofano
dietético na produgdo e qualidade dos ovos de galinhas poedeiras (Lima et al., 2013) ou na melhoria
dos parametros imunologicos em situagdes de estresse (EMADI et al, 2010) e que ndo foram
encontradas citagdes sobre o seu uso na ragdo durante a muda forgada, este trabalho teve o objetivo de
avaliar os efeitos das inclusdes L-triptofano na racdo sobre os pardmetros hematolégicos (glicemia e
hemograma) e histolégicos do bago de galinhas poedeiras durante a muda forgada sem jejum

alimentar, bem como verificar os efeitos residuais destas inclusdes no segundo ciclo de postura.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no setor de avicultura de postura da Fazenda Escola da
Universidade Estadual de Londrina, tendo o seu protocolo experimental aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais, processo CEUA n°10.965.2013.83. Para a regido, durante o periodo
experimental, a temperatura média foi de 19,66 °C e a umidade relativa média foi de 53,39 % segundo
dados do IAPAR — Londrina/PR.

Foram utilizadas 160 galinhas poedeiras leves tipo Leghorn com 100 semanas de
idade, previamente submetidas ao controle individual de produgdo de ovos por 14 dias.. Ao final deste
periodo, as aves foram uniformizadas pelo peso corporal (média de 1567,13 g) e intensidade de
postura (média de75,35 % de % de postura) e distribuidas em 20 gaiolas de arame, oito aves por
gaiola, que constitituiram as parcelas experimentais. Estas gaiolas, medindo 100x40x40 cm, com
disponibilidade de 500 cm*/ave, estavam dispostas em quatro filas sobrepostas, laterais a um corredor
central, em um aviario convencional para postura, aberto, com 24 m de comprimento, 5,50 m de
largura e 2,80 m de pé-direito, com cobertura de telhas de fibrocimento. Foram utilizados bebedouros
tipo copo, dispostos lateralmente entre as divisérias das gaiolas, atendendo a quatro aves cada e
comedouros, tipo calha, de madeira, instalados a frente das gaiolas.

A muda forgada teve duracdo de 42 dias, sendo que uma semana antes do seu inicio
as poedeiras foram submetidas a um programa de alimentagdo pré-muda conforme o manual da
linhagem genética e a um programa de iluminacao de 24 horas de luz/dia (luz natural + artificial), que
foi reduzido somente a luz natural do 1° até 20° dia da muda, sendo restabelecida a partir no 21° dia,
quando foram fornecidas 14 horas de luz/dia, seguida de aumentos semanais de 1 hora até totalizar 17

horas de luz/dia.
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Nos primeiros 17 dias da muda, caracterizados pela perda de peso corporal e
parada reprodutiva, estas galinhas foram submetidas a cinco tratamentos experimentais, constituidos
por uma ragao basal-1 contendo 0,11 % de triptofano digestivel, 2.500 kcal de energia metabolizavel
por quilograma (EM kg") e 12,6 % de proteina bruta (PB), adicionada com 0,043, 0,086, 0,129 ¢
0,172 % do aminoacido L-Triptofano 99 % (Trp), totalizando cinco ragdes com 0,110; 0,152; 0,195;
0,238 ¢ 0,280 % de triptofano digestivel (Tabelal), fornecidas na quantidade de 60 g/ave/dia.

Tabela 1 - Composigdo das ragdes experimentais fornecidas entre o 1° ¢ 17° dias da muda forgada.

L-Triptofano (%)

Ingrediente (kg ton™) Basal-1

0,043 0,086 0,129 0,172
Farelo de trigo 495,260 495,260 495,260 495,260 495,260
Milho 446,110 446,110 446,110 446,110 446,110
Farelo de Soja 12,810 12,810 12,810 12,810 12,810
Calcario 34,550 34,550 34,550 34,550 34,550
Fosfato bicalcico 3,690 3,690 3,690 3,690 3,690
Supl. vitamina+mineral 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
Cloreto de colina 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
DL-Metionina (99%) 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080
Areia fina lavada 5,000 4,570 4,140 3,710 3,280
L-triptofano (99%) 0,00 0,430 0,860 1,290 1,720
Exigéncias atendidas
EM (Kcalkg™")* 2.500 2.500 2.500 2.500 2.500
Proteina bruta (%) 12,600 12,600 12,600 12,600 12,600
Calcio (%) 1,500 1,500 1,500 1,500 1,500
Fosforo disponivel (%) 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
Isoleucina digestivel (%) 0,320 0,320 0,320 0,320 0,320
Lisina digestivel (%) 0,360 0,360 0,360 0,360 0,360
Metionina digestivel (%) 0,160 0,160 0,160 0,160 0,160
Met+Cist.? digestivel (%) 0,360 0,360 0,360 0,360 0,360
Valina digestivel (%) 0,430 0,430 0,430 0,430 0,430
Triptofano digestivel (%) 0,110 0,152 0,195 0,238 0,280
Sédio (%) 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030
Relagdo triptofano:lisina 0,306 0,422 0,538 0,655 0,772

'Suplemento vitaminico-mineral por kg: Vit. A 4.500.000 UI, Vit. D3 900.000 UI, Vit. E 4.000 UL Vit. B1 625
mg, Vit. B2 2.000 mg, Vit. B6 625 mg, Vit. B12 5.000 mcg, Vit. K3 1.000 mg, Pantotenato de calcio 4.000 mg,
Niacina 10 g, Acido félico 125 mg, Biotina 12,5 mg, BHT 1000mg, Zinco 24g, Ferro 21 g, Manganés 27 g,
Cobre 4.700 mg, Iodo 435 mg, Cobalto 88 mg, Selénio 125mg, Veiculo Q.S.P 1.000 g.

*Energia metabolizavel ; *Metionina + cistina

Fonte : Elaboracdo dos autores.

Do 18° ao 42° dias da muda, fase de indug@o ao retorno a postura, as poedeiras
foram alimentadas com cinco ragdes experimentais, constituidas por uma racao basal 2, contendo 0,12
% de triptofano digestivel, 2.815 kcal de EM/kg e 14,3 % PB, adicionada com 0,043, 0,086, 0,129 ¢
0,172 % de L-triptofano 99 % (Trp), totalizando cinco ragdes com 0,120; 0,162; 0,205; 0,248 ¢ 0,290
% de triptofano digestivel (Tabela 2), fornecidas na quantidade restrita de 100 g/ave/dia.
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Tabela 2 - Composigio das ragdes experimentais fornecidas entre o 18° e 42° dias da muda forgada.
L-Triptofano (%)

. -1
Ingrediente (kg ton™) Basal-2 0.043 0.086 0.129 0172
Milho 675,310 675,310 675,310 675,310 675,310
Farelo de Soja 122,400 122,400 122,400 122,400 122,400
Far. Carne e o0ssos (45 %) 50,000 50,000 50,000 50,000 50,000
Calcario 109,240 109,240 109,240 109,240 109,240
Fosfato bicalcico 11,740 11,740 11,740 11,740 11,740
Oleo de soja 7,890 7,890 7,890 7,890 7,890
Supl. Vit+mineral' 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
Cloreto de colina 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Cloreto de sodio 2,940 2,940 2,940 2,940 2,940
DL-Metionina (99 %) 2,730 2,730 2,730 2,730 2,730
L-Lisina (99 %) 3,900 3,900 3,900 3,900 3,900
L-Valina (100 %) 2,170 2,170 2,170 2,170 2,170
L-Isoleucina (100 %) 2,170 2,170 2,170 2,170 2,170
Amido 1,480 1,160 0,810 0,520 0,200
Areia fina lavada 0,950 1,220 1,510 1,740 2,010
L-Alanina (99 %) 4,580 4,200 3,830 3,460 3,080
L-Triptofano (99 %) 0,000 0,430 0,860 1,290 1,720
Exigéncias atendidas

EM? (Kcalkg™) 2.815 2.815 2.815 2.815 2.815
Proteina bruta (%) 14,300 14,300 14,300 14,300 14,300
Calcio (%) 5,110 5,110 5,110 5,110 5,110
Fosforo disponivel (%) 0,590 0,590 0,590 0,590 0,590
Isoleucina digestivel (%) 0,670 0,670 0,670 0,670 0,670
Lisina digestivel (%) 0,840 0,840 0,840 0,840 0,840
Metionina digestivel(%) 0,470 0,470 0,470 0,470 0,470
Met+Cist’. digestivel (%) 0,670 0,670 0,670 0,670 0,670
Valina digestivel (%) 0,720 0,720 0,720 0,720 0,720
Triptofano digestivel (%) 0,120 0,162 0,205 0,248 0,290
Sédio (%) 0,180 0,180 0,180 0,180 0,180
Relacgao triptofano:lisina 0,143 0,190 0,238 0,286 0,333

'Suplemento vitaminico-mineral por kg: Vit. A 4.500.000 UI, Vit. D3 900.000 UL Vit. E 4.000 UI, Vit. Bl 625
mg, Vit. B2 2.000 mg, Vit. B6 625 mg, Vit. B12 5.000 mcg, Vit. K3 1.000 mg, Pantotenato de calcio 4.000 mg,
Niacina 10 g, Acido folico 125 mg, Biotina 12,5 mg, BHT 1000mg, Zinco 24g, Ferro 21 g, Manganés 27 g,
Cobre 4.700 mg, Iodo 435 mg, Cobalto 88 mg, Selénio 125mg, Veiculo Q.S.P 1.000 g.

*Energia metabolizavel ; *Metionina + cistina

Fonte : Elaboragdo dos autores.

No 43° dia iniciou-se o segundo ciclo de postura, que teve a duragdo de 112 dias,
durante os quais todas as galinhas foram alimentadas a vontade com a mesma ragdo de postura
contendo 2.815 kcal de EM/kg, 16,36 % de PB ¢ 0,15 % de triptofano digestivel (Tabela 3).

As ragoes foram calculadas com base nas recomendagdes do manual da linhagem,
e as composigdes dos ingredientes utilizados nas formulagdes das racdes foram as citadas nas tabelas
brasileiras (ROSTAGNO et al.,, 2011). Para que as ragdes experimentais fossem isoprotéicas e
isocaldricas foi utilizadas areia fina lavada, amido e L-alanina (99%). A fonte de triptofano foi o L-

triptofano (99%).
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Tabela 3 - Composicdo da ra¢do fornecida no segundo ciclo de postura.

Ingredientes Kg ton™
Milho 654,140
Farelo de soja (45 %) 183,950
Farinha carne e ossos (45 %) 50,000
Oleo de soja 7,440
Calcario 91,400
Fosfato bicalcico 6,3400
Sup. vitaminico+mineral’ 2,000
Cloreto de sodio 2,600
Cloreto de colina 0,500
DL-metionina (99%) 1,380
L-lisina (99%) 0,250
Exigéncias atendidas

Energia metabolizavel (kcal kg™) 2815
Proteina bruta (%) 16,360
Calcio (%) 4,310
Fosforo disponivel (%) 0,500
Isoleucina digestivel (%) 0,570
Lisina digestivel (%) 0,710
Metionina digestivel (%) 0,370
Metionina+Cistina digestivel (%) 0,600
Treonina digestivel (%) 0,520
Triptofano digestivel (%) 0,150
Valina digestivel (%) 0,650
Sodio (%) 0,170
Relagdo triptofano: lisina 0,211

'Suplemento vitaminico-mineral por kg: Vit. A 4.500.000 UL Vit. D3 900.000 U, Vit. E 4.000 UL Vit. Bl 625 mg, Vit. B2
2.000 mg, Vit. B6 625 mg, Vit. B12 5.000 mcg, Vit. K3 1.000 mg, Pantotenato de célcio 4.000 mg, Niacina 10 g, Acido
folico 125 mg, Biotina 12,5 mg, BHT 1000mg, Zinco 24g, Ferro 21 g, Manganés 27 g, Cobre 4.700 mg, lodo 435 mg,
Cobalto 88 mg, Selénio 125mg, Veiculo Q.S.P 1.000 g.

Fonte : Elaboragdo dos autores.

Um dia antes do inicio do experimento, chamado DO, apos 12 horas de jejum foram
recolhidas amostras de sangue e de bago de 6 galinhas. Inicialmente foi obtida uma gota de sangue da
crista de cada ave para determinacdo da glicose sanguinea, por meio de amperometria utilizando o
glicosimetro AccuChek, Roche® (Jacarepagua, Brasil). Posteriormente foram recolhidas amostras de
ImL de sangue de cada galinha, por puncdo da veia braquial da asa (ulnar cutanea), utilizando seringas
de 5 mL e agulha 25x7, e dispostas em tubos com EDTA identificados individualmente, para
posterior determinagdo do hemograma. Outras amostras de sangue foram obtidas de trés galinhas de
cada tratamento experimental no 17° € no 42° dias da muda for¢ada e no final do segundo ciclo de
postura.

As analises do hemograma foram realizadas no laboratorio de Patologia Clinica do
Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de Londrina de acordo com a metodologia descrita por

Weiss e Wardrop (2010). A contagem total de leucocitos e hemacias foi determinada pelo método
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direto, em camara de Neubauer, utilizando a solugdo diluente de Natt-Herrick. A concentragdo de
hemoglobina foi determinada por meio de espectrofotometria e a determinagao do volume globular
pelo método do microhematocrito.

A contagem dieferencial foi realizada em esfregacos corados pelo método de
Panétipo, diferenciando-se heterofilos, linfocitos, eosinofilos € monocitos.

Foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), a
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
a relacdo heterofilo:linfocito (H:L).

Apds a coleta de sangue, as galinhas amostradas foram eutanasiadas por meio de
insensibilizagdo por eletronarcose, sacrificadas por sec¢do da veia jugular e necropsiadas para
obtenc¢do dos bagos, que foram imediatamente fixados em formol por 12h e transferidas para solugdo
de alcool a 70% ou fixadas em solu¢do de Bouin. O material foi processado conforme a metodologia
descrita por Eto (2010). Foram confeccionadas duas laminas de cada bago, sendo fotografados 5
campos aleatérios por lamina. A mensuragdo das areas de polpa branca e polpa vermelha foi realizada
em microscopio optico em aumento de 10x, utilizando o sistema de captura de imagens Moticam e
software Motic Images Plus 2.0 (Motic, Xiamen, China). As areas de polpa branca e polpa vermelha
foram determinadas em pm?® e convertidas em porcentagem de area.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Para as
analises de variancia foi utilizando o programa estatistico R (DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).
Ap0s as analises de varidncia (ANOVA) e havendo efeito significativo, os niveis de inclusdo do L-Trp
na ragdo durante a muda e os seus efeitos residuais no segundo ciclo de postura foram comparados
com os dados obtidos no DO através do teste de Dunnet (P<0,05). Posteriormente, excluindo as médias
do DO, a soma do quadrado referente aos tratamentos com efeito significativo dentro de cada periodo
de coleta (17° ¢ 42° dias da muda e 112° dia do segundo ciclo de postura) foi decomposta em
polindmios para determinar a curva que melhor descrevesse o comportamento dos dados. Na escolha

do modelo de regressio foi considerado o nivel de significancia e o coeficiente de determinagéo (R?).

Resultados e Discussao

As médias de glicemia de todos os grupos na muda forgada e no segundo ciclo de
postura foram significativamente inferiores as do dia DO (Tabela 4).

Estes resultados apresentam um paralelismo com os dados obtidos anteriormente
por Simon et al., (2000); Buyse et al., (2002) e Altan et al. (2005), que também encontraram reducao
na glicose sanguinea de galinhas poedeiras em muda forcada.

Segundo Thrall et al. (2006) e Schmidt et al. (2007), a glicemia em aves sadias
varia de 200 a 500 mg dL, sendo que valores fora deste intervalo indicam hipo ou hiperglicemia.

Portanto, o valor de 217, 83 mg dL™' encontrado no DO (controle) esté dentro destes limites.
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Tabela 4 — Médias e desvio padrdo de glicose sanguinea (mg dL™) de galinhas poedeiras no DO, 17°,
42° dia da muda e no segundo ciclo de postura.

Dia
Parametro 0 17° 42° Segundo ciclo
Glicose (mgdL™) 217,83 +8,45 194,27+10,94** 193,80+14,38** 180,07+8,38%*
Valor-P - 0,00031 0,0015 <0,0001

**Médias distintas na mesma linha diferem do dia 0 (DO0) pelo teste de Dunnett (1%);
Fonte : Elabora¢do dos autores.

A glicose sanguinea constitui importante indicador da homeostase das poedeiras
em situacdes de estresse. De acordo com Schmidt et al. (2007) quando as galinhas sdo submetidas a
jejum de curta duragdo, a glicemia ¢ mantida através da gliconeogenese hepatica, pois os
glicocorticoides sdo capazes de estimular a sintese de RNA formadora de proteina e de glicogénio.

Webster (2003) afirmou que quando as galinhas sdo submetidas a longos periodos
de restri¢ao alimentar ocorrem em primeiro momento, ajustes fisioldgicos e metabolicos adaptativos,
com posterior exaustao e esgotamento corporal devido ao deficit nas reservas de energia.

Em situacéo de jejun prolongado Thrall et al. (2006) observam que a maior perda
de energia correlaciona-se com a deplecdo de gordura e mobilizac¢ao de proteinas corporais, resultando
em perda de peso corporal, pois a persiténcia dos niveis elevados dos glicocorticdéides na muda é
destrutiva para os tecidos. Assim, se os estimulos estressores continuam e se tornam crénicos, caem os
mecanismos de adaptacdo e ocorre déficit nas reservas de energia. No presente experimento as
galinhas perderam 19,99% do peso corporal nos primeiros 17 dias de muda.

Davis et al. (2000) observaram aumentos dos niveis de corticosterona durante a
muda e também nos periodos de pico de postura, que ao inibir a insulina mantem os niveis de glicose
plasmatica normais, para que haja energia disponivel para que ocorra uma adaptagdo ao estresse
(WEBSTER, 2003).

A glicemia de animais submetidos a restrigdo caldrica apresenta menor valor
quando comparada com os alimentados ad libitum (MASORO et al., 1989; CEFALU et al., 1995).
Portanto, o baixo consumo de energia na fase experimental (149 kcal de EM/ave/dia nos primeiros 17
dias de muda e de 261,14 kcal de EM/ave/dia do 18° ao 42° dia), pode também ter contribuido na
hipoglicemia verificada neste experimento, que ndo foi revertida no segundo ciclo de postura,
permanecendo baixa (P<0,05) em relagdo ao DO, pois com.o aumento da produgao no segundo ciclo
ocorreu uma maior demanda de glicose.

Os dados da Figura 1 mostram que no 17° dia da muda as aves alimentadas com as
racdes contendo as inclusdes de 0,043; 0,086 ¢ 0,172 % de L-Trp mantiveram a glicemia igual a do dia
DO, enquanto que as alimentadas com a rag@o basal e a com 0,129 % de L-Trp tiveram os valores
diminuidos, sendo observadas apenas redugdes discretas nos seus valores (P<0,05) no 42° dia de
muda, indicando um provavel desaparecimento dos agentes estressores apos os 17 dias da muda,

quando as aves passaram a ingerir 92,77 g de ragdo/dia.
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Smith e Pogson (1977), encontraram reducdo na glicose sanguinea de ratos
diabéticos, alimentados ou em jejum, apos receberem uma injegdo intraperitonial de triptofano (750
mg kgPV™), afirmando haver um efeito hipoglicémico mediado pelo metabélito 5-hydroxytryptamina
(serotonina). Moneva et al. (2008) encontrou o mesmo comportamento em frangos de corte
submetidos a estresse e alimentados com ragdes contendo triptofano, o que atribuiram a ndo ativagao

da gliconeogénese pela acdo dos metabdlitos deste aminoacido.

Figura 1 — Glicemia (mg dL"") das poedeiras no D0, 17° ¢ 42° dias da muda forgada e no segundo ciclo

de postura
Glicose
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** (P<0.01); Teste de Dunnet em relagdo ao Dia0. Dados expressos em média e desvio-padrao.
Fonte : Elabora¢do dos autores.

A glicemia das galinhas do segundo ciclo de postura teve o seu valor diminuido
(P<0,01), em relagdo ao DO, o que estd em concordancia com as pesquisas conduzidas por Altan et al.
(2005) e Campbell (2006) que afirmaram ser a restricdo alimentar na muda por um periodo igual ou
superior a 10 dias, a principal causadora da hipoglicemia persistente no segundo ciclo de postura.

As galinhas deste experimento se encontravam em intensa atividade produtiva aos
112 dias do segundo ciclo de postura (78,7% de postura). Davis et al. (2000) descreveram aumento
dos glicocorticoides nas galinhas quando estdo em postura. Asssim, a hipoglicemia observada no
segundo ciclo de postura se explicaria também pelo estresse do pico de postura.

Nao foram observados efeitos significativos (P>0,05) dos tratamentos
experimentais no parametros He, VG e VCM, durante a muda forcada, em relacdo ao DO, como
também ndo foram verificados efeitos dos tratamentos durante a muda nos seus valores no segundo
ciclo de postura (Figuras 2a , 2c e 2d).

Com relagdo a contagem de He, sabe-se que estdo envolvidas no transporte de
oxigénio e gas carbonico pelo corpo, através da Hb (ETIM et al., 2014). A sua dosagem ocorre a partir
da Hb e do VG. A manutengdo constante da sua dosagem na fase de muda, em relagdo ao DO, estd em

consonancia com Moneva et al. (2008), que também verificaram estabilidade na concentragdo sérica
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das hemacias de frangos em situagdes de estresse, alimentados ou ndo com ragdes contendo triptofano,
0 que atribuiram a capacidade normal dos rins destas aves em produzir eritropoietina, que ¢ um

horménio que estimula a formag@o de hemacias na medula ossea.

Figura 2 - Eritrograma nos periodos analisados. (a) He (Nimero de hemécias, (milhdes pL™); (b) Hb
(Concentragdo de hemoglobina, g dL™); (c) VG (Volume globular, %); (d) VCM (Volume
corpuscular médio, fL); (¢) HCM (Hemoglobina corpuscular média, pg); (f) CHCM
(Concentragdo da hemoglobina corpuscular média, %).
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*(P<0,05); ** (P<0.01); Teste de Dunnet em relagdo ao Dia0. Dados expressos em média e desvio-padrao.
Fonte : Elaboragdo dos autores.

A pequena elevagdo no seu valor (P>0,05) nos primeiros 17 dias de muda poderia
estar relacionada ao estresse da restrigdo alimentar, que poderia ocasionar maior secre¢do da
desoxicorticosterona pela supra-renal. Este corticosterdide aumenta a freqiiéncia cardiaca e
respiratoria, com dilatagdo dos bronquios, permitindo maior circulagdo de sangue e maior oxigenagéo

dos tecidos. Os corticosterdides fazem com que o bago se contraia com o proposito de enviar mais
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globulos vermelhos ao sangue circulante para oxigenacao e fornecimento de energia aos misculos e ao
cérebro, podendo estar relacionado também a perda de agua corporal que ocorre na muda, que pode
aumentar a concentracdo de células do sangue. Neste experimento as aves perderam 19,99 % do seu
peso corporal nos primeiros 17 dias de muda.

Excluindo os valores de DO, a contagem de He no 42° dia da muda forg¢ada teve
comportamento quadratico, expresso pela equagio Y= 2,5539+5,151X-62,5821X* com R*= 0,3578 ¢
Valor-P=0,0273 , com valor maximo para a inclusdo estimada de 0,041 % de L-Trp na ragdo (Figura

3).

Figura 3 - Efeito de regressdo para o nimero de hemacias (milhdes pL™) no 42° dia da muda forgada.

Y = 2,5539+5,1517X-62,5821X*
R*=0,3578  p=0,0273
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Fonte : Elaboracédo dos autores

No 42° dia da muda foi observada reducgdo significativa (P<0,05) das
concentracdes de Hb para todos os tratamentos experimentais, em relagdo ao dia DO, com efeitos
residuais no segundo ciclo de postura. A Hb, proteina rica em Fe presente nas He, se liga as moléculas
de O, e o transporta através do sangue durante a respiragdo até libera-lo no tecido. E um indicador da
concentracao de He por unidade de volume de sangue (THRALL et al., 2006).

De acordo com Schaan et al.(2007) os niveis de Hb tendem a diminuir com o
aumento da idade, estando associados as reservas hematopoieticas diminuidas devido a reducdo da
habilidade da medula 6ssea em respoder aos estimulos adversos. A sua reducdo também ocorre com a
deplegdo protéica, havendo manutencdo do numero de hemacias, mesmo quando as proteinas
plasmaticas estdo diminuidas. Com estas caracteristicas, a concentragdo de Hb ¢ considerada como
indice sensivel, embora pouco especifico, de desnutrigdo (BOTTONI et al., 2000). As redugdes
discretas (P>0,05) no nimero de He entre o 18° ¢ o0 42° dia de muda, em relagdo ao DO, se explicam
pela baixa concentragdo de Hb no periodo.

Os resultados do VG concordam com os achados de Khajali et al. (2008) que ao
submeterem galinhas poedeiras a diferentes sistemas de muda, com e sem jejum alimentar, também

ndo encontraram diferenca significativa nos seus valores no 7°, 14° e 28° dias da muda. Moneva et al.
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(2008) também nao observaram alteragdes nos valores do VG de frangos de corte submetidos a
estresse e alimentados com ragdes suplementadas ou ndo com L-triptofano.

O hematocrito (Ht) mede o volume relativo de células vermelhas comparado com o
total de volume sanguineo (FAIR et al., 2007), sendo utilizado para avaliagdo da massa eritrocitaria
das aves (THRALL et al., 2006). A pequena elevagdo (P>0,05) nos seus valores nos primeiros 17
dias de muda e no segundo ciclo de postura, em relagdo ao DO, poderiam estar relacionados a
regressdo do ovario e do oviduto devido a menor atividade estrogénica, que poderia resultar em
eritropoiese, acompanhada por aumento no volume globular, que volta a diminuir com a regeneragao
do ovario (BERRY, 2003; KHAJALI et al., 2008). Estudos conduzidos por Souza et al. (2010)
demonstraram aumento no VG no decorrer do processo de muda ocasionado pelo aumento da
concentracdo plasmatica de tiroxina (T4). Acredita-se que a T4 atue diretamente na medula dssea
estimulando a eritropoiese ou indiretamente estimulando as células da macula densa a sintetizarem
eritropoietina.

Os valores de HCM e da CHCM que indicam a concentragdo média de Hb no
interior das hemacias, juntamente com o valor do VCM , constituem indicativos da presenca de
subnutricao nas aves (BOTTONI et al., 2000) e da capacidade da medula 6ssea em produzir hemacias
de tamanho e capacidade metabolicas normais, bem como o contetido de hemoglobina (CARDOSO;
TESSARI, 2003).

No 17° dia da muda houve diminuigao significativa (P<0,05) nos valores de HCM,
em relacdo a DO, para as inclusoes de 0,00, 0,086 ¢ 0,129% de L-Trp nas ragdes experimentais.
Havendo efeito redutor no segundo ciclo de postura (P<0,01) para as inclusdes de 0,00, 0,043, 0,086 e
0,172 % de L-Trp (Figura 3e). Estes indices diminuidos indicam uma provavel inadequagdo
nutricional das poedeiras durante a muda forgada, que permaneceu no segundo ciclo de postura.

O indice CHCM, que ¢ um indicativo da relagdo entre a concentragdo de
hemoglobina na hemacia e a porcentagem de sangue ocupado pela hemacia, foi significativamente
inferior (P<0,01) para todos os tratamentos durante a fase experimental, em relagdo ao Dia 0 (DO0),
com efeito residual no segundo ciclo de postura, indicando que a restrigdo alimentar da muda afetou
negativamente a satde das aves de forma permanente (Figura 3f). Os valores obtidos d¢ CHCM no 42°
dia da muda forgada e no segundo ciclo de postura tem relagdo direta com as baixas contagens de Hb
observadas.

Os menores valores observados de Hb, HCM e CHCM, em relagdo ao DO,
confirmariam a ocorréncia de inadequado estado nutricional das aves, que ndo foi revertida com as
inclusdes de L-Trp.

Os dados da série leucocitaria encontram-se representados na Figura 4. Os
resultados de eosinofilos, monocitos e basofilos nao foram significativos, ndo sendo apresentados.

De acordo com Etim et al. (2014) as principais fun¢des dos leucécitos sdo a

fagocitose, a citotoxicidade e a producdo os anticorpos contra agentes agressores. Segundo estes
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autores, animais com quantidades elevadas de leucocitos podem ter infecgdes cronicas, agudas ou
doengas autoimunes, podendo também ser indicativo da capacidade de adaptacdo as condigdes
ambientais estressantes.

A Figura 4a mostra as variagdes das médias dos leucdcitos totais circulantes
decorrentes dos tratamentos experimentais na muda, em relacdo ao DO, e os seus efeitos no segundo
ciclo de postura. Os seus valores mais elevados na fase de muda (P<0,05) ocorreram para a ragdo

basal sem L-Trp, ndo sendo evidenciados efeitos no segundo ciclo de postura (P>0,05).

Figura 4 - Leucograma nos periodos analisados. (a) Namero de leucdcitos totais (n pL™); (b)
Heterofilos(n pL™); (c) Linfocitos (n pL™); (d) Relagdo heterdfilo: linfocito (H:L).
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* (P<0,05); ** (P<0,01); Teste de Dunnet em comparagdo ao Dia 0.Dados expressos em média e desvio-padrao.
Fonte : Elaboragdo dos autores.

De acordo com Roitt ¢ Delves (2001) a secreg¢do de glicocorticoides ¢ a principal
resposta a um estresse induzido como a fome, podendo ser secretado também como resposta a
estimulos imunologicos. Segundo Thrall et al. (2006), uma leucocitose discreta ou uma moderada
linfopenia pode ser verificada pelo excesso de glicocorticoides endogenos ou exdgenos (leucograma
de estresse), podendo também ser induzida por corticosterdides. A leucocitose observada para a ragido
basal sem L-Trp durante toda a muda forcada condiz com os trabalhos de Colditz (2002), para quem
os corticosteroides provenientes de estimulacdes neuro-endocrinas advindas de situagdes estressantes
causam leucocitose prolongada em aves.

O numero de leucocitos nos primeiros 17 dias de muda semelhantes ao D0, para os
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tratamentos com inclusdo de L-Trp (P>0,05), pode estar ligada ao metabdlito quinurenina que estimula
o sistema imunolégico a modular a tolerdncia a estimulos ndo especificos (MOFFETT;
NAMBOODIRI, 2003), como também a um provavel efeito antiestressor do L-Trp, que pode estar
associado ao controle dos corticosteroides, diminuindo a leucocitose nas aves.

Com relagdo ao niimero de leucodcitos no segundo ciclo de postura, verifica-se que
de forma geral, os seus valores foram discretamente menores (P>0,05) aos do DO. Esse resultado pode
estar relacionado também com o aumento da idade das aves, uma vez que, segundo Jain (1986), o
numero de leucdcitos diminui em animais mais velhos.

Excluindo os valores do DO, observou-se efeito quadratico das inclusdes de L-Trp
no numero de leucdcitos totais no 17° dia da muda, expresso pela equagcdo Y=69426,8106-
751782,8170X+3679047,1279X2 com R2=0,6733 e Valor-P=0,0018, com o menor valor para a
inclusdo estimada de 0,099 % de L-Trp nas ragdes, e também no 42° dia, Y=
61690,0952+114166,1130X-1716758,0932X2 com R? = 0,47 e Valor-P=0,0087 com o maior valor
para a inclusdo estimada de 0,033% de L-Trp (Figuras 5a e 5b).

Figura 5 - Efeitos de regressdo para o niimero de leucécitos (n pL™). (a) Efeito no 17° dia da muda
forcada; (b) Efeito no 42° dia da muda forgada.

Y = 69426,8106-751782,8170X+3679047,1279X? Y= 61690,0952+114166,1130X-1716758,0932X*
R*=0,6733 p=0,0018 R*=0,47 p=0,0087
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Fonte: Elaboragdo dos autores.

Nao foram encontrados efeitos dos tratamentos experimentais na muda forcada
(P>0,05) no niumero de leucdcitos totais no segundo ciclo de postura, indicando que nesta fase ndo
ocorreram situagoes de estresse sobre as aves (THRALL et al., 2006).

Independente do tratamento experimental, as médias de heter6filos na muda
forgada foram semelhantes (P>0,05) as do D0, que também ndo afetaram o seu valor no segundo ciclo
de postura (Figura 4b).

Os valores de heterofilos das aves alimentadas com a rag¢ao basal durante a muda

forcada condiz com as afirmativas de Gross e Siegel (1983) que também encontraram aumento do
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numero de heterofilos no sangue de galinhas como resposta a um estresse elevado; de Jain (1993) ao
verificarem que os corticoides promovem a liberagdo de heterdfilos do sistema hematopoiético para a
circulagdo e com as de Hocking (1993) que observaram aumento dos heterofilos em frangos
submetidos a restricdo alimentar. O estresse, ocasionado pelo jejum alimentar da muda forcada
provoca o aumento do nivel da corticosterona plasmatica, influenciando a resposta inflamatoéria
(WEBSTER, 2003).

Excluindo os dados de DO, observou-se no 42° dia da muda um efeito de regressao
linear na contagem de heterofilos, demonstrado pela equacdo Y=23387,3200-95384,4961X com
R*=0,3390 e Valor-P=0,0121 (Figura 6a), e efeito quadratico no segundo ciclo de postura,
representado pela equacdo, Y=8584,4917-44116,0549X+140428,6297X> com R?=0,3449 e Valor-
P=0,0383, com o menor valor para a inclusdo estimada de 0,157 % de L-Trp (Figura 6b).

Os metabolitos do triptofano como a quinurenina, atuando no controle dos
corticosteroides, estimulam a tolerancia ao estresse da muda forcada (MOFFETT; NAMBOODIRI,

2003). Os resultados obtidos indicam que a inclusdo do L-Trp nas ragdes pode ter auxiliado na

redugdo do niumero de heterédfilos das aves.

Figura 6 - Efeito de regressdo para o niimero de heterofilos (n pL™) (a) Efeito linear no 42° dia da
muda forgada (b) Efeito quadratico no 112°dia do 2° ciclo de postura.
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Fonte: Elaboracdo dos autores.

Com relagdo a contagem dos linfocitos, as galinhas alimentadas com a ragao basal
apresentaram a maior média (P<0,01) no 17° dia, que reduziram com as inclusdes de L-Trp, se
igualando a contagem do DO (P<0,05). No 42° dia as maiores médias ocorreram para a ragdo basal e
para as inclusdes de 0,086 ¢ 0,129 % de L-Trp (Figura 4c).

Em seres humanos a ativagdo simpatica pelo estresse produz uma resposta muito
rapida na contagem de globulos brancos, com elevagdo do niimero de neutr6filos e manutengéo no de

linfocitos que, no entanto, muda a proporg¢do relativa de seus varios tipos, com aumento nas células
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NK (natural killer) e diminui¢ao das células CD3+ ¢ CD4+16. Esse aumento agudo de neutrofilos e
linfocitos NK ocorrem de forma muito rapida, quando os niveis de cortisol ainda ndo se elevaram, e
poderia atender a necessidade de aumentar a defesa imunologica numa situagdo aguda de estresse. O
aumento posterior na secre¢do do glicocorticoide cumpriria a fung@o de trazer novamente o sistema ao
seu funcionamento habitual, promovendo uma reducdo na contagem de globulos brancos (MCEWEN
etal., 1997).

Colditz (2002) relata que o aumento dos glicocorticoides advindos do estresse da
muda ocasiona linfopenia. Holt (1992), também observou queda no numero de linfocitos B em
galinhas submetidas a muda forgada induzida pelo jejum.

Excluindo os dados de D0, foram observados efeitos quadraticos para o niimero de
linfécitos (n pL") no 17° dia da muda, expresso pela equagio Y=51733,4648-
590584,4382X+2695827,2018X* com R?=0,7668 ¢ Valor-P=0,0005 (Figura 7a), com a menor média
para a inclusdo estimada de 0,109 % de L-Trp na ragdo, e no 42° dia, equagdo
Y=36249,2743+281020,8859-2110677,5863X? com R?=0,4353 ¢ Valor-P=0,0128, com a maior média
estimada para a inclusdo de 0,066 % de L-Trp (Figura 7b).

Pedrosa (2007) afirma que os produtos do metabolismo do triptofano, a L-
quinurenina, melatonina e seus produtos de oxidagio N'-acetil-N-formil-5-metoxiquinuramina e N'-

acetil-5- metoxiquinuramina, atuam inibindo a proliferacao dos linfocitos.

Figura 7 - Efeito de regressdo para o nimero de linfocitos (n uL™") (a) Efeito no 17° dia da muda
forgada (b) Efeito no 42° dia da muda forgada

Y=51733,4648-590584,4382X+2695827,2018X? Y=36249,2743+281020,8859-2110677,5863X*
R*=0,7668 p=0,0005 R*=0,4353 p=0,0128
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Fonte: Elaboracao dos autores

A relacdo H:L durante a muda for¢ada se manteve igual (P>0,05) a do DO, sendo
significativamente reduzida (P<0,05) no segundo ciclo de postura para as inclusdes de 0,086; 0,129 e
0,172 % de L-Trp (Figura 4d).

Uma das medidas utilizadas para avaliar o estresse nas aves ¢ a relagdo H:L
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(ALODAN; MASHALY, 1999). Davis et al. (2000) verificaram aumento da relagdo H:L durante a
muda forcada de poedeiras de 64 semanas de idade, concordando com Altan et al. (2005) que
encontraram uma relacdo H:L de 0,28 na pré-muda, aumentada para 0,40 na muda e reduzida para
0,26 no poés-muda.

Os resultados obtidos fazem supor que as aves poderiam estar submetidas a um
estresse de intensidade insuficiente para alterar a relacdo H:L, e que as inclusdes de L-Trp nas ragdes
durante a muda foram efetivas na imunomodula¢do no segundo ciclo de postura, confirmando os
resultados das pesquisas de Moffett; Namboodiri (2003).

A semelhanga entre as médias de H:L obtidas na muda forcada com as do DO
também podem ser explicadas por uma provavel adaptagdo das aves ao estresse da muda. Moneva et
al. (2008) atribuiram as semelhancas na relagdo H:L em frangos submetidos a estresse intencional,
quando comparados aos criados em situacdo de normalidade, a uma provavel adaptagdo dos animais
ao estresse, o que atribuiram a baixa alteracdo nos niveis séricos de corticosterona dos frangos
estressados.

A éarea da polpa branca do bago se mostrou aumentada e a da polpa vermelha
reduzida (P<0,05) durante a muda for¢ada, em relacdo ao DO, para a inclusdo de 0,086 % de L-Trp na
racao (Figura 8).

Figura 8 - Areas relativas (%) nos periodos analisados de (a) Polpa branca e (b) Polpa vermelha do
baco de galinhas poedeiras suplementadas com diferentes inclusdes de L-Trp durante o
periodo de muda forgada.
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Fonte : Elaboragdo dos autores.

A polpa branca abriga grande quantidade de linfocitos (YASUDA et al., 1998,
2003), que sdo os responsaveis pelo desencadeamento da resposta imune nas aves (ETO, 2010). A sua
produgao esta relacionada a secrecdo dos hormonios esterdides sexuais, que sdo reguladores negativos
da sua produgdo e fungdo, com efeito no processo imunorregulatorio (HOLDSTOCK et al., 1982;
MCKENZIE; BERCZI, 1987). A producdo de ovos depende dos hormonios esterdides sexuais

(CARDOSO, 2012). Portanto, o aumento numérico (P<0,05) nos valores relativos de polpa branca nos
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primeiros 17 dias da muda, comparado ao D0, com significancia (P<0,01) somente para a inclusdo de
0,086 % de L-Trp, poderia estar relacionada com a queda na secrecdo do estrogénio, advinda do
aumento da corticosterona causado pelo estresse da muda forga.

No presente experimento as poedeiras retornaram a ovopostura em média aos 39,3
dias apos o inicio da muda forcada. Alguns dias antes do inicio da ovopostura ocorreu aumento na
secre¢do do estrogé€nio no ovario da galinha (RUTZ et al., 2007), talvez este fato pudesse explicar a
pequena redugdo na polpa branca ocorrida no 42° dia da muda, em relagdo ao DO, a excecdo das
galinhas alimentadas com a ragdo com a incluséo de 0,086% de L-Trp.

Na Figura 9 se encontram as fotomicrografias dos cortes histologicos dos bagos das
galinhas no DO (Figura 9A), no 17° (Figura 9B) e no 42° dia (Figura 9C) da muda das galinhas
alimentadas com 0,086 % de L-Trp. A polpa branca (WP) ¢ identificada pela coloracdo basofila de

suas células enquanto a polpa vermelha (RP) apresenta células de coloracao acidoéfila.

Figura 9 - Fotomicrografias com cortes histologicos do bago de galinhas poedeiras (corados com
hematoxilina e eosina). A: Dia 0 (controle); B: 17° dia da muda for¢ada — Ragéo basal+
0,086 % de L-triptofano. C: 42° dia da muda forgada — Ragdo basal+ 0,086 % de L-
triptofano.

RP: polpa vermelha; WP: polpa branca; Aumento de 10x, coloragdo Hematoxilina e Eosina.
Fonte : Elaboragdo dos autores.

Excluindo os valores do DO, a éarea relativa polpa branca e de polpa vermelha
apresentaram comportamento quadratico no 17° dia da fase experimental, Y=25,9895+212,2662X-
1193,7965X" e Y=74,0105-212,2662X+1193,7965X", com R*=0,1826 e Valor-P=0,0007, com valores
maximos ¢ minimos, respectivamente, para as inclusoes estimadas de 0,089 % de L-Trp (Figuras10a e
10b).
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Figura 10 - Efeito de regressio para area relativa (%) no 17° dia da muda for¢ada (a) Polpa branca (B)
Polpa vermelha dos bagos de poedeiras.
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Fonte : Elabora¢do dos autores.

No segundo ciclo de postura a aves alimentadas com a racdo basal apresentaram
maior area de polpa branca e menor de polpa vemelha, em relagdo ao DO. Estas areas se alteraram
com as inclusdes de L-Trp nas ragdes, se igualando as areas do DO0. Nesta fase do experimento as
poedeiras estavam em plena producdo de ovos, portanto as areas de polpa branca deveriam estar
reduzidas para todos tratamentos devido ao aumento da secrecdo de estrogénio. Por outro lado,
Pedrosa (2007) afirmaram que os metabolitos do triptofano inibem a linfoproliferagdo, e sdo potenciais
reguladores da resposta imune, podendo participar dos efeitos imunossupressores, nos quais a sua
deplecao tem sido sugerida como o principal mecanismo de regulacio dos linfocitos.

Ha que se considerar que as areas de polpa branca e de polpa vermelha foram
obtidas por diferenca uma da outra. Portanto, o aumento da polpa branca durante a muda forcada
poderia ser explicado pela redugéo da area da polpa vermelha. A polpa vermelha tem a coloragao
acidofila, devido a alta concentracdo de hemadcias. O bago ¢ um 6rgdo que armazena sangue
na polpa vermelha, e sob a¢do dos glicocorticoéides devido ao estresse, pode se contrair e
langar estas hemacias para circulacdo sanguinea no caso de necessidade (sob estimulo da
adrenalina liberada numa situagao de estresse/alerta), pois o organismo necessita de mais
oxigénio para o metabolismo (OVALLE, NAHIRNEY, 2014). Portanto, no caso destas
galinhas o estresse da muda e do pico de postura poderiam ter demandando mais hemadcias, o
que pode ter causado reducdo na area de polpa vermelha do bago durante a muda e no
segundo ciclo de postura

Na Figura 11 se encontram as fotomicrografias dos cortes histologicos dos bagos
das galinhas no DO (Figura 11A) e no 112° do segundo ciclo de postura para as galinhas alimentadas

com a ragdo basal (Figura 11B).
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Figura 11 - Fotomicrografias com cortes histologicos do bago de galinhas poedeiras (corados com
hematoxilina e eosina). A: DO (controle); B: 112° dia do segundo ciclo de postura —
racao basal sem inclusdo de Trp.

RP: polpa Veelha; PWP: polpa branca perielipsoidal; Aumento de 10x, coloragdo Hematoxilina e Eosina.
Fonte : Elaboragdo dos autores.

Excluindo os dados do DO, observou-se resposta quadratica das inclusdes de L-Trp
nas ragdes durante a muda nas areas relativas (%) de polpa branca e de polpa vermelha no segundo
ciclo de postura. Para a polpa branca a resposta foi expressa pela equagdo Y= 34,6658-
142,9094X+579,6698X> ¢ para a polpa vermelha pela equagdo Y= 65,3342+142,9094X-579,6698X>
com R*=0,0975 eValor-P=0,0094 (Figuras 12a ¢ 12b). A incluséo estimada de 0,123 % L-Trp na ragéo
durante a muda forgada proporcionou a menor area relativa de polpa branca ¢ a maior area de polpa

vermelha.

Figura 12 - Efeito de regressdo da area relativa (%) no 112° dia do segundo ciclo de postura. (a)Polpa
branca (b) Polpa vermelha dos bacos de galinhas poedeiras.

Y = 34,6658-142,9094X+579,6698X> Y = 65,3342+142,9094X-579,6698X>
R=0,0975 p=0.0094 R*=0,0975 p=0,0094
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Fonte : Elaboragdo dos autores.

O estresse da muda pode ter maximizado o gasto de energia que ajudaria as
poedeiras a encarar o desafio estressor do pico de postura, fazendo com que mobilizassem esforgos
para lidar com este evento, resultando em alteragdes metabolicas que modularam a sintese da polpa

branca (BERNARD; KRUPAT, 1994; FERKET, 1999) e reduzisse a da polpa vermelha devido ao
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aumento da irrigagdo sanguinea nos tecidos ligados a reprodugao.

Com relagéo as inclusdes de L-Trp, os resultados obtidos estdo de acordo com os
de Mellor e Munn (2003), que encontram ligagdo entre o catabolismo do triptofano e os processos
imunoreguladores, que segundo Moffett ¢ Namboodiri (2003) ocorreriam através da via da

quinurenina, desenvolvendo a capacidade do sistema de tolerancia a antigenos e ao estresse.

Conclusoes

Os tratamentos experimentais ndo mostraram efeitos na glicemia e pardmetros do eritrograma
durante a muda for¢ada e no segundo ciclo de postura.

Considerando os resultados obtidos para a contagem de heterofilos:linfécitos no segundo ciclo
de postura e o aumento da area relativa de polpa branca durante a muda, conclui-se que a inclusdo de

0,086 % de L-Trp nas ra¢des durante a muda for¢ada foi a mais eficiente.
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5 CONCLUSAO GERAL

A ragdo basal sem inclusdo de L-Trp se mostrou suficiente para garantir
adequado desempenho produtivo e qualidade dos ovos das galinhas poedeiras com 100
semanas de idade, submetidas a muda forcada sem jejum alimentar. No entanto, com base nos
valores da relagao heterofilos:linfocitos e no aumento na area relativa de polpa branca durante
a muda recomenda-se a inclusdo de 0,086 % de L-Trp na ragdo das aves fornecida durante a
muda , evidenciando que efeitos prejudiciais do estresse da muda forcada podem ser

superados por meio do fornecimento de nutrientes especificos na ragao.



ANEXOS
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ANEXO A — Médias e desvios-padrao dos parametros analisados no Artigo 2

Tabela 1 - Niveis de glicose (mg/dL) de galinhas poedeiras medidos no Dia 0 (Testemunha) e
de acordo com o tempo apds o inicio da muda forgada.

Niveis de glicose (mg/dL)

Dia0 (T) 217,83+8,58
Inclusao de Muda Forgada 2° Ciclo de Postura
L-Trp (%) 17° dia 42° dia 112° dia
0,000 188,33+13,32%* 190,00+18,03 176,67+5,03**
0,043 199,33+8,08 200,33+16,74 194,33+4,04%**
0,086 200,33+6,66 185,00+15,39 172,00+4,36%*
0,129 181,33+5,13** 197,67+17,90 179,33+1,53**
0,172 202,00+6,08 196,00+7,21 178,00£1,00%*
Valor-P 0,0038 0,1920 <0,0001
ER NS NS NS

Médias e (desvios-padrdo), ER= efeito de regressdo; NS= ndo significativo; ** (P<0,01); * (P<0,05), médias
diferem do DO (T) pelo teste de Dunnet (p<0,05).
Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Tabela 2 - Inclusdo de Trp e alguns pardmetros do leucograma. Comparagdo entre o Dia 0
(testemunha) e 17° e 42° dias da muda for¢ada e 112° dia do segundo ciclo de

postura.
Leucograma Leucocito Linfocito Heterofilo H:L
(W/pL) (WpL) (WpL)
Dia0 (T) 35307,50+11966,07 22586,87+11399,02 14078,24+8115,80 0,60+0,12
Inclusio de L-Trp (%) 17° dia da Muda For¢ada
0,000 70840,00+£6995,17* 52844,00+4507,38%* 16203,00+3748,03 0,30+0,05
0,043 38715,00+£6851,86 26858,25+2058,74 11518,05+5272,12 0,42+0,16
0,086 33880,00+11948,67 23147,67+11567,41 10074,53+4300,17 0,49+0,25
0,129 35065,00+190,92 20341,75+1598,41 14021,95+1411,31 0,69+0,12
0,172 48180,00+£12111,99 29551,13+5683,58 13719,20+10416,92 0,46+0,33
Média 43664,58 29221,61 13269,16 0,47
Valor-P 0.0146 0,0065 0,9023 0,4045
Inclusdo de L-Trp (%) 42° dia da Muda Forgada
0,000 67026,67+14022,02%* 39996,73+4026,29 25379,93+16545,57 0,65+0,43
0,043 53020,00+6777,29 36564,73+7167.,45 16258,00+3388,55 0,46+0,16
0,086 58006,67+5627,59 45919,13+£3161.03** 11892,47+2676,39 0,26+0,05
0,129 59326,67+13404,36**  43759,47+13168,05** 15567,20+£957,92 0,37+0,09
0,172 24933,34+4521,17 18766,00+5487,29 6020,667852,29 0,34+0,13
Média 49603,47 36840,61 15184,25 0,42
Valor-P 0.0024 0,0071 0,1496 0,2144
Inclusdo de L-Trp (%) 112° dia do Segundo Ciclo de Postura
0,000 35990,00+6603,51 24900,206594,57 8889,40+£169925 0,38+0,13
0,043 27640,00+10320,06 19500,807892,56 6143,93+1095,19 0,34+0,13
0,086 31093,33+4301,74 22858,005898,53 6409,33+1893,17 0,31+0,15*
0,129 46020,00+989,95 38911,403114,38 5274,80+£1513,21 0,14+0,05*
0,172 24493,33+1497,51 17663,80132139 5039,47+2055,34 0,29+0,13*
Média 32683,09 24766,84 6351,39 0,29
Valor-P 0.1021 0,0935 0,1060 0,0331

Teste de Dunnet (5%); ** (P<0,01); *(P<0,05);
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Tabela 3 - Inclusdo de Trp ¢ alguns parametros sanguineos da série leucocitaria. Comparagio
entre tratamentos no 17° ¢ 42° dias da muda forgada e 112° dia do segundo ciclo

de postura.
Leucocito(n/pL) Linfocito(n/pL) Heterofilo(n/pL) H:L
Inclusdo de L-Trp (%) 17° dia da Muda Forcada
0.000 70840,00+£6995,17 52844,00+4507,38 16203,00+3748,03  0,30+0,05
0,043 38715,00+6851,86 26858,25+2058,74 11518,05+£5272,12  0,42+0,16
0,086 33880,00+11948,67  23147,67+11567,41 10074,53+4300,17  0,49+0,25
0,129 35065,00+190,92 20341,75+1598,41 14021,95+1411,31  0,69+0,12
0,172 48180,00+£12111,99 29551,13+5683,58 13719,20+10416,92  0,46+0,33
Média 45336,00 29221,61 13269,16 0,47
Valor-P 0,0018 0,0005 0,2012 0,2434
ER Q** 2Q* NS NS
Inclusdo deL-Trp (%) 42° dia da Muda Forgada
0.000 67026,67+14022,02 39996,73+4026,29  25379,93+£16545,57 0,65+0,43
0,043 53020,00+6777,29 36564,73+7167,45 16258,00+3388,55  0,46+0,16
0,086 58006,67+5627,59 45919,13+£3161.03 11892,47+2676,39  0,26+0,05
0,129 59326,67+13404,36  43759,47+13168,05 15567,204957,92  0,37+0,09
0,172 24933,34+4521,17 18766,00+5487,29 6020,66+7852,29  0,34+0,13
Média 52462,67 36840,61 15184,25 0,42
Valor-P 0,0087 0,0128 0,0121 0,0993
ER 3QH* fQ* L* NS
Inclusdo deL-Trp (%) 112° dia do Segundo Ciclo de Postura
0.000 35990,00+6603,51 24900,206594,57 8889,40+169925  0,38+0,13
0,043 27640,00+£10320,06 19500,807892,56 6143,93+1095,19  0,34+0,13
0,086 31093,33+4301,74 22858,005898,53 6409,33+1893,17  0,31+0,15
0,129 46020,00+989,95 38911,403114,38 5274,80+1513,21  0,14+0,05
0,172 24493,33+1497,51 17663,80132139 5039,47+2055,34 0,290,13
Média 32120,71 24766,84 6351,39 0,29
Valor-P 0,1021 0,7732 0,0383 0,3151
ER NS NS 5Q* NS

Teste de Dunnet (5%); ** (P<0,01); *(P<0,05); ER=Efeito de regressio; L=linear; Q=quadratico;' Y =
69426,8106-751782,8170X+3679047,1279X> (R*=0,6733); *Y= 51733,4648-590584,4382X+2695827,2018X>
(R* = 0,7668); ’Y=61690,0952+114166,1130X-1716758,0932X> (R* = 0,4726); ; ‘v=
36249,2743+281020,8859-2110677,5863X2  (R>=0,4353);  °Y=23387,3200-95384,4961X  (R*=0,3390);
0Y=8584,4917-44116,0549X +140428,6297X> (R?=0,3449).

Fonte: Elaboragao dos autores.
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Tabela 4 - Inclusdo de Trp e alguns parametros sanguineos do eritrograma. Comparagdo entre
o Dia 0 (testemunha) e 17° e 42° dias da muda forgada e 112° dia do segundo ciclo

de postura.
Parametros He Hb (g/dL) Ht VCM HCM CHCM
(milhdes/uL) (%) (fL) (pg) (%)
Dia0 (Testemunha) 2,74 10,22 29,17 108,12 37,87 35,03
+0,33 +0,88 +1,44 +17,57 +6,24 +2,03
Inclusdo de L-Trp (%) 17° dia da Muda Forcada
0.000 4,80 8,50 35,00 77,12 18,85 24,36
’ +1,89 +1,32 +6,25 +16,48 +4,44%* +0,63%*
0.043 2,95 8,30 33,50 113,89 28,22 24,78
’ +0,08 +0,57 +2,12 +10,21 +2,67 +0,12%%*
0.086 4,67 9,27 38,00 88,43 21,66 24,41
’ +1,76 +0,47 +2,65 +28,97 +7,40% +0,44%%*
0.129 4,75 9,00 35,50 82,91 21,21 25,40
’ +2,33 +0,57 +3,54 +33,29 +9,23%* +0,94**
0.172 3,37 8,70 32,67 99,18 26,84 2491
’ +0,81 +0,46 +3,06 +13,39 +6,47 +1,45%*
Média 3,88 9,04 33,91 94,94 25,78 26,48
Valor-P 0,3680 0,1602 0,1654 0,3730 0,046 <0,0001
Inclusdo de L-Trp (%) 42° dia da Muda Forgada
0.000 2,60 7,60 30,33 118,55 29,55 25,10
+0,39 +1,01%** +0,58 +17,39 +4,75 +2,17**
0.043 2,57 7,30 29,67 115,49 28,42 24,60
’ +0,09 +0,76%* +2,08 +421 +2,32 +0,93%%*
0.086 2,57 7,03 29,33 115,25 27,81 24,09
’ +0,25 +0,64** +0,88 +9,43 +4,77 +1,94**
0.129 2,24 6,70 25,67 113,71 30,16 26,75
’ +0,42 +0,98** +3,84 +14,89 +3,04 +2,19%**
0.172 1,55 7,23 31,33 187,19 46,25 23,16
’ +0,99 +1,23%** +2,96 +70,21 +20,19 +1,41%**
Média 2,38 7,68 29,25 123,00 32,58 26,45
Valor-P 0,1128 0,0073 0,5491 0,0550 0,1201 0,0041
Inclusdo de L-Trp (%) 112° dia do Segundo Ciclo de Postura
0.000 2,93 7,87 32,00 109,29 26,81 24,71
’ +0,12 +0,64%* +1,73 +8,95 +1,70%* +3,44%%*
0.043 2,73 6,87 31,00 113,73 25,27 22,21
’ +0,22 +0,32%* +1,73 +3,94 +2,49%* +1,91%**
0.036 2,86 7,00 31,00 108,31 24,54 22,66
’ +0,18 +0,56%* +2,65 +4,13 +2,49%* +2,19%**
0.129 2,58+ 7,35 31,50 124,14 29,30 23,52
’ 0,88 +1,34%* +7,78 +12,04 +4,75 +1,54**
0.172 2,61 6,53 29,67 114,32 24,95 21,91
’ +0,31 +1,17** +2,52 +7,19 +1,65%* +2,20%**
Média 2,75 7,56 30,68 112,33 28,05 25,09
Valor-P 0,8334 0,0029 0,8622 0,5385 0,0060 0,0004

Teste de Dunnet (5%); ** (P<0,01); *(P<0,05); He= hemacias; Hb= hemoglobina; Ht= hematdcrito;VCM=
volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentra¢do de hemoglobina

corpuscular média.

Fonte: Elaboragao dos autores.
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Tabela 5 - Inclusdo de Trp e alguns parametros sanguineos do eritrograma. Comparagao entre
tratamentos no 17° e 42°dias da muda forgada e 112° dia do segundo ciclo de

postura.
Eritrograma He Hb Ht VCM HCM CHCM
(milhdes/ul)  (g/dL) (%) (fL) (b2) (%)
Inclusio de L-Trp (%) 17° dia da Muda Forgada
0.000 4,80 8,50 35,00 77,12 18,85 24,36
: +1,89 +1,32 +6,25 +16,48 +4.44 +0,63
0.043 2,95 8,30 33,50 113,89 28,22 24,78
’ +0,08 +0,57 +2.12 +10,21 +2.67 +0,12
0.086 4,67 9,27 38,00 88,43 21,66 24,41
’ +1,76 +0,47 +2,65 +28.97 +7,40 +0,44
0.129 4,75 9,00 35,50 82,91 21,21 25,40
’ +2.33 +0,57 +3,54 +33,29 +9,23 +0,94
0.172 3,37 8,70 32,67 99,18 26,84 2491
’ +0,81 +0,46 +3,06 +13,39 +6,47 +1,45
Média 4,15 8,77 35,00 92,31 23,36 24,71
Valor-P 0,5848 0,6704 0,5823 0,4400 0,5300 0,6100
ER NS NS NS NS NS NS
Inclusio de L-Trp (%) 42° dia da Muda Forcada
0.000 2,60 7,60 30,33 118,55 29,55 25,10
: +0,39 +1,01 +0,58 +17,39 +4,75 +2,17
0.043 2,57 7,30 29,67 115,49 28,42 24,60
’ +0,09 +0,76 +2.08 +4,21 +2,32 +0,93
0.086 2,57 7,03 29,33 115,25 27,81 24,09
’ +0,25 +0,64 +0,88 +9,43 +4,77 +1,94
0.129 2,24 6,70 25,67 113,71 30,16 26,75
’ +0,42 +0,98 +3,84 +14,89 +3,04 +2,19
0.172 1,55 7,23 31,33 187,19 46,25 23,16
’ +0,99 +1,23 +2.96 +70,21 +20,19 +1,41
Média 2,30 7,17 29,27 125,96 31,45 24,74
Valor-P 0,1525 0,8250 0,5032 0,0682 0,1469 0,7052
ER 'Q* NS NS NS NS NS
Inclusdo de L-Trp (%) 112° dia do Segundo Ciclo de Postura
0.000 2,93 7,87 32,00 109,29 26,81 24,71
' +0,12 +0,64 +1,73 +8,95 +1,70 +3,44
0.043 2,73 6,87 31,00 113,73 2527 22,21
’ +0,22 +0,32 +1,73 +3,94 +2,49 +1,91
0.086 2,86 7,00 31,00 108,31 24,54 22,66
’ +0,18 +0,56 +2.65 +4,13 +2.49 +2,19
0.129 2,58+ 7,35 31,50 124,14 29,30 23,52
’ 0,88 +1,34 +7.78 +12,04 +4.75 +1,54
0.172 2,61 6,53 29,67 114,32 24,95 21,91
’ +0,31 +1,17 +2.,52 +7,19 +1,65 +2,29
Média 2,75 7,11 31,00 113,23 25,95 22,97
Valor-P 0,7420 0,4130 0,9302 0,2294 0,3271 0,6531
ER NS NS NS NS NS NS

Teste de Dunnet (5%); ** (P<0,01); *(P<0,05); He= hemacias; Hb= hemoglobina; Ht= hematocrito; VCM=
volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= concentra¢do de hemoglobina
corpuscular média; ER=Efeito de regressdo; 'Y=2,5539+5,1517X-62,5821X> (R*= 0,3578).

Fonte: Elaboragao dos autores.
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Tabela 6 - Inclusdo de L-Trp e areas relativas (%) de polpa branca e polpa vermelha do bago
analisadas ao 17° dia da muda forcada.

Dia0Oe 17° dia

17° dia

Polpa Branca  Polpa Vermelha Polpa Branca  Polpa Vermelha
(%) () (%) (%)
Dia 0 (T) 25,72 +£3,71 74,28 £3,71 - -
Inclusdo deL-Trp(%)
0.000 26,86 £ 7,07 73,14 £ 7,07 26,86 £ 7,07 73,14 £ 7,07
0,043 29,67 +7,96 70,33 +£ 7,96 29,67 +7,96 70,33 + 7,96
0,086 3991 £6,16%* 60,09 +£6,16** 39,91 £6,16 60,09 £6,16
0,129 29,38 + 6,83 70,62 + 6,83 29,38 + 6,83 70,62 + 6,83
0,172 27,81 £6,93 72,19 £ 6,93 27,81 £6,93 72,19 £ 6,93
Média 29,89 70,11 30,82 69,18°
Valor-P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
ER _ - IQ** ZQ**

Teste de Dunnet (5%); ** (p<0,01); *(p<0,05); ER=Efeito de regressdo;CV=coeficiente de variagdo;' V=
25,9895+212,2662X-1193,7965X2, (R?=0,1826); > Y=74,0105-212,2662X+1193,7965X? (R*=0,1826).
Fonte: Elaboragao dos autores.

Tabela 7 - Inclusio de Trp e areas de polpa branca e polpa vermelha do bago - 42° dia

Dia 0 ¢ 42° dia 42° dia
Polpa Branca  Polpa Vermelha Polpa Branca Polpa Vermelha
(%) (%) (%) (%)
Dia 0 (T) 25,72 + 3,71 74,28 + 3,71 - -
Inclusdo de L-Trp (%)
0.000 24,30 + 5,91 75,70 £ 5,91 24,30 + 5,91 75,70 £ 5,91
0,043 24,00 + 5,82 76,00 + 5,82 24,00 + 5,82 76,00 + 5,82
0,086 31,57 £ 8,97* 68,43 £ 8,97* 31,57+ 8,97 68,43 £ 8,97
0,129 25,51 + 3,09 74,89 + 13,09 25,51£3,09 74,89+ 13,09
0,172 23,62 £4,11 76,38 £4,11 23,62 + 4,11 76,38 £ 4,11
Média 25,79 74,21 25,80 74,20
Valor-P 0,0333 0,0333 0,0554 0,0054
ER - - NS NS

Teste de Dunnet (5%); ** (p<0,01); *(p<0,05); ER=Efeito de regressao.
Fonte: Elaboragao dos autores.

Tabela 8 - Inclusio de Trp e areas de polpa branca e polpa vermelha do bago - 112° dia

Dia0e 112°dia

112° dia

Polpa Branca  Polpa Vermelha Polpa Branca  Polpa Vermelha
(%) (%) (%) (%)
Dia 0 (T) 25,72 +£3,70 74,28 £3,71 - -
Inclusdo de L-Trp (%)
0.000 34,50 £ 4,48%* 65,50 + 4,48** 34,50 £ 4,48 65,50 +£4,48
0,043 31,11 +£11,53 68,89 + 11,53 31,11 £11,53 68,89 + 11,53
0,086 23,10 + 3,67 76,90 £ 3,67 23,10 + 3,67 76,90 £ 3,67
0,129 29,11 +10,10 70,89 £ 10,10 29,11 +10,10 70,89 + 10,10
0,172 26,21 +£ 9,68 73,79 £9,68 26,21 +£ 9,68 73,79 £9,68
Média 28,29 71,71 28,80 71,19°
Valor-P 0,0007 0,0007 0,0059 0,0059
ER _ - Q** Q**

Teste de Dunnet (5%); ** (p<0,01); *(p<0,05); ER=Efeito de

~ N T~ 1O
regressdo;CV=coeficiente de variagdo, Y=



34,6658-142,9094X+579,6698 X (R*= 0,0975); * Y= 65,3342+142,9094X-579,6698X> (R*= 0,0975).
Fonte: Elabora¢ao dos autores.
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ANEXO B - Normas editoriais para publicacdo na Semina: Ciéncias Agrarias, UEL

A partir de 01 de abril de 2014, os artigos poderdo ser submetidos em
portugués ou inglés, mas somente serdo publicados em inglés. Os artigos submetidos em
portugués, apods o aceite, deverao ser obrigatoriamente traduzidos para o inglés.

Os artigos enviados para a revista até esta data e que estdo em tramitacao
poderdo ser publicados em portugués, entretanto, se traduzidos para o inglés terdo prioridade
na publicagdo.

Todos os artigos, ap6s o aceite deverdo estar acompanhados (como
documento suplementar) do comprovante de tradugdo ou corre¢cdo de um dos seguintes
tradutores:

American Journal Experts

Editage

Elsevier

http://www.proof-reading-service.com

http://www.academic-editing-services.com/

http://www.publicase.com.br/formulario.asp

O autor principal devera anexar no sistema o documento comprobatdrio
dessa correcdo na pagina de submissdo em “Docs. Sup.”

OBSERVACOES:

1) Os manuscritos originais submetidos a avaliagdo s3o inicialmente
apreciados pelo Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias. Nessa analise, sdo avaliados
os requisitos de qualidade para publicacdo na revista, como: escopo; adequagdo as normas da
revista; qualidade da redagdo; fundamentacdo teodrica; atualizacdo da revisdo da literatura;
coeréncia e precisdo da metodologia; contribui¢do dos resultados; discussdo dos dados
observados; apresentacdo das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das conclusoes.
Se o numero de trabalhos com manuscrito ultrapassar a capacidade de anélise e de publicacdo
da Semina: Ciéncias Agrarias ¢ feita uma comparacdo entre as submissdes, € sdo
encaminhados para assessoria Ad hoc, os trabalhos considerados com maior potencial de
contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico. Os trabalhos ndo aprovados nesses
critérios sdo arquivados e os demais sdo submetidos a andlise de pelo menos dois assessores
cientificos, especialistas da area técnica do artigo, sem a identificacdo do(s) autor(es). Os
autores cujos artigos forem arquivados, ndo terao direito a devolucdo da taxa de submissao.

2) Quando for o caso, deve ser informado que o projeto de pesquisa que originou o artigo foi
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executado obedecendo as normas técnicas de biosseguranca e ética sob a aprovacdo da
comissao de ética envolvendo seres humanos e/ou comissao de ética no uso de animais (nome
da Comissao, Instituicdo e n° do Processo).

Nao serdo aceitos manuscritos em que:

a) O arquivo do artigo anexado do trabalho contenha os nomes dos autores
e respectiva afiliacao;

b) Nao tenha sido realizado o cadastro completo de todos os autores nos
metadados de submissdo; Exemplo: Nome completo; Instituicao/Afiliagao; Pais; Resumo da
Biografia/Titulagao/fungao.

¢) Nio tenha sido incluido no campo COMENTARIOS PARA O EDITOR,
um texto que aponte a relevancia do trabalho (importancia e diferencial em relacdo a trabalhos
ja existentes), em até 10 linhas;

d) Nao estejam acompanhados de documento comprobatdrio da taxa de
submissdo, em documento suplementar “Docs. SUp.” no ato da submissao;

e) Nao estejam acompanhados dos seguintes documentos suplementares:
graficos, figuras, fotos e outros, EM VERSAO ORIGINAL.

f) Nao constem no artigo original: titulo, resumo e palavras-chave em
portugués e inglés, tabelas e figuras.

Categorias dos Trabalhos

a) Artigos cientificos: no maximo 20 paginas incluindo figuras, tabelas e
referéncias bibliograficas;

b) Comunicagdes cientificas: no maximo 12 paginas, com referéncias
bibliograficas limitadas a 16 citagcdes e no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela
e uma figura;

c¢) Relatos de casos: No maximo 10 paginas, com referéncias bibliograficas
limitadas a 12 citagdes € no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura;

d) Artigos de revisdo: no maximo 25 paginas incluindo figuras, tabelas e
referéncias bibliograficas.

Apresentacdo dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicagdes, relatos de casos e
revisdes podem ser escritos em portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em
papel A4, com numeragdo de linhas por pagina, espagamento 1,5, fonte Times New Roman,

tamanho 11, normal, com margens esquerda e direita de 2 cm e superior ¢ inferior de 2 cm,
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respeitando-se o numero de paginas, devidamente numeradas no canto superior direito, de
acordo com a categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, gréaficos e fotografias) e Tabelas serdo numeradas em
algarismos arabicos e devem ser incluidas no final do trabalho, imediatamente apds as
referéncias bibliograficas, com suas respectivas chamadas no texto. Além disso, as figuras
devem apresentar boa qualidade e deverdo ser anexadas nos seus formatos originais (JPEG,
TIF, etc.) em “Docs Supl.” na pagina de submissao. Ndo serdo aceitas figuras e tabelas fora
das seguintes especificagdes: Figuras e tabelas deverdo ser apresentadas nas larguras de 8 ou
16 cm com altura maxima de 22 cm, lembrando que se houver a necessidade de dimensdes
maiores, no processo de editoragdo havera reducao para as referidas dimensoes.

Observagdo: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustragdo, o titulo deve figurar
na parte superior da mesma, seguida de seu nimero de ordem de ocorréncia em algarismo
arabico, ponto e o respectivo titulo.

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatério). Utilizar fonte
menor (Times New Roman 10).

Citar a autoria da fonte somente quando as tabelas ou figuras ndo forem do autor.

Ex: Fonte: IBGE (2014), ou Source: IBGE (2014).

Preparacdo dos manuscritos

Artigo cientifico:

Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte
organizagdo dos topicos: Titulo; Titulo em inglé€s; Resumo com Palavras-chave (no maximo
seis palavras, em ordem alfabética); Abstract com Key words (no maximo seis palavras, em
ordem alfabética); Introdugdo; Material e Métodos; Resultados e Discussdo com as
conclusdes no final da discussdo ou Resultados; Discussdo e Conclusdes separadamente;
Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias Bibliograficas. Os topicos
devem ser destacados em negrito, sem numeragao, quando houver a necessidade de subitens
dentro dos topicos, os mesmos devem ser destacados em italico e se houver dentro do subitem
mais divisdes, essas devem receber numeros arabicos. (Ex. Material ¢ Métodos... Areas de
estudo...1.Area rural..2.Area urbana).

O trabalho submetido ndo pode ter sido publicado em outra revista com o
mesmo contetido, exceto na forma de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou
Formato Reduzido.

A apresentacao do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1.Titulo do trabalho, acompanhado de sua tradugéo para o inglés.
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2.Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo
com um minimo de 200 ¢ um maximo de 400 palavras, na mesma lingua que o artigo foi
escrito, acompanhado de sua tradugdo para o inglés (Abstract e Keywords).

3.Introducéo: Devera ser concisa e conter revisao estritamente necessaria a
introdugdo do tema e suporte para a metodologia e discussao.

4.Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua
ou com subitens, de forma a permitir ao leitor a compreensdo e reproducao da metodologia
citada com auxilio ou ndo de citagdes bibliograficas.

5. Resultados e Discussdo: Devem ser apresentados de forma clara, com
auxilio de tabelas, graficos e figuras, de modo a ndo deixar duavidas ao leitor, quanto a
autenticidade dos resultados e pontos de vistas discutidos. Opcionalmente, as conclusdes
podem estar no final da discussao.

6. Conclusbes: Devem ser claras e de acordo com os objetivos propostos no
trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, institui¢des ¢ empresas que contribuiram
na realizagdo do trabalho deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item
Referéncias Bibliograficas.

Observagdes:

Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um
simbolo sobrescrito, imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé
no final da pagina.

Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser
assinaladas no texto pelo seu numero de ordem em algarismos ardbicos. Se as ilustragdes
enviadas ja foram publicadas, mencionar a fonte e a permissao para reprodugao.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabegalho que permita
compreender o significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos:

a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Codigos
Internacionais de cada area.

b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

c) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar
unidades, e.g.: kg ha™'. Nio inter-relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espaco simples entre as unidades, g L', e ndo g.L ™ ou gL™".
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e) Usar o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos:
09h00, 18h30.

8. CitacOes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de
publicagdo de acordo com os seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que ....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbiologica....

d) [...] e inibir o teste de formagao de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...] comprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI,
1995).

CitacGes com dois autores

Citacdes onde sdo mencionados dois autores, separar por ponto e virgula
quando estiverem citados dentro dos parénteses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTI, 2000).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenca, utilizar o (¢)

EXx: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

Citagdes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expressao et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula quando houver mais de
uma referéncia.

Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000;
FELIX et al., 2008).

Para citagdes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados
no mesmo ano, utilizar o acréscimo de letras minusculas, ordenados alfabeticamente apds a
data e sem espacejamento.

Ex: (SILVA, 1999a, 1999b).

As citagOes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor,
publicados em anos diferentes, separar as datas por virgula.

Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).

Para citacbes indiretas de varios documentos de diversos autores,
mencionados simultaneamente, devem figurar em ordem alfabética, separados por ponto e

virgula.Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).
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9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago.
2000, e reformulacdo numero 14.724 de 2011 da ABNT, deverao ser listadas na ordem
alfabética no final do artigo. Todos os autores participantes dos trabalhos deverdo ser
relacionados, independentemente do nimero de participantes. A exatidio ¢ adequagio
das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto do artigo,
bem como opinides, conceitos e afirmagdes sao da inteira responsabilidade dos autores.

Observagéo: Consultar os tltimos fasciculos publicados para mais detalhes
de como fazer as referéncias do artigo.

As outras categorias de trabalhos (Comunicacao cientifica, Relato de caso e
Revisao) deverdo seguir as mesmas normas acima citadas, porém, com as seguintes

orientacdes adicionais para cada caso:

Outras informacdes importantes

1. A publicacao dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria
cientifica "Ad hoc" e da aprovagdo do Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias, UEL.

2. Nao serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos

estardo disponiveis no enderego eletronico da revista (http:// www.uel.br/revistas/uel).

4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a
transferéncia dos direitos de publicagdo do referido artigo para a revista. A reproducdo de
artigos somente ¢ permitida com a citacdo da fonte e ¢ proibido o uso comercial das
informagdes.

5. As questdes e problemas ndo previstos na presente norma serao dirimidos
pelo Comité Editorial da area para a qual foi submetido o artigo para publicacao.

6. Numero de autores: Ndo ha limitagdo para niimero de autores, mas
deverdo fazer parte como co-autores aquelas pessoas que efetivamente participaram do
trabalho. Pessoas que tiveram uma pequena participagdo no artigo deverao ser citadas no
topico de Agradecimentos, bem como instituicdes que concederam bolsas e recursos
financeiros.

Condicdes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores devem verificar a
conformidade da submissdo em relagdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que

ndo estiverem de acordo com as normas serdo rejeitadas e aos autores informados da decisdo.
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1. Os autores devem informar que a contribui¢do € original e inédita, e nao
esta sendo avaliada para publicagdo por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em
"Comentérios ao Editor".

2. Devem informar ainda que o material estd corretamente formatado e
que os Documentos Suplementares estdo anexados, estando ciente que a formatacao incorreta
importard na suspensao do processo de avaliagdo sem avaliacao de mérito.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no campo
Metadados durante o processo de submissao.

Utilize o botao "incluir autor"

1. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, apos salvar os dados de submissdo em portugués, clicar em
"editar metadados" no topo da pagina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em
inglés, abstract e keywords. Salvar e ir para o passo seguinte.

1. A identificacdo de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e
da op¢do Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso
submetido para avaliacdo por pares (ex.: artigos), conforme instru¢des disponiveis em

Assegurando a Avaliacdo Cega por Pares.

2. Os arquivos para submissao devem estar em formato Microsoft Word,
Open Office ou RTF (desde que ndo ultrapassem 2MB)

O texto deve estar em folha A4, com linhas numeradas, espaco 1,5; fonte
Time New Roman de tamanho 11;

1. Atestar que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa
com seres vivos, estando de posse dos documentos comprobatorios de aprovacdo pela
comissdo de ética envolvendo seres humanos e/ou comissdo de ética no uso de animais caso
sejam solicitados.

2. Efetuar o pagamento da Taxa de Submissdo de artigos ¢ anexar o

comprovante como documento suplementar “Docs. Sup.”

Declaracéo de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de direito do
autor. Em virtude da aparecerem nesta revista de acesso publico, os artigos sdo de uso
gratuito, com atribuicdes proprias, em aplicagdes educacionais € ndo-comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracdes de ordem
normativa, ortografica e gramatical, com vistas a manter o padrdo culto da lingua ¢ a

credibilidade do veiculo. Respeitara, no entanto, o estilo de escrever dos autores.



99

Alteragdes, correcdes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas
aos autores, quando necessario.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva
responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados
exclusivamente para os servigos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados

para outras finalidades ou a terceiros.
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