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RESUMO

MOREIRA J- Efeito do Selênio e Aflatoxinas Sobre o Desempenho e a Atividade de
Oxidases e Transferase em Frangos de Corte Normais e Ascítícos. Lavras:
UFLA 2000(Dissertação de Mestrado em Agronomia).

O presente trabalho teve porobjetivos estudar o desempenho e determinar as
atividades enzimáticas da glutationa s-transferase (GST), glutationa peroxidase (GSH-
Px) e glutationa redutase (GSHR) em fígados de frangos de corte normaise asdticos,
alimentados a partir de rações contaminadas por aflatoxinas (AFTs). Para avaliação do
desempenho foiadotado um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
(2x2x4) sendo 2 tipos de rações (contaminada e não contaminada), 2 sexos (machos e
fêmeas), 4 tratamentos (controle, selênio, mycosorb e ascitec) com 2 repetições. Foram
avaliadas as seguintes características: peso vivo (PV), ganho de peso (GP), consumo de
ração (CR) e conversão alimentar (CA). As determinações das atividades enzimáticas
para GST, GSH-Px e GSHR foram feitas segundo um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial (2x4x6) sendo 2 tipos de rações (contaminada e não
contaminada), 4 tratamentos (controle, selênio, mycosorb e ascitec), 6 idades (7,14,21,
28, 35 e 42 dias) com 4 repetições. Os resultados mostraram que o sexo das aves
influenciou o CRaos 7 e 42 dias (P<0,05) e a CA aos 42 dias, sendo que aos 7 dias, as
fêmeas consumiram maisqueos machos, e aos42 dias, os machos apresentaram maior
CR e CA Os tratamentos diferiram entre si aos 14e 21 diasde idade (P<0,05) para o
CR, sendo queo tratamento com ascitec proporcionou o maior consumo e o tratamento
com selênio o menor. As rações diferiram entre si (P<0,05) aos 14 e aos42 dias, sendo
que aração contaminada aumentou o CR aos 14 dias, o PV e o GP aos 42 dias. As
atividades enzimáticas daGST,GSH-Px e GSHR, variaram segundo as idades (P<0,05),
sendoque para GST aos 14e 35 e para GSH-Pxaos 35 e 42 diasverificou-seas maiores
atividades e aos 7 e 21 dias as menores. Para a GSHR, as maiores atividades foram
expressas aos e 21 e 35 dias e as menores aos 7 e 42 dias. Os tratamento nas diferentes
idades também diferiram entre si (P<0,05), sendo queo tratamento controle aos 14 dias
foi o que proporcionou a maior atividade para GST e GSH-Px, enquanto que para
GSHR, o tratamento com selênio aos 35 dias foi o que proporcionou a maior atividade.
A atividade enzimática daGSTnão diferiu entre asaves normais e ascíticas, no entanto,
a atividade da GSH-Px e GSHR diferiu, sendo a atividade de GSH-Px maior nas aves
normais aos35 e 42 dias, e a atividade deGSHR maior aos 35dias, também para asaves
normais.

Orientador: Dr. Custódio Donizete dos Santos - UFLA



ABSTRACT

MOREIRA, J. Eflects on Selenium andAflatoxins on Performace andActivityof the
Oxidasis and Transferase in Broilers Chkhens Normais and AsdtJcs. Lavras:
UFLA 2000(Dissertatiott - Master in Agronomy).

The present work aimed to study the perfomance and determine the enzyme
actívities of glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GSH-Px) and
glutathione reductase (GSHR) in normal in ascitíc broilers, fed on aflatoxin (AFTs)
contamined rations. For evaluation of the perfomance, a completely randomized design
in (2x2x4) factorial scheme, being two soris of rations (contamined anduncontamined),
2 sexes (males andfemales), 4 treatments (controL selenium, mycosorb andascitec) with
2replicates. The following characteristics were evaluated liveweight (LW), weight gain
(WG), ration consumption (RC) and reed conversion (FC). The determinations of the
enzyme actívities for GST, GSH-Px and GSHr were done according to a completely
randomized design in a (2x4x6) factorial scheme, beingtwotypesofrations (contamined
and uncontamined), 4 treatments (contrai, selenium, mycosorb and ascitec), 6 ages (7,
14,21,28, 35 and42 days) with fourreplicates. The resuhsshowedthat the Sex of the
birds infltienced CRat 7 and 42 days (P<0,05) andCAat 42days, being that at 7 days,
the females oonsumed more than the males andat 42 days, the males presented greater
CR andCA The treatments differ among them at 14 and21 days of age (P<0,05) for
CR, being that the treatments with ascitec provided the highest consumption and the
treatment with selenium the least the rations diflered among them (P<0,05) at 14andat
42 days, beingthat the contamined ration increased CR at 14days, PV andGP at 42
days. lhe enzyme actívities of GST, GSH-Px and GSHR ranged according to theages
(P<0,05), being that for GST at 14 and 35 and for GSH-Px at 35 and 42 days, the
greatest actívities and at7 and 21 days thelowest ones. For GSHR, thehighest actívities
wemexpressedat21and35daysandthelowestat7and42days. The treatments at the
different ages also different among them (PO,05), beingthat thecontrol treatment atl4
days wasthe one whichprovided the greatest activity for GST and GSH-Px, white for
GSHR, the treatment with selenium at 35 days was the one which provided the greatest
activity. The enzyme activity of GSTdidnotdiffer among the normal and ascitíc birds,
nevertheless, theactivity of GSH-Px and GSHR differed, being the activity of GSH-Px
higler inthe normal birds at35 and 42 days, and the activity ofGSHR greater at35 days,
also for the normal birds.

Guidance: Dr. Custódio Donizete dos Santos - UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUÇÃOGERAL

O Brasil produz emtorno de 5 milhões de toneladas de carne de frango e

13 milhões de ovos (750 mil toneladas) por ano. Isto movimenta uma soma de

aproximadamente 10.2bilhões de dólares por ano, considerando-se um consumo

de 12 bilhões de toneladas de rações, com custo aproximado de 1 bilhão e meio

de dólares por ano.

Estes dados numéricos credenciam o Brasil como terceiro produtor

mundial de frangos, perdendo apenas para os Estados Unidos e China. Isto se

deve em parte aos avanços tecnológicos nas áreas de nutrição, melhoramento

genético, sanidade e manejo. Com isso, é possível obter uma ave com alto

desempenhoprodutivo, crescimentorápido, melhorpeso e eficiênciaalimentar.

Porém, esses benefícios requerem um alto custo metabólico do

organismo da ave, o que acaba predispondo estes animais ao surgimento de

alterações metabólicas.

A síndrome ascítica (S.A), uma destas alterações, causa crescentes

prejuízoseconômicos para este setor, pois os custos com a mortalidadecausadas

pela referida síndrome são cada vez maiores em todo o mundo.

A partir de 1970, principalmente nos países da América Latina com

altitude elevada, o problema da S.A. começoua tomar característicasalarmantes

devidoaos prejuízos econômicos, pelo elevado índice de mortalidade e descarte

nos abatedouros (Back, 1991). A S.A. no Brasil começou a ser constatada

inicialmente de forma discreta, a partir da década de 80 (Amorim Filho, 1989;

Back,1991), sendo que em 1983 foi criado um item específicopara a S.A. no

quadro de condenações da Inspeção Federal (AmorimFilho, 1989).

As perdas econômicas causadas pela S.A. em relação ao total de

condenações de carcaçaspassou de 10.4%em 1987para 27.4% em 1990 (Back,



1991), sendo hoje uma das principais, senão a principal causa de condenação de

carcaçasde frangos em todo o país.

A maioria das causas da S.A. pode ser atribuída a lesões hepáticas,

cardíacas e pulmonares. Segundo Widemam (1999), o rápido crescimento das

aves, aliado a baixas temperaturas ambiente e quaisquer condições que

aumentam as necessidadesde oxigênio pelas aves, são disparadores primáriosde

S.A. em frangos de corte sob a maiorpartedas condiçõesde criaçãocomercial.

A dieta dos frangos de corteno panorama atual das criaçõescomerciais

é constituída basicamente de milho e farelo de soja. Segundo a F.A.O, 25%

destes grãos no mundo estão contaminados com micotoxinas. A presença das

micotoxinas na alimentação das aves leva a uma aceleração do quadroclinico da

S.A., uma vez que as mesmas interferem no metabolismo das aves.

Bertechini (1998) relata que a S.A. no Brasil tem causado prejuízos

anuais da ordem de 30 milhões de reais.

Por ser a S.A. uma alteração metabólica, influenciadapor vários fatores,

faz-se necessário o desenvolvimento de trabalhos voltados para o estudo

bioquímico correlacionados com estas alterações no organismo da ave, com o

intuito de esclarecer os locais ou vias em que tais alterações ocorrem, visando,

desta fôrma, buscaruma soluçãona bioquímica para se tentar reduzir as perdas

causadas pela S.A.

Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi investigara ação dos

sistemas enzimáticos e antioxidativos (glutationa peroxidase, glutationa redutase

e glutationa s-transferase), envolvidos nos processos de eliminação de peróxidos

lipídicos e de hidrogênio e no metabolismo de xenobióticos, sobre o

desempenho e a incidência de síndrome ascítica em frangos de corte, a partir de

rações com diferentes fontes e níveis de selênio e rações contendo farelo de

amendoim com altos teores de aflatoxinas.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Síndrome Ascítica

E inquestionável o avanço tecnológico, tanto da nutrição quanto da

genética, nas últimas décadas. Isso permitiu a obtenção de linhagens modernas

de frangos de corte muito precoces, mas este beneficio teve deser compensado

por um alto custo metabólico, que tem refletido em novos problemas que vêm

causando índices elevados de mortalidade nos lotes de frangos de corte. Dentre

esses problemas, destaca-se a síndrome ascítica (Lopez Coelho et aL, 1991), que

temcomo característica principal o acúmulo de líquido na cavidade abdominal.

São muitas as causas que podem induzir o acúmulo de liquido na

cavidade abdominal da ave, favorecendo a uma confusão de terminologias:

toxemia alimentar (Sanger et ai, 1958), miocardites (Hall e Machicao,1968),

doenças doedema depirrtinhos, endotileoses, doença do hidropericárdio, edema,

hepatite toxohepática, "barriga d'água", problema "X" (Friedman et aL, 1959;

Maxwell, Robertson e Spence, 1986), ascite, edema aviar, falha congestiva

cardíaca, doença tóxica docoração, lipídeos tóxicos (Agudelo, 1983), doença de

altitude (Huchzermeyer e De Ruyck,1986), síndrome de hipertensão pulmonar e
síndrome cardíaca (Wilson, Julian e Barker, 1988).

Para evitar confusões devido à diversidade de terminologias, faz-se

necessário demarcar o histórico da ascite antes e depois de 1970, isto porque,

antes de 1970, eram várias as causas que induziam o acúmulo de líquido na

cavidade abdominal, porém eram mínimos os prejuízos causados. Mas a partir

de 1970, a etiologia foi totalmente modificada, entretanto, sem alteração de

nome. Assim, o termo ascite continuou sendo utilizado por muitos

pesquisadores, mas, prudentemente, Teuscher, Lopez e Alvarez (1971), foram os

primeiros a utilizarem um nome mais apropriado para o recente surto ascítico

sem causa definida,ou seja, "SíndromeAscítica".



Portanto, síndrome ascítica abrange todas as características do distúrbio,

envolvendo um conjunto de manifestações patológicas do organismo que não

necessariamente caracterizam uma enfermidade (Hernandez, 1989).

Maxwell e Robertson (1997) relatam que as perdas de aves com

mortalidade por síndrome ascítica, ganharam maior importância a partir da

década de 80, com aparecimento nas regiões de médias e baixas altitudes devido

a um melhor desempenho quanto ao crescimento e conversão alimentar das aves

em função do ganhogenético obtidoneste período.

2.1.1 Processo Desencadeador da Síndrome Ascítica, Sinais Clínicos e
Órgãos Afetados

A S.A. nos últimos anos, tem sido causa comum de mortalidade de

frangos de corte criados em grandes altitudes, pois a reduzida pressão parcial de

oxigênio na atmosfera provoca hipóxia tecidual e aumento do débito cardíaco.

No entanto, a incidência de S.A. tem sido aumentada consideravelmente em

regiões de baixa altitudes, sendo esta mortalidade cada vez mais expressiva,

levando ainda à condenação das carcaças das aves sobreviventes nos

abatedouros.

A causa mais freqüente do desencadeamento de S.A. é a hipertensão

pulmonar, que representa o aumento da resistência ao fluxo sangüíneo nas aves

acometidas (Julian, 1990; Juliane Wilson, 1992).

2.1.1.1 Hipertensão Pulmonar

No sistema circulatório normal da ave, ocorre o bombeamento de sangue

venoso pelo lado direito do coração (ventrículo direito) para os pulmões, a fim

de queo mesmoseja oxigenado, e este,após voltar aocoração (atrio e ventrículo

esquerdo), é lançado aoorganismo para atender asnecessidades do metabolismo

oxidativo. Na S.A, em função do rápido desenvolvimento do frango de corte,

ocorre uma maior demanda de 02 pelo organismo, devendo o sangue ser



bombeado com maior rapidez. Desta forma, o débito cardíaco é aumentado.

Contudo, a quantidade de sangue quecircula nospulmões é limitada e, com isso,

o coração exerce maior pressão sobre o sistema pulmonar, na tentativa de

aumentar o fluxo e, consequentemente, aumentar a oxigenação do sangue. Isto

acarreta um aumento de pressão sobre a circulação pulmonar (artéria pulmonar e

pulmões), desenvolvendo hipertensão arterial pulmonar. Quando a hipertensão

arterial ocorre, uma série de mecanismos hemodinâmicos são desencadeados em

forma decascata, na seguinte ordem: aumento da pressão no pulmão e daartéria

pulmonar, aumento da pressão no lado direito do coração (ventrículo direito),

com conseqüente espessamento da musculatura ventricular direita. Isto leva à

insuficiência valvular, o que acarreta um refluxo de sangue do coração para o

organismo (veias cavas). Este refluxo junto, com o aumento da pressão, são

fatores que vão impedir o retomo do sangue venoso ao coração, causando

insuficiência cardíaca e ascite. A predisposição à S.A. no frango de corte é ainda

maior devido ao pulmão ser rígido e fixo na cavidade torácica, dificultando a

acomodação de grandes quantidades de sangue devidoà pequena capacidade de

expansãodos capilares.Todosos mecanismos que estão associados ao transporte

de oxigênio paraos tecidos, e as conseqüentestrocas gasosasnos pulmões, estão

envolvidos no mecanismo de desencadeamento da S.A.. O desenvolvimento de

S.A é acompanhado de aumento da viscosidade sangüínea, aumento do

hematócrito, elevação do número de eritrócitos, aumento da concentração de

hemoglobina e hipertrofia ventricular e atrial direita (Macari, Furlan e Gonzales,

1994).

As aves acometidas pela referida síndrome apresentam: dilatação da

porção abdominal, penas arrepiadas e opacas, peso variado de acordo com a

idade na qual são acometidas. Na necropsia, dentre as várias lesões

macroscópicas observadas, evidencia-se: ascite, hidropericardio, congestão



venosa, dilatação cardíaca e miocardrtes, além de congestão e degeneração do

fígado e dos rins (Lopez Coelho et ai., 1991 e Morris,1992).

O liquido ascítico contido na cavidade abdominal, e também no

pericárdio, caracteriza-se por um exsudado branco-amarelo, dependendo da

concentração de pigmentos presentes no alimento (Hemandez, 1989), de

composição química semelhante à do plasma ou soro sangüíneo, e ao se

coagular,toma o aspecto de uma massa gelatinosa (Hulan et aL, 1984;Velasco e

MartJnez, 1985 e Stuart 1991).

A identificação da síndrome ascítica, em frangos de corte em estado

avançado,pode ser reconhecida naquelas aves que apresentam penas arrepiadas,

apatia, cianose na cabeça e patas, edema de abdômen, caminhar lento com as

patasabertas,com um tipo de marchaque recorda o andardo pato e dispnéia que

se acentua com a movimentação forçada das aves (Buys e Bames, 1981 e Stuart,

1991).

Dentre os órgãos mais afetados pela síndrome ascítica estão os pulmões,

o fígado e o coração, sendo que nos estágios terminais da síndrome, o fígado

apresenta-se como a principal fonte de extravasamento de líquido que se

acumula na cavidade abdominal da ave (Lamas da Silva, 1991).

A relação existente entre o coração e os pulmões e a síndrome ascítica,

segundo Wideman jr. e Robert (1989) e Lopez Coelho et aL, (1991), está

relacionada, entre outros fatores, com a farta de oxigênio ou com uma maior

demanda metabólica.

2.1.2 Fatores que Predispõem as Aves à Incidência de Síndrome Ascítica.
As alterações fisiológicas na síndrome ascítica podem ser provocadas

pormuitos fatores, todos afetando direta ou indiretamente o coração, pulmãoe

fígado.

Este fato se agravapela constatação feita por Mckay (1989), que relatou

que muitos órgãos essencialmente importantes, como o coração e os pulmões, se



desenvolvem em função da idade, em lugar de estarem correlacionados com o

desenvolvimento corporal do animal, portanto, qualquer fator que favoreça uma
hipóxia predispõe a ave à síndrome ascítica.

Além disso, a baixa estatura do frango de corte moderno, o músculo

peitoral largo e pesado, a pressão do conteúdo abdominal nos sacos aéreos e o

pequeno volume do pulmão, comparado com o peso coiporal, contribui para

limitar o espaço para o sangue fluir através dos pulmões das aves (Julian, 1993).

Vários outros fatores influenciam a síndrome ascítica, dentre os quais

podemos citar, agentes tóxicos (micotoxinas, excesso de cloreto de sódio,

furazolidona); infecciosos (aspergilose, broncopneumonias); mecânicos (frio,

excesso de gás carbônico, grandes altitudes); genéticos (rápido crescimento) e

nutricionais (densidade energética e forma física do alimento), (Julian, 1987;
Lopez-Coelho, Arcee Ávila, 1990).

A S.A. pode ocorrer na fase inicial da criação, porém a mortalidade

aumenta substancialmente a partir da quarta semana de idade, atingindo o

máximo entre aquinta easexta semana. Os machos são mais susceptíveis que as
fêmeas em virtude do rápido crescimento (Wideman, 1989 e Lopez-Coelho,
Arce e Ávila, 1990).

Aves que consomem ração granulada têm freqüentemente apresentado
maior incidência de ascite do que as que consomem a mesma ração na forma
fàrelada (Arce et aL, 1990).

Baixa temperatura e umidade relativa contribuem para o aumento da

incidência de ascite em frangos. Estes fatores levam a um incremento da taxa

metabólica da ave, ocasionando aumento do requerimento de oxigênio (Lopez-
Coelho eWidemam, 1986).

Altos níveis de sódio levam a um acúmulo excessivo de água e podem

causar um aumento das células vermelhas do sangue, e estas células grandes

apresentam dificuldade de passar pelos pequenos capilares pulmonares. Além



disso, o sódiocausa umamaior retenção de água no sangue, aumentando a força

de contração no coração, o que faz com que ocorra uma maior dilatação,

hipertrofia e falha do coração, predispondo à ocorrência de síndrome ascítica

(Steven Leeson, 1994).

Julian, Mcmillan e Quiato (1989) avaliaram a ocorrência de SA. em

frangos com relação à linhagem, valor energético da ração e temperatura

ambiente e detectou uma maior incidência da síndrome ascítica na linhagem

com maior potencial para rápido crescimento, bem como naquelas alimentadas

com ração contendo maior teor energético e mantida* sob condições de baixa

temperatura.

Manejo inadequado de cortinas (mudanças bruscas na temperatura e

ventilação deficiente), alta densidade populacional, manejo inadequado de

bebedouros e comedouros (aumento de umidade e amôniana cama) e quaisquer

outras condições de estresse para as aves, favorecem o surgimento da S.A.

(Coelho, Menocal e Gonzales, 1993).

Dentre as causas de síndrome ascítica por origem tóxica, podemos

destacaras micotoxinas presentes largamente em grãos e rações e, dentre estas,

as aflatoxinas apresentam a maior contribuição.

2.13 Fatores Preventivos à Incidência de Síndrome Ascítica

Visando minimizar este problema, muitos pesquisadores têm proposto

várias maneiras e medidas paradiminuir a demanda metabólica dos frangos de

corte, visando uma diminuição na exigência do elemento mais precioso

atualmente para estas aves, o "oxigênio" (Stewart et aL, 1980; Stewart e Muir,

1982). Dentre estes, são propostos a restrição de alimento (Oporta e Rubio,

1989; Menocal, 1991; Sholosberg et aL, 1991); a diminuição do valor energético

da ração (Dale e VUlacres, 1988); o não estimulo excessivo de crescimento

corporal nas duas primeiras semanas de vida; redução do excesso de proteína



utilizando-se matéria prima de qualidade e, especialmente, aminoácidos

sintéticos; manter mínimo o nível desódio na dieta; a não utilização de matéria

prima contaminada com micotoxinas; usar somente pintinhos de boa qualidade;
manter a temperatura interna do galpão nas três primeiras semanas de vida, o

mais uniforme possível; evitar o excesso de poeira no galpão, mantendo uma

ventilação adequada; usar aquecedores (campânulas) de qualidade, visando a

redução da produção de monóxido de carbono (Wideman JR, 1989; Mendez,
Paasch e Ramirez, 1990 e Lamas daSilva, 1991).

Apesar detodas essas medidas serem adotadas por muitos criadores, a

síndrome ascítica continua persistindo e sua incidência não tem sido atenuada

pelos programas preventivos adotados, aparecendo em qualquer época do ano e

em qualquertipodeinstalação, além de estar prevalecendo hámais devinte anos

(Teuscher, Lopez e Alvarez, 1971 e Lopez-Coelho et aL, 1991). Amaioria das

recomendações não representam uma medida efetiva no controle da síndrome

ascítica, servindo apenas como umpaliativo.

22 Aflatoxinas como Fonte de Origem Tóxica Desencadeadora de Síndrome
Ascítica em Frangos de Corte

As micotoxinas compreendem um conjunto de substâncias

quimicamente complexas e pouco correlacionadas entre si, sintetizadas como

metábolitos secundários produzidos no final da fase exponencial ou no princípio
da fase estacionaria do crescimento por certos fungos (Burilermam, Schroeder e
Young e Park, 1984).

2.2.1 Aflatoxinas (AFTs)

A descoberta das aflatoxinas, substâncias hepatotóxicas, no início da

década de60, conduziu um grande número depesquisadores em todo o mundo a



estudarem o papel desempenhado pelas micotoxinas causadoras de doenças no

homem e nos animais. Muitas delas são hoje reconhecidas como importantes,

para a economia agropecuária, por causarem perdas consideráveis na produção.

Do mesmo modo, deve ser considerada a atividade tóxica que essas mesmas

substâncias podem ter sobre o organismo do homem, seja através de sua

ingestão, juntamente com alimentos contaminados, seja através de produtos

originados de animais alimentados com ração contaminada. As aflatoxmas têm

uma larga distribuição entre os produtos agrícolas, representando, por isso, um

sério risco à saúde humana e animal. Dependendo de sua concentração na ração,

as aflatoxinas podem produzir, nos animais domésticos, efeito agudos, com

apresentação de sintomatologiaclínica e ou alterações patológicascaracterísticas

e efeito sub-agudos, cuja identificação é mais difícil porque não há um quadro

sintomatológico típico. Entretanto, os efeitos mais freqüentemente observados

nas intoxicações por aflatoxinas são a diminuição da velocidade de crescimento

e da eficiência alimentar, causados pela redução do metabolismo protéico e da

absorçãode gorduras. Essa influência negativa sobre a produção animal deve-se

à interferência exercida pelas aflatoxinas sobre diversos sistemas enzimáticos

(amilase pancreática, tripsina, lipase, RNAse, DNAse), interferindo na digestão

de amidos, proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos. Os sais biliares que atuam

como redutores de tensão superficial, possibilitando a atividade das lipases no

intestino, têm sua produção reduzida pela açãodas aflatoxinas. Verifica-se, por

isso, uma importante redução na absorção de gorduras e, em conseqüência disso,

há redução no processo de absorção de vitaminas üpossolúveis, ocorrendo

reduçãona função de detoxificação de toxinas e drogas, exercida pelo fígado, e

há uma considerável reduçãona produçãode proteínas plasmáticas, o que influi

sobre a produção de imunoglóbulinas, sobre o mecanismo de coagulação

sangüínea e sobre a síntesede importantes sistemas enzimáticos que, aliado ao
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aumento da fragilidade capilar, resulta em hemorragias generalizadas. (Hygino

da Cruz, 1996).

Baseados em mais de 2500 análises de micotoxinas realizadas no

laboratório da Universidade Federal de Santa Maria, no período de 1987 a 1994,

foi possível afirmar que cerca de 25% do milho produzido no Brasil está

contaminadopor aflatoxinase que deste montante, em tomo de 15% apresentam

níveis superiores a 20 partes por bilhão, segundo Santurio (1996).

2.2.1.1 Efeitos Sobre Aves

A F.A.O estima que 25% dos grãos do mundo estão contaminados por

micotoxinas. Estima-se que no sul do Brasil concentra-se a maior parte dos

grãos com aflatoxinas. Como o sul produz cerca de 60% do milho do país, têm-

se aproximadamente 7 milhões de toneladas de grãos com aflatoxina, e desse

total, 15% apresentam níveis de contaminação acima de 20 ppb, representando

emtomo de 30% da produçãonacional. Isso Figura a soma de 1 milhão e 50 mil

toneladas de milho com mais de 20 ppb de aflatoxina. O efeito disso é enorme,

principalmente sobre o desempenho de suínos e aves. Normalmente não se

observa mortalidade acentuada de aves por aflatoxinas, mas elas recebem as

conseqüências das aflatoxinas sobre a produção de carne e ovos (Santurio,

1996).

Nichols (1989) calculou em cerca de 100 milhões de dólares os

prejuízos provocados poraflatoxinas, nos Estados Unidos, no começo da década

de setenta.

Infelizmente não existem dados seguros sobre os prejuízos por

aflatoxinas em frangos e poedeiras na América Latina, mas, com certeza são

bastante elevados.

Com relação aos níveis danosos de aflatoxinas para aves, pequenas

quantidades, para frangos alojados em galpões comerciais, cerca de 14 ppb,
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provocam perdas substanciais no desempenho. Experimentalmente, se trabalha

com níveis de aflatoxina centenas de vezes maior, já que numa investigação

experimental, utiliza-se um menor número de aves, o que diminui os teores de

amônia no ar e a disputa por espaço e por alimento. (Jones, Hagler e Hamilton,

1982 e Doerr et aL, 1983).

Animais em boxes experimentais, em condições de "estresse",

apresentam diferenças significativas em termos de peso, a partir de 75 ppb de

aflatoxina, e aves sob as mesmas condições, mas sem o fator "estresse", somente

a partir de 2700 ppb de aflatoxinaé que se notam estas diferenças. Isso significa

que as aflatoxinas e outras micotoxinas, para causar problemas nos animais,

estãona dependênciado nível de toxina e da qualidade de vida do animal(níveis

alimentares e de estresse). Quanto maior o "estresse", menor a quantidade de

micotoxina necessáriaparacausarproblemas orgânicos(Doerret aL, 1983).

2.2.1.2 Outras Considerações Sobre Aflatoxinas

2.2.1.2.1 Desenvolvimento Fúngico e Produção de Aflatoxinas em Grãos e
Rações

Prado et aL, (1991), analisando amendoim no estado de São Paulo,

verificaram que o armazenamento a 75% de umidade relativa não afetou a

contagem de fungos e leveduras até os 30 dias. No entanto, em umidade

relativas acima de 90%, houve um aumento significativo no crescimento

fúngico, além de uma maior produção de aflatoxinas.

Baldissera et aL, (1992) analisaram um total de 342 amostras de grãos

(milho, sorgo, trigo) e rações balanceadas, utilizados na alimentação animal, no

período de 1987 a 1990, com o intuito de verificar a presença de aflatoxinas.

Eles verificaram que das amostras de rações analisadas, 30.7% estavam

contaminadas, representando 14.62% dototal das amostras entre grãos e rações

analisaria?

Oliveira et aL, (1997) estudandoa presença de aflatoxinas em alimentos

(rações) para frangos de corte no estado do Goiás (Brasil), verificaram que
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apenas 1 amostra em 60 colhidas apresentou contaminação, o que eqüivale a
1,66% das amostras totais.

El-gazzar e Marth (1988) avaliaram o papel do peróxido de hidrogênio

para prevenir o crescimento e produção de AFT porAspergiüus parasiticus e

encontraram que concentrações de peróxido entre 0.3-0.5% estimularam a

produção de AFT BI/ Gl durante 10 dias, à medida que aumentaram as

concentrações além de 0.3-0.5%, observou-se uma inibição total do crescimento

do fungo e produção de AFT.

Em experimentos realizados por Mabee e Chipley (1973) sobre a

distribuição tissular da AFTB1 com C14 em frangos de corte, verificou-se que
asaves retiveram a décima parte da dose administrada, sendo suas porcentagens

as seguintes: sangue 11%, fígado 9.8%, coração 4.3%, moela 12.5% músculos

peitorais 31.7% e coxas 30.6% sendo a acumulação de gordura no fígado um

dos principais sintomas da contaminação por aflatoxinas. A observação apenas

deste órgão pode indicar erroneamente a ausência da contaminação por
aflatoxinas, pois quando estas se associam com outras toxinas, outros órgãos de
importância são afetados.

2.2.1.2.2 Estabilidade e Degradação das Aflatoxinas

O calor pode ser utilizado para inativar aflatoxinas, mas seriam

necessárias temperaturas elevadas (268-269°C) para alcançar sua destruição, e

assim eliminarsua toxicidade. A prática de tostar o amendoim reduz a atividade

da aflatoxina BI em 70% e da B2 em aproximadamente 45%. Apesar disso, o
uso do calor geralmente não é satisfatório para minimizar ou eliminar a

toxicidade das aflatoxinas. Agentes oxidantes são efetivos em reduzir a

toxicidade das aflatoxinas. O hipoclorito de sódio, bem como a exposição a
substâncias alcalinas (pH > 8.0), e além disso, o uso de sulfito e bissulfito,

também reduzem a atividade tóxica das aflatoxinas. A exposição prolongada de
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grãos a temperatura de 28°C faz com que o fungo metabolize a aflatoxina BI em

B2, sendo esta de toxicidade mínima.

Existem trabalhos que demostram que as micotoxinas podem ser

combinadas com adsorventes tais como vermiculita, bentonita, aluminosilicatos

etc..., para uma posterior redução dos seus níveis e (Hufif, 1992; Andrade e

Rosiles, 1992).

Os métodos mais recentes de detoxificação de micotoxinas têm sido a

adição de adsorventes não nutritivos, que seqüestram as toxinas e reduzem sua

absorção gastrointestinal, reduzindo seus efeitos tóxicos, e entre estes

destacamos bentonita, zeolita e aluminosilicato de sódio e cálcio hidratado

(KubenaetaL, 1998).

Santurio et aL, (1999) avaliaram os efeitos da bentonita sódica como

adsorvente na redução dos efeitos tóxicos causados pelas aflatoxinas e

verificaram que todas as aves tratadas com aflatoxinas e sem bentonita foram

afetadas, porém, o tratamento com aflatoxinas e com bentonita melhorou o

ganho de peso das aves em 31.3%aos42 dias e aumentou o consumo de ração

em 23.8%, melhorando ainda a eficiência produtiva em 40.1%. O peso de órgãos

como coração, fígado e pâncreas não foi afetado.

Doyle e Marth (1978) demonstraram que o bissulfito, os ácidos fortes,

porcatalisarem a adição deágua à AFTBl, produzindo um mdroxilato análogo à

AFTB2,além do processo de amoniação utilizando amônio gasoso e hidrogênio

de amônio, reduzem os níveis de AFTs.

Acredita-se que a glutationa, um tripeptídeo contendo enxofre, liga-se

ao epóxido ativo da molécula de aflatoxina presente no fígado, tornando-a

atóxica e passível de ser eliminada pela urina. Possivelmente, por provocar um

aumento na concentração de glutationa, uma dieta rica em aminoácidos

sulfurados pode inibir os efeitos das aflatoxinas, possibilitando um crescimento

próximo àquele observado em animais atóxicos. Por causa disso, uma dieta

14



enriquecida por proteína poderá compensar os efeitos das aflatoxinas pelo

aumento da concentração deprecursores deglutationa (Hygino da Cruz, 1996).

Judah etaL, (1994) relatam haver correlações inversas na conjugação de

aflatoxinas com glutationa, de acordo com a classe de glutationa s^transferase

envolvida na conjugação do composto.

Muitas evidências mostram que a velocidade de conjugação da

glutationa com aflatoxinas exo e endo-epóxido-GSH é um importante fator na

determinação da toxicidade das aflatoxinas e que a indução da atividade da

enzima glutationa s-4ransferase pode ter um efeito protetor significante na

redução dos efeitos das aflatoxinas (Raney et aL, 1992).

22.12*2 Efeitos Toxicológícos e Deposição de Aflatoxinas nos Tecidos Após
Contaminação da Dieta

Chen et aL, (1984) observaram que uma pequena fração das aflatoxinas

presentes na ração consumida era depositada nostecidos de frangos de corte. Os

níveis de deposição variaram de 0.09 a 2,60 ug/Kg por dia, com maiores níveis

encontrados na moela e depois no fígado, após uma ingestão de dieta

contaminada com 2057 ug/Kg para a aflatoxina BI e 1323 ug/Kg para a

aflatoxina B2, durante 5 semanas. Estes pesquisadores ainda observaram que os
resíduos de aflatoxinas eram rapidamente eliminados após a retirada da dieta
contaminada.

Micco et aL, (1988)ao estudarem resíduosde AFTBl e seus metabólitos

em frangos de corte e poedeiras, verificaram que os animais alimentados com

pequenas doses, por longos períodos, passaram normalmente pela inspeção de

carnes; entretanto, pequenas quantidades estavam presentes em vários tecidos

comestíveis.

Segundo Mule, Bottalico e Solfrizzo (1988), após a ingestão de AFTBl

ocorrem mudanças no núcleo dos hepatócitos, congestão centrolobular,

hemorragia e necrose, emum período de9 a 12 horas. Clinicamente, os animais
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se tomam inapetentes e deprimidos. Observa-se, inicialmente aumento de

tenmeratura, seguido de quadro de hipotermia, icterícia e fezes sanguinolentas;

coagulopatias e permeabilidade capilar aumentada, que são responsáveis por

hemorragias de serosa, mucosa, fígado e rins, além de pulmões e glândula supra

renal. Esta toxina inibe a sínteseprotéica, com efeito negativo evidente sobre o

animal jovem, e interfere com o sistema imunitário reduzindo a resistência à

infecção. A AFTBl inibe a síntese de DNA e interfere na síntese de RNA, e

pode ainda inibir a mitose e produzir alterações nos cromossomos, tendo assim

efeitos mutagênicos.

A morte ocorre em 24-36 horasapós a ingestão de 2mg de AFTBl/Kg

de peso corporal, segundoPíeret aL, (1981).

As micotoxinas sãoconhecidas pela capacidade de manterem, por longo

tempo, sua atividade biológica. Não existe atualmente nenhum tratamento físico

ou químico que possa reduzir os níveis de aflatoxinas que, além disso, causam

alterações indesejáveis nos alimentos, tais como perda de substâncias nutritivas

e mudanças no aroma e sabor(Schmidth e Esser, 1985).

Ramos (1996) verificou que a adição de aflatoxinas em cordeiros

causou efeito sobre os coristirnintes minerais do sangue, causando uma redução

de Zn no plasma e redução dos níveis de Ca, P, Mg e K, sendo que apenas a

concentração de Cu aumentou e os níveis de sódio permaneceram inalterados.

Estes resultados o levaram a concluir que durante a aflatoxicose, ocorrem

alterações severas no metabolismo mineral ounaabsorção de minerais, e queas

lesões hepáticas e renais provocadas pela presença das aflatoxinas podem causar

uma redução da eficiência alimentar nos animais.

23 Sistemas Enzimáticos de Proteção Celular: Antioxidativos e Envolvidos
na Detoxificação de Xenobióticos (Aflatoxinas)

23.1 AçãoEnzimáticano Metabolismo de Xenobióticos
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Xenobióticos são compostos estranhos ao organismo, e as principais

classes de xenobióticos de relevância são as drogas, carcinogênicos químicos e

vários compostos aos quais somos expostos, como as aflatoxinas. A maioria

desses compostos está sujeito a serem metabolizados em nosso organismo,

principalmente no fígado. O metabolismo de xenobióticos é dividido em duas

fases, naprimeira fase ocorre uma hidroxilação, queé catalisada pela citocromo

P450; na segunda fase, os compostos hidroxilados ou outros produzidos na

primeira fase, são convertidos por enzimas específicas em vários metabólitos

mais polares, através de conjugações (ácido ghcurônico, sulfato, acetato,

glutationa, etc...), bemcomo pormetilaçâo. O processo geral do metabolismo de

xenobióticos consiste em aumentar suas solubilidades e, desta forma, racilitar

suas excreções do organismo, através da urina ou bile. As enzimas quecatalisam

estas reações sãodenominadas Glutationa S-transferases (GST), queencontram-

se presentes em grandes quantidades no citossol hepático e em menores

quantidades, em outros tecidos. Se os xenobióticos potencialmente tóxicos não

fossem conjugados com a GSH, estariam livres para se combinarem

covalentemente com DNA, RNA ou proteínas celulares, podendo, portanto,

resultar emsérias lesões celulares, como mostrado na Figura 1(Harper, 1994).
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FIGURA 1 Esquema simplificado demonstrando como o metabolismo de um
xenobiótico pode resultar em injúria celular, alteração imunológica ou câncer (Harpcr,
1994).

O transporte vetorial de xenobióticos através dos hepatócitos é mediado

por várias proteínas transportadoras, que diferem na especificidade do ligante e

na função. Na célula, os xenobióticos podem ser seqüestrados por proteínas de

transferência intracelular, facilitando a localização destes, e encaminhando-os

para os sítios de metabolismo ou para eliminação direta. Destas proteínas de

transferência, a classe de maior importância é a da glutationa s-transferase. Elas

catalisam as reações de eliminação dos xenobióticos por promoverem a

conjugação destes com a glutationa (Leblanc, 1994).

As fases I e II do metabolismo de xenobióticos estão diretamente

correlacionadas com a atividade biológica das aflatoxinas. A enzima citocromo

P450 tem um papel central na biotransformação das aflatoxinas para a forma

epóxido bioativa, formando produtos intermediários, que são conjugados com a
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glutationa pela glutationa s-transferase, tomando, desta forma, as aflatoxinas

passíveis de serem eliminadas ou atóxicas ao organismo (Guerre, Galtier e

Burgat, 1996).

Segundo Mclean e Dutton (1995), as aflatoxinas constituem um grupo

fechado de micotoxinas e são largamente distribuídas na natureza. A de maior

importância no grupo, é a aflatoxina B-l, pelas suas características tóxicas, a

qual tem um anel biologicamente mais ativo, o que lhe confere uma toxicidade

aguda, teratpgenicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade. Para se reduzir a

toxicidade das aflatoxinas, é necessário que elas sejam convertidas nas formas

reativas, de epóxido, e sofram ação de sistemas enzimáticos pelas mano-

oxidases (citocromo P4S0) nos tecidos, em particular no fígado. A enzima

citocromo P450 pode catalisar adicionalmente uma hidroxilação e demetilação

de moléculas semelhantes, resultando em produtos menos tóxicos, pela

conjugação destes com a glutationa.

Resultados obtidospor Saxena et aL, (1991), demonstram realmente que

no metabolismo das aflatoxinas ocorre primeiramente uma epoxidação da

aflatoxina, e subseqüentemente, suaconjugação coma glutationa, catalisada pela

GST.

232 Papel da Glutationa S-Transferase (GST) no Metabolismo de
Xenobióticos

Glutationa S-transferases (EC 2.5.1.18) são um grupo de enzima»?

(isoenzimas) que catalisam a conjugação de vários eletrófilos com a glutationa

(Jakoby,1978; Judah, 1994; Leblanc, 1994; Ketterer, 1996; Schiütz, Dutra e

Tew, 1997). A função principal da enzima GST está na detoxificação de

intermediários reativos no metabolismo de xenobióticos, através da conjugação

destes com a glutationa (Leblanc, 1994; Ketterer, 1996; Schurtz, Dutra e Tew,

1997; Gonzalez, 1998; Sheweita, 1998; Salinas, 1999) e compostos endógenos

paraa célula (Jakoby, 1978; Raney et aL, 1992 e Sheweita, 1998). Os produtos
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da reação são conjugados solúveis em água que são passíveis de serem

excretados pela urina e bile (Jakoby e Habig, 1980; Mannervik, 1985).

As GSTs são divididas em subclasses, sendo alpha (a), mu (u), Pi (n) e

Theta (6). A classificação foi feita com base na similaridade de seqüência e

reatividade imunológica. GSTs mostram um alto nível de especificidade para

GSH, mas o segundo substrato elétrofílico pode variar significativamente

(Salinas, 1999).

Com objetivo de comparar a forma microssomal com a forma citosólica

da GST, as mesmas foram isoladas e caracterizadas em fígados de ratos e a

forma microssomal mostrou possuir características claramentedistintas das GST

do citossol em relação à seqüência de aminoácidos, subunidades, propriedades e

habilidades de serem ativadas por reagentes tíóis, além da GST presente no

citossolsermais ativaque a microssomal (Depane e Emster, 1979; Morgenstem,

Guthenberg e Depane, 1982, Morgenstem, Depane e JornvalL 1985;

Morgenstem et ai., 1980 e Judah et aL, 1994).

Várias GSTs (AA, A, B,C,D,E) foram purificadas de homogenizados de

fígados de ratos (Fjellstedt et aL, 1973; Habig e Pabst e Jakoby, 1976). Exceto

para GST A e C, as demais são distinguíveis por métodos imunológicos e pela

composição de aminoácidos. Cada GST tem um ponto isoelétrico distinto,

variando de 7.0 a 10.0 (Habig e Pabst e Jakoby, 1974; Jakoby, 1976 e Hales,

1978).

Todasas classes de GSTs estão tambémpresentes de forma significativa

em rins. As propriedades estruturais, imunológicas e funcionais destas classes

diferem-se uma das outras, no entanto, quando elas pertencem a mesma classe,

têm propriedades similares. Algumas isoenzimas de rins não correspondem as

GSTs de outros tecidos e podem ser especificas deste tecido (Shivendra et aL,

1987).
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As GSTs também constituem o grupo de enzimas ativas envolvidas no

passo inicial de síntese do ácido mercaptúrico, catalisando a formação de

tioéteres pela adição de GSH a um largo número de compostos que carregam um

carbono eletrofílico. Muitos compostos com grupos nitro, halogêneos, époxidos

ou ésteres sulfato são reativos. Em estudos preliminares, Keem e Habig (1976)

notaram que reações de nitroglicerina com GSH designada por éster nitrato

redutase e de GSH com tiocinatos orgânicos foram ambas catalisados pela GST.

Todas as preparações homogêneas deGST testadas catalisaram a reação de GSH

com nitratos orgânicos e tiocinatos. A natureza da reação com ésteres nitratos

resultou na formação de GSSG antes do tioéster. A presença de um

monosubstrato tiol adicional reduziu a formação de GSSG (Keen, Habig e
Jakoby, 1976).

Formas isoenzimáticas de GSTs foram descritas em fígado humano

(Awasthi, Dao e Saneio, 1980; Singh et ai., 1985; Soma, Stoch e Sato, 1986),

pulmões (Partridge, Dao e Awasth, 1984), eritrócitos (Awasthi e Singh, 1984),

piacenta (Awasthi e Dao , 1981; Guthenberg e Manervik , 1981), olhos (Singh et

aL, 1985), córneas e retina (Singh etaL, 1985), cérebro (Theodore etai., 1985)

As GSTs estão, também, essencialmente envolvidas na detoxificação de

compostos reativos do metabolismo oxidativo em mamíferos (Hermam,

Mannervik e Danielson, 1987).

O sítio ativo de uma subunidade de GST é subdividido em dois subsítios

(Manervik et aL, 1978), um para a GSH e o outro para o segundo substrato

eletrofílico. Certamente, análogos da GSH também servem como substrato

(Sugimoto et ai., 1985).

A natureza e a estrutura do substrato pode variar de acordo com o

tamanho. Estudos de inibição de uma série de glutationa s-substituídas

indicaram que o sítio para o substrato eletrofílico adjacente GSH ligante é

hidrofóbico (Hermam, Mannervik e Danielson, 1987).
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A atividade da GST pode ser influencida negativamente pela presença

de metais pesados, como mercúrio, cobafto,césio e prata(Sheweita, 1998).

A atividade de GSTs em fígados de ratos apresentou correlação com a

atividade de GSH-Px independente de Selênio, direcionada somente para

hidroperóxidos orgânicos, tal como hidroperóxido cumene (Lawrence e Burk,

1979). Isto implica que a GST tem papel adicionalde proteção contra o estresse

oxidativo (Awasthi, Dao e Saneto, 1980).

2.4 Sistemas Enzimáticos Correlacionados ao Estresse Oxidativo em Aves

Normais e Ascíücas.

A criaçãode aves sob condições que propiciam estresse oxidativo (baixa

ventilação,temperaturasbaixas, níveis altos de energianas rações,alta produção

de amônia (ambiente tóxico), metabolismo intenso, entre outros fatores, com

uma maior ou menor demanda de oxigênio), faz com que as aves desencadeiem

seus processos normais de defesa do organismo, para se contrapor a este

processo, pela compensação de uma necessidade ou excesso de 02. Para se

contrapor à ação da oxidacão, o organismo dispõe de substâncias antioxidantes

(como a vitamina E, selênio, etc) e sistemas enzimáticos e antioxidativos

(catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), glutationa reduzida e oxidada

(GSH e GSSG), glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase (GSHR),

peroxidase (Px), xantina oxidase (XOD), gucose-6-fbsfàto desidrogenase (G-6-

P-D), etc...), de acordo com Vieira (1995), os quais atuam neutralizando os

peróxidos, evitando oxidaçôes indesejáveis nos seres vivos.

2.4.1 Ação Antioxidante

A vitamina E parece constituir a primeira linha de defesa contra a

peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados. Os tocoreróis atuam como

antioxidantes, interrompendo reações em cadeia de radicais livres, devido a suas

capacidades de transferirem um hidrogênio fenólico ao radical livre peroxila de
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umácido graxo poliinsaturado peroxidado. 0 radical livre fenóxi formado pode

reagir com a vitamina C para regenerar o tocoferol. A ação antioxidante do

tocoferol é efetiva em concentrações elevadas de oxigênio e, desta forma, nãoé

surpreendente que tenda a estar concentrado naquelas estruturas lipídicas

expostas à pressões parciais de 02 mais elevadas; porexemplo, nas membranas

do eritrócito, do tratorespiratório e retina.

A glutationa peroxidase (GSH-Px), da qual o selênio (Se) constitui um

componente integral, proporciona uma segunda linha de defesa contra

hidroperóxidos, antes que estes alterem membranas e outros componentes

celulares. Assim, tocoferol e selênio, cada um tem seus mecanismos de ação

contra peróxidos lipídicos. Além disso, o selênio é necessário à função

pancreática normal que, por sua vez é necessária para a digestão e absorção de

lipídeos, incluindo a vitamina E. Por outro lado, a vitarnina E reduz as

necessidades de selênio, prevenindo a perda do mesmo no organismo ou

mantendo-o em uma forma ativa.

Osmecanismos individuais para defesa dostecidos atuantes nas fases da

lipoperoxidação (iniciação e terminação) constituem basicamente de superóxido

dismutase, antioxidantes lipídicos, glutationa peroxidase e selênio, vitamina C,

vitaminas A e P-caroteno, bem como a vitamina E.

2.4.1.1 GlutationaPeroxidase (GSH-PX)

Para se contrapor à ação da oxidação, o organismo dispõe de sistemas

enzimáticos e antioxidativos (Vieira, 1995) que neutralizam os peróxidos,

evitando oxidações indesejáveis nos seres vivos. Entre as enzimas que

participam destes processos, está a glutationa peroxidase, a qual está presente
principalmentenas membranastissulares.
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3 J A glutationa desempenha um papel importante na detoxifícação por
reagir com peróxido orgânico e peróxido de hidrogênio, de acordo com as

seguintes reações.

2 GSH + R-O-OH -> GSSG + H2O + R-OH

2GSH + H202 -> GSSG + 2H20

Para catalisar tal reação, é necessária a presença da enzima glutationa

peroxidase, a qual tem selênio (Se) covalentamente ligado no seu centro ativo.

Assim, o funcionamento da enzima se dá da seguinte maneira: o selenolato (E-

Se) dessa unidade reduz o substrato peróxido a um álcool, e por sua vez é

oxidado a ácido selênico (E-SeOH). A glutationa agora entraem ação formando

um ligação selenossulfèto (E-Se-S-G). Uma segunda glutationa regenera então a

fôrma ativa da enzima ao atacar o selenossulfèto para formar glutationa oxidada

(Stryer, 1992 e Devlin, 1992). A glutationa oxidada é rapidamente reduzida pela

glutationa-redutase. Por sua vez, o NADPH produzido na via das pentoses-

fbsfàto é o responsável por manter a concentração intracelular adequada de

glutationa reduzida (Smith, 1983), da seguinte forma.

GSSG + NADPH + H* -> 2 GSH + NADP+

A via das perrtoses-fbsfàto é ativa no fígado, no tecido adiposo, no

córtex adrenal, na tireóide, no eritrócito, no testículo e na glândula mamaria em

lactação. Todos os tecidos, nos quais a via é ativa, utilizam NADPH nas sínteses

redutivas, como na síntese de ácidos graxos, de esteróides ou de glutationa

reduzida no eritrócito.

2.4.1.1.1 Ação da Via das Pentoses-Fosfato na Proteção Contra o Estresse
Oxidativo

A via das pentoses-fosfato no eritrócito fornece o NADPH necessário à

redução da glutationa oxidada (GSSG) para glutationa reduzida (GSH), reação

esta catalisada pela glutationa redutase (GSHR), uma flavoproteína contendo
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FAD. Por suavez, a GSH remove H202 do eritrócito em uma reação catalisada

pela glutationa peroxidase (GSH-Px).

Estareação é importante uma vez que o acúmulo de H202 pode diminuir

o tempo de vida do eritrócito por aumentar a velocidade de oxidação da

hemoglobina. A seqüênciadas reações pode ser apresentada como mostrado na

Figura 2.

ViadasPenloses
Fosfato

NADPH + K

NADP+

GSSG >, --2H20

Gutatioija yCHutationa
redutase Aperoxidase

2 GSH ^HA

FIGURA 2 Esquema da via das pentoses-fosfato na reação da glutationa peroxidase

dos eritrócitos

O comprometimento da via das pentoses-fbsfàto determina hemólise do

eritrócito. A deficiência de glicose-6-fosfato-desidrogenase compromete a

formação de NADPH, uma vez que a mesma está envolvida no processo de

formação do mesmo. A glutationa peroxidase, com sua açãoantioxidante natural

em muitos tecidos, depende do suprimento de NADPH. A enzima decompõe os

peróxidos inorgânicos, além do H202. Simultaneamente com a vitamina E, a

GSH-Px protege o organismo da lipoperoxidação, a formula da glutationa na

forma reduzida ou oxidada está apresentada na Figura 3.
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FIGURA 3 Estrutura referente as formas da glutationa na forma reduzida (GSH),

e na forma oxidada (GSSG).

2.4.1.1.2 Papel do Selênio na Atividade Enzimática da Glutationa
Peroxidase

O selênio é um micronutriente essencial ao organismo, sua presença em

alimentos varia grandemente por região, dependendo das condições do solo e

das práticas agrícolas iTtfli»«fag O selênio é um cofator integral importanteda

enzima antioxidante Glutationa Peroxidase, e sua atividade em sangue tem sido

utilizada para avaliar a disponibilidade do Se em produtos alimentícios (Wyatt,

etaL, 1996).

O selênio é também um elemento muito tóxico ao organismo e a sua

toxicidade foi primeiramente confirmada em 1933, ocorrida em gado que

consumiu plantas do gênero Astragalus, Xyloorhiza, Oonopis e Stanleya nas

regiões oestedos Estados Unidos. Em 1957, o selênio foi identificado como um

nutriente essencial para ratos de laboratório e logo depois para aves e ovinos.

Essencialmente para espécies de mamíferos, a necessidade deste elementofoi
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foi estabelecida em 1973, com a descoberta de que a enzima GSH-Px, possui o
Se como cofator.

Estatoxicidade se deve ao fato do selênio apresentar atividade catalítica

prooxidante para produzir superóxido, peróxido de hidrogênio e muito

provavelmente outros oxiradicais (Spallholz,1994).| Aação antioxidante do Sé
está associada aometabolismo da glicose, a qual é a principal fonte de produção

de NADPH, sendo este responsável diretamente pela manutenção dosníveis de

GSH, usado como substrato pela enzima GSH-Px. Portanto, qualquer causa que
afete o metabolismo daglicose, compromete a ação do Se.

Esta reação, mostrada na seção anterior, pode também ser apresentada

como mostra a figura 4, na seguinteseqüência de reações:

G-&-P-desidrogcnasc Glutationa Glutationa
redutase peroxidase

Glicose—»- Glicosc-é-PCj.
/• NADP
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FIGURA 4 Mecanismo deaçãoda GSH-Px e GSHR.

Somente quando a glicose é incluída na reação, o consumo de selênio na

dieta tem uma influência marcada na proteção do eritrócito contra hemólise.

Quando a vitamina Eprotege os eritrócitos contra hemólise na presença
ou ausência de glicose, isto tem um pequeno ou nenhum efeito na redução do
dano oxidativo para hemoglobina, no entanto, dietas suplementadas com selênio

mostraram proteger as membranas celulares e seus conteúdos contra dano

oxidativo, diferenciando neste aspecto, a ação do Se da vitamina E (Hoekstra,
1974).



Na presença de H202, a GSH desaparece rapidamente quandoos animais

são suplementados com selênio, o que não ocorre quando não há esta

suplementação (Rotruck, 73). Isto sugere que a reação entre GSH e H202 é

dependente da presença de selênio na dieta, o que se verifica pelo papel do

selêniona enzima que catalisa esta reação, a GSH-Px.

Com o objetivo de verificar se o Se era um componente essencial paraa

GSH-Px, injetou-se 75Se em ratos, e posteriormente a enzima GSH-Px foi

parcialmente purificada de seus eritrócitos. A maior parte dos eritrócitos

contendo 75Se acompanharam a GSH-Px durante a purificação, sugerindo que o

Se é realmente um grupoprostético da GSH-Px(Rotruck, 1973)

Níveis máximos de GSH-Px foram obtidos do fígado de ratos

alimentados com lppm de Se, mas 0.5 e 0.1 ppm de Se produziram elevada

atividade da enzima. Níveis abaixode 0.05 ppm de Se foram inadequados para

maximizar a atividade de GSH-Px (Hoekstra, 1974).

O aumento da atividade de GSH-Px em ratos com dietas de Se mostra

que a enzima é sensitiva a muda"?3* deste elemento no consumo. A

detenninação da atividade da GSH-Px é uma técnica promissora para acessar a

localização do Se e, possivelmente, para medir a disponibilidade de Se

(Levander, 1983).

Segundo Xia et aL, (1992) e Maban (1999), o Se na forma orgânica é

mais efetivamente retido nos tecidosdo queSe na forma inorgânica. No entanto,

adisponibilidade de Se orgânico para atividade de GSH-Px é menor em relação

à fonte inorgânica. Porém, com relação à proteção contra degeneração

pancreátíca em aves, a forma orgânica com selenometionina se mostrou mais
efetiva em aumentar a atividade daGSH-Pxem relação ao selenitode sódio.

Segundo Ali(1995), o requerimento de Separa frangos de corte, listado

'noNRC (1995), de 0.15mg/Kg de dieta, éadequado para otimizar aatividade de

GSH-Px até os 21 dias de idade.
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A disponibilidade de Se na dieta é afetada não somente pela forma

química, mas também por outros fatores da dieta, como: proteína total e

conteúdos de gorduras (Smith e Picciano, 1987).

Cantor et aL, (1995), estudando a influência da suplementação de níveis

de Se(como Na2 Se03) e ocorrência natural em alimentos a base de milho e soja

com altos teores de Se, verificaram que a porcentagem de Se excretada foi

aumentada pela adição de 0.3 mg/Se/Kg de dieta e não foi afetada pelos

ingredientes usados na alimentação. Os mesmos autores, estudando o efeito de

levedura selenizada e selenito de sódio como suplemento de Se na dieta de

frangos de corte até os 42 dias, concluíram que o desempenho dos animais para

GP, CR e CA não foi afetado. Os níveis de Se foram aumentados em todos os

tecidos avaliados. As aves suplementadas com levedura selenizada apresentaram

menores concentrações de Se no fígado e rins e maiores no músculo do peito e

pâncreas, comparado com selenito de sódio.

A atividade da GSH-Px foi investigada em aves suplementadas com

dietas de Sena forma de levedura de Se (Saccharomyces cerevisie), e não houve

diferença significativa na peroxidação de lipídeos, glicose sangüínea e

concentrações de a-tocoferol no plasma entre aves suplementadas ou não. A

atividade de GSH-Px em eritrócitos, plasma e fígado aumentou

significativamente nas aves suplementadas (Arai, 1994).

Wang et aL, (1996) relata que a GSH tem muitas funções vitais

incluindo detoxifícação e proteção de radicais livres, e que um aumento na

proporção de GSSG em relação à GSH tem sido usada como indicador de

estresse oxidativo in vivo. A exposição das aves ao frio causou aumento nos

níveis de GSSG, GSH e na relação GSSG/GSH. Um maior aumento da relação
de GSSG/GSH nestas aves indicou um maior grau de estresse oxidativo.
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2.4.1.13 Papel da GSH-Px e da GSHR na Peroxidaçâo de Lipídeos Usada
Como Fonte de Radicais Livres.

/"\\ Radicais livres são átomos ou moléculas que apresentam um ou mais

^"^ elétrons desemparelhados. A peroxidaçâo lipídica que ocorre quando o

organismo é exposto ao estresse oxidativo, e é responsável não somente pela

deterioração de alimentos, mastambém pordanos aostecidos in vivo. Os efeitos

deletérios ao organismo são causados pelos radicais livres (ROO', RO, OH")

produzidos durante a formação dos peróxidos a partir de ácidos graxos

poliinsaturados encontradosna natureza. A peroxidaçâoé uma reação em cadeia

que fornece um suprimento contínuo de radicais livres, que iniciam uma

peroxidaçâo subsequente. Uma vez que o precursor molecular do processo de

iniciação é, geralmente, o produto hidroperóxido ROOH, a peroxidaçâo de

lipídeos é uma reação em cadeia com efeitos potencialmente devastadores. Para

controlar e reduzir a hpoperoxidação, tanto o homem, em suas atividades,

quantoa natureza,utilizam os antioxidantes e, dentre estes, o sistema enzimático

mais ativo contra os produtos formados na peroxidaçâo lipídica (peróxidos

lipídicos) é o sistema envolvendo a glutationa peroxidase e a glutationa redutase

(Harper, 1994).

2.4.1.2 Glutationa Redutase (GSHR)

A glutationa redutase (EC 1.6.4.2) faz parte de uma ciasse de enzimas e

proteínas com dissulfetos funcionais como parte de seu sítio catalítico. Este

grupo inclui as flavoproteínas, tioredoxina redutase (EC 1.6.4.5), lipoamido

desidrogenase (EC 1.6.4.3), redutase mercúrica e um número de outras enzimas

(e.g. ribonucleotídeo redutase) e proteínas (e.g. tioredoxina, glutaredoxina). A

glutationa redutase tem um papel crucial na manutenção da proporção celular

entreGSUGSSG, sendo esta proporção de 20:1, e usa NADPH como coenzima

por possuir uma flavina como sitio ativo. A Glutationa redutase liga os
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dinucleotideos NADP+ e FAD, na mesma subunidade. Seu mecanismo de

atuação está descrito na seção 2.4.1.1.

2.5 Correlações Entre os Sistemas Enzimáticos Envolvidos no Estresse
Oxidativo e Sobre A Síndrome Ascítica em Aves.

Widemam (1999) relaciona o rápido crescimento e baixas temperaturas

(fatores que afetam o metabolismo oxidativo) como disparadores primários de

S.A. soba maior parte das condições de criação do frango de corte comercial.

Istosugere a temperatura comoum fator primário na incidência da S.A.

Aumentos em qualquer resistência vascular pulmonar devido ao rápido

crescimento das aves ou por fatores que induzam acidose metabólica contribuem

parao aumento de incidênciada S.A (Widemam, 1998).

Enkvetchakul (1993) com o objetivo de avaliar o efeito da S.A. sobreo

ácido ascórbico, tocoferol e glutationa, os quais são relacionados como os

maiores antioxidantes intracelulares, concluiu que não houve diferença em

tecidos no teor de ascorbato, tocoferol e GSH entre as aves controles e as aves

asciticas, com exceção do tocoferol hepático às 7 semanas, que foi maior em

aves não asciticas do que nas aves asciticas e nas aves controle. Em geral,

concentraçõesnos pulmões e fígado dos três antioxidantes foram menor em aves

asciticas do quenos controles e nasaves nãoasciticas, embora os menores níveis

deantioxidantes possam ser devidos, em parte, à redução do consumo alimentar.

Os resultados indicam que os sistemas antioxidantes são comprometidos durante

a formação daascite causada por baixas temperaturas e ventilação deficiente.

Bottje (1995), analisando a capacidade antioxidante em frangos de corte

com S.A.,verificou que as aves exibiram menor peso corporal, maior

concentração de hematócritos, hipertrofia ventricular direita, menores

concentrações de a-tocoferol e GSH em fígados e pulmões, servindocomo bons

indicadores de estresse oxidativo, incluindo elevados teores de peróxidos

lipídicos no plasma e menor GSSG no fígado e eritrócitos, às 5 semanas de
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idade. Correlações diretas entre peso corporal e peróxidos lipídicos, S.A. e

peróxidos lipídicos no plasma às 5 semanas, sugerem quea peroxidaçâo lipídica

disputa um papel na etiologia da ascite. Os resultados finais indicaram que a

VitaminaE foi efetivaem reduzir a mortalidade induzida porS.A. em frangos de

corte, aparentementepor atenuarprocessos que precedem a peroxidaçâolipídica.

Cawthon (1999), estudando GSH mitocondrial em resposta ao estresse

oxidativo em mitocôndria in vitro obtida de frangos de corte com e sem S.A,

indicou uma maior susceptibilidade para estresse oxidativo para as aves com

S.A. O estresse oxidativo induzido por t-butil hidroperóxido não indicou

diferenças em GSH e GSSG entre mitocôndrias controles e de aves com S.A.

No entanto, reduções nas taxas da freqüência respiratória em aves com S.A.

indicaram uma disfunção que pode contribuir patofisiologicamerrte para esta

doença metabólica nas aves.

Vendrüd (1997), avaliando os efeitos de antioxidantes (GSH-Px e

GSHR) sobre a peroxidaçâo lipídica em ratos adultos submetidos a danos

induzidos por exaustivos exercícios nos tecidos, verificou que a atividade e

capacidade antioxidante total foi aumentada em figado e músculo. No coração, a

capacidade antioxidante foi aumentada, porém a atividade de GSH-Px foi

alterada e, a atividade de GSHR reduziu.

Kostadinovc (1998), investigando os efeitos da infecção coccidial sobre

sistemas antioxidativos (glutationa (GSH), glutationa redutase (GSHR),

glutationa peroxidase (GSH-Px), peroxidase (Px), superóxido dismutase (SOD),

xantina oxidase (XOD) e lipoperoxidação (LPx)), enzimáticos e não

enzimáticos, em sangue hemolisado e homogenizado de figado em frangos de

corte, concluiu que a infecção de coccidia em frangos intensifica o

processamento de radicais livres e queas mudanças nasatividades enzimáticas

forammais pronunciadas em sanguedo que em fígados.
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Wang Sy et aL, (1997), determinando o efeito de santoquim (agente

antioxidante) e fornecimento de gordura oxidada sobre a GSH e GSSG em

fígado e intestino e mortalidade por S.A., verificou que as aves alimentadas com

gordura oxidada exibiam menos GSSG em fígados do que os outros grupos.

Todos os tecidos exibiram maiores níveis de GSH às 7 semanas. Maiores teores

de GSH foram benéficos por aumentarem a proteção das células intestinais

contra os efeitos deletérios das toxinas ou outras formas de estresse oxidativo.

A enzima GST também está envolvida na defesa contra o estresse

oxidativo (Garcia Afonso, 1998).

Bottje et aL, (1998) correlacionou positivamenteos níveis de GSSG com

peso ventricular direito do coração, servindo como um indicador de S.A. a ser

usado comumente em frangos. Os dados finais indicaram que o estresse

oxidativo em frangos pode serdetectado em líquidos defrangos expostos a altos

níveis de poeira e amônia em ambientede criaçãosimulado.

Julian (1992), verificando o efeito de concentrações de O, e C02 sobrea

incidência de S.A. em frangos de corte em ambiente controlado, verificou que a

concentração mais baixa de 02 estudada não proporcionou uma redução na

ínsaturação de hemoglobina em sangue arterial de galinhas normais, não

favorecendo a incidência de S. A..

White (1999), relata que após um período de pós hipóxia, é

caracterizado um aumento na formação de produtos da peroxidaçâo lipídica.

Mudanças nos sistemas de enzimas antioxidantes incluem redução de catalase e

glutationa redutase e elevados conteúdos de GSH reduzida. O aumento de

toxicidade por H202 pode ser relatado pela redução significativa na atividade

enzimática da glutationa redutase.

Skrzydlewska (1999), verificando o efeito sobre os sistemas enzimáticos

da intoxicação de ratos com metanol, concluiu que a administração de metanol
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aumenta a concentração de produtos da peroxidaçâo lipídica e, como

conseqüência, causa reduções nas atividades de GSH-Px e GSHR.

Venditti (1999), analisando a proteção contra estresse oxidativo em

quatro espécies diferentes de vertebrados, entre eles o Galus gallus domesticus,

verificou uma possível relação entre a capacidade respiratória e antioxidantes,

capacidade e susceptibilidade para estresse oxidativo em fígado. Mediu-se o

consumo de oxigênio e atividade da citocromo oxidase, glutationa peroxidase,

glutationa redutase e a capacidade global antioxidante e a ação da peroxidaçâo

de lipídeos em resposta ao estresse oxidativo in vitro em fígado. Como

conclusão, foi relatado que as defesas antioxidantes não foram adaptadas para

uma ação combinada de GSH-Px e GSHR em relação às capacidades

respiratórias. Não houve correlação entre as atividades destas duas enzimas e o

consumo de oxigênio.
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CAPITULO 2

EFEITO. DE FONTE E NÍVEIS DE SELÊNIO NA ATIVIDADE
ENZIMÁTICA DA GLUTATIONA PEROXIDASE E NO DESEMPENHO
DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO

MOREIRA i- Efeitos de Fontes e Níveis de Selênio na Atividade Enzimática da
Glutationa Peroxidase e no Desempenho de Frangos de Corte. Lavras: UFLA
2000 (Dissertação de Mestradoem Agronomia).

O presente trabalho teve por objetivos avaliar os efeitos de duas fontes de
selênio, selênio orgânico (SO) e selênio inorgânico (SI), em seis níveis (0; 0.15; 0,45;
0,75; 1,05 e 1,35ppm) sobre a atividade errrimática da glutationaperoxidase (GSH-Px)
em fígados; e sobre o desempenho de frangos de corte. Para avaliação do desempenho,
foi adotado um delineamento inteiramente casualizado com fatorial (2x6), sendo duas
fontes de selênio em seis níveis, com duas repetições. Foram avaliadas as seguintes
características: peso vivo (PV), ganho de peso (GP), consumo de ração (CR) e conversão
alimentar (CA). As determinações das atividades de GSH-Px foram realizadas em
extratos de fígados liofilizados. Para as análises estatísticas das atividades de GSH-Px,
foi adotado um fatorial ao acaso (2x6x3) com duas fontes de selênio, em seis níveis e
três idades (7,21,42 dias), com duas repetições. Os resultados mostraram que as fontes
influenciaram no desempenho das aves para o PV e GP, sendo SO superior a SI. Os
níveis testados diferiram para o consumo de ração aos 21 dias de idade, não diferindo
para os demais parâmetros. Para as atividades enzimáticas de GSH-Px, as fontes não
diferiram entre si, no entanto, dos níveis testados, 1.05 ppm de selênio foi o que
proporcionou uma maior atividade, que foi expressaaos 42 dias de idade.

Orientador Dr. Custódio Donizete dos Santos - UFLA
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ABSTRACT

MOREIRA, J. Effects of Source and Leveis of Selenium in Glutathione
Peroxidase Activity in the Performance of Broilers. Lavras; UFLA
2000 (Dissertation - Masterin Agronomy).

The objective of this research was to evaluate the effects of two
selenium sources, organics selenium (SO) and inorganic selenium (ST) in six
leveis (0; 0.15;0.45;0.75; 1.05; 1.35ppm) on glutathione peroxidase (GSH-Px)
activity in liver and performance of broilers. For the detenrünation of
performance was adopted a experimental design totally randomized, in a
factorial scheme (2x6)x2 utilizing two selenium sources in six leveis wirhtwo
replications. Were evaluated the following characteristics: body weight, weight
gain, feed intake andfeed conversion. The determination oftheGSH-Px activity
were realized in liver extract lyophilized. For the analysis statistics ofthe GSH-
Px activity were adopted a factorial scheme randomly (2x6x3)x2 with two
selenium sources in six leveis e tree age (7, 21 and 42 days) with two
replications. The resuits indicate that sources (SO and S0 are different for the
performance ofthe broilers on bodyweight and weight gain, with SO superior
SI. The leveis evaluated differented for the fèed intake in 21 day of age and
others paramets were unaffected. The GSH-Px activity in the sources were not
afrected, however, of the leveis evaluated, that has l,05ppm of selenium was
that provided ahigh GSH-Px activity that was expressed in42days ofage.

Guidance: Dr. Custódio Donizete dos Santos - UFLA
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1 INTRODUÇÃO

O selênio (Se) é um micronutriente essencial para o organismo. Em

aves, sua deficiência pode causar necrose hepática, redução da quantidade de

proteínas, diátese exsudativa, redução na secreção de enzimas digestivas, além

de reduzir o crescimento.

Apesar da grande importância, o seu papel no metabolismo ainda é

pouco explicado, sendorelacionado coma síntesede complexosSe-aminoácidos

e Se-proteínas, funcionandocomo antioxidantes eficientes.

A selenc-enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), cuja biossintese é

induzida por selênio, (Bengoumi et aL, 1998)foi a primeiraselenc-proteína a ser

descrita e é a enzima mais conhecida em termos de estrutura e função

(Daniels,1996).

A atividade enzimática da GSH-Px no organismo, funciona como um

antioxidante primário e é importante componente na proteção contra radicais

livres em espécies que utilizam o metabolismo oxidativo, sendo crucial para a

sobrevivência da célula por catalisar a redução de peróxido de hidrogênio e

hidroperóxidos lipídicos. Usualmente, a atividade de GSH-Px é considerada

como um indicador da localização de selênio em uma variedade de espécies

(Ganther, 1979). A importância das seleno-proteínas na redução dos efeitos de

aflatoxinasem ratosfoi ressaltada por Mahmoud et aL, (1997).

Segundo Ali et aL, (1997), a exigência deselênio parafrangos de corte,

listada no NRC (1994), é de 0.15 mg/Kg de ração, o que seria suficiente para

otimizar a atividade de GSH-Px até os 21 dias de idade. Porém, segundo Cantor

et aL, (1997), o efeito da suplementação deselênio em dietas deaves pode variar

de acordo com a fonte utilizada, ou seja, quando comparada à fonte inorgânica

(selenito de sódio), a orgânica (selênio-levedura) proporcionou menores

concentrações deste micronutriente no figado e rins, e maiores no músculo

peitoral e pâncreas, semafetar o desempenho dasaves.
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Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da suplementação de

Se na forma orgânica e inorgânica, em diferentes mveís, sobre a atividade

enzimática da glutationa peroxidase em fígados e sobre o desempenho de
frangos de corte.

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Local e Duração do Trabalho

Oexperimento de campo foi conduzido no galpão experimental do setor
de avicuttura do Departamento de Zootecnia da UFLA, no período de 27
novembro de 1998 a07 de janeiro de 1999, na cidade de Lavras-MG, situada na
latitude 21° 14' S, longitude 45° W e uma altitude de 918 metros. As
temperaturas média, iriínima e máxima no galpão experimental foram de 26,5°,
21,5°e 32°C, respectivamente.

As determinações das atividades enzimáticas foram realizadas no
laboratório de bic^uímica do Departamento de Química da UFLA.

22 Instalações

Foram utilizados dois galpões de alvenaria, construídos na orientação
leste-oeste, cobertos com telhas de cimento amianto epé-direito de 3,0 metros.
De 1a28 dias de idade, as aves foram criadas em boxes de uma bateria metálica
com aquecimento e em galpão fechado, edos 29 aos 42 dias, foram transferidas
para gaiolas de 40 cm de altura por 60 cm de coirrorimento usando 4aves por
gaiola, em galpão protegido apenas por tela.

23 Animais Utilizados

Foram utilizados 360 pintos de corte de um dia de idade, da linhagem
Cobb-500, de ambos os sexos. Os pintos foram pesados antes de serem alojados
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e apresentaram pesomédio de 46,0g. O manejo diário foi idêntico para todas as

aves.

2.4 Rações Utilizadas

Foram utilizadas rações fareladas misturadas na fabrica de rações do

Departamento de Zootecnia da UFLA formuladas à base de milho e farelo de

soja, suplementadas com minerais (sem selênio) e vitaminas. Utilizaram-se dois

tipos de rações, segundo as fases: micial-crescimento, fornecida de 1 a 28 dias

de idade, e crescirnentc~final, fornecida de 29 a 42 dias de idade, balanceadas

segundo as exigênciasnutricionais de aves, preconizadasnas Tabelas brasileiras

de Rostagno et aL,., (1994). As composições e os níveis nutricionais das rações

experimentais são apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1: Composiçãodas rações experimentais de acordo com as fases de

criação.

FASES

INGREDIENTES

1-28 dias (%) 29-42 dias (%)
Milho 60.00 68.30

Farelo de Soja 34.50 28.00

Fosfato Bicálcico 2.50 2.20

Calcário Calcítico 0.80 0.80

Premix Vitarnínico1 0.10 0.10

Premix Mineral2 0.10 0.10

Sal 0.35 0.35

DL-Metionina 0.15 0.10

Anticoccidiano 0.050 0.050

Óleo de soja 1.45 -

Total 100.00 100.00

1 Premix Vitaminico (Vit. A Vit. D3, Vit. E, Vrt. K, Vrt. B,, Vit. B* Vit. Bs,
Vit. Bu,Ácido nicotinico, Ácido pantotênico, Ácido fblico, Biotina, Colina, Vit.
C, Antioxidante e Antibiótico).
2 Premix Mineral (Cobre, Ferro, Iodo, Manganês,Zinco e Cobatto).
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TABELA 2: Níveis nutricionais das rações segundo as fasesde criação

1 Fases
Nutrientes e Energia Metabolízável 1-28 dias 29-42 dias

EM Kcal/Kg 2964.60 2972.30

Proteína bruta (%) 20.99 18.68
Cálcio (%) 1.00 0.91
Fósforo Disponível (%) 0.54 0.49

Metionina (%) 0.47 0.40

Metionina + Cistina (%) 0.82 0.71

Segundo Rostagnoet aL,., (1994).

2.5 Fontes e Níveis de Selênio Utilizados

Foram utilizadas duasfontes de selênio, na forma orgânica e inorgânica,

sendo a orgânica constituída de Selplex-50 (levedura selenizada-Alttech) e a

inorgânica de selenito de sódio (Sulfàl). Os níveis avaliados foram 0,00, 0,15,

0,45,0,75,1,05 e 1,35mg/Kg de selênio.

2.6 Parâmetros de Desempenho Avaliados

2.6.1 Peso Vivo e Ganho de Peso

Semanalmente, foram feitas avaliações dopesovivo e doganho de peso

detodas as aves decada parcela experimental; no entanto, apenas as avaliações

aos 21 e 42 dias constam neste trabalho.

2.6.1 Consumo de Ração

A avaliação doconsumo de raçãofoi realizada semanalmente, retirando-

se a sobrados comedouros e subtraindo-se do total de raçãofornecida. Obteve-

se o consumo acumulado por ave, apresentadosaos 21 e 42 dias de idade.

2.6.3 Conversão Alimentar

A conversão alimentarfoi obtidapela divisãodo consumoacumulado de

ração peloganho depesomédio dos frangos nas respectivas idades.
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2.6.4 Viabilidade

Obteve-se a viabilidade subtraindo-se de 100 a porcentagem de

mortalidade.

2.7 Determinação Enzimática

2.7.1 Sacrifício das Aves e Coleta do Material

As aves foram sacrificadas (por atordoamento seguido de deslocamento

do pescoço) semanalmente para coleta de material. Logo após o sacrifício, as

articulações coxo femural direita e esquerda foram deslocadas, deixando a ave

em decúbíto dorsal, em seguida, a pele da parte inferior do abdômen foi coitada

e deslocada no sentidoda cabeça, expondoo peito da ave. A parede do abdômen

e as costelas foram cortadas, deslocando o peitono sentido da cabeça, expondo

as vísceras. O figado e o coração foram retirados, limpos e congelados em

freezer. Posteriormente, estes órgãos foram pesados para acompanhamento do

crescimento dos mesmos nas diferentes idades.

2.7.2 Preparo das Amostras

Os figados coletados das aves sacrificadas semanalmente foram

congelados, pesados e liofilizados. Após liofílização, os figados foram

macerados em almofàriz e passados em peneira com malha de 0,2 mm para

obtenção dos extratos liofilizados. Dos extratos de figado liofilizados, foram

retiradas amostras de 0.03g, que foram homogeneizadas em homogeneizador

tipo Potter com 6ml de tampão fosfato de potássio 0.25M (preparado pela

combinação de 0.25M de K2HP04 (reagente A) e 0.25M de KH2P04 (reagente

B) e pH final igual 7.4). Após homogeneização, as amostras foram centrifugadas

a 3000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado para as

determinações enzimáticas e o sedimento foi descartado.
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2.7.3 Atividade Enzimática da Glutationa Peroxidase

As atividades enzimáticas de glutationa peroxidase (GSH-Px) nos

extratos de figados foram determinadas como descrito por Levander et aL,

(1983), pelo método de Paglia e Valentine (1979), modificado da seguinte

maneira:

Método Analítico Modificado: Foram transferidos, para um tubo de ensaio,

200ul de tampão fosfato de potássio 0.25M (tampão fosfato de potássio 0.25M

pH 7.4 contendo 25mM de EDTA (preparado pela combinação de 0.25M de

K2HPO4 com 25mM de Na2EDTA (reagente A) e 0.25M de KH2P04 com 25mM

de Na2EDTA (reagente B)); 5 unidades de glutationa redutase (Sigma) por ml

de tampão; 50ul de glutationa reduzida (Sigma) 40 mM preparada em tampão

fosfato de potássio 0.25M (ajustando o pH para 7.4 com KOH IN); lOOul de

sobrenadante de figado e 620ul de tampão fosfato de potássio 0.25M pH 7.4.

Incubou-se a misturaem banhomaria por 10 minutos a 37°C. Adicionou-se lOul

de NADPH (Sigma) 20 mM dissolvidos em NaHC03 0.1%, e incubou-se a

mistura novamente por 2 minutos, a 37°C. A reação foi iniciada adicionando

20ul de t-butil hidroperóxido (Sigma) 15 mM, preparados em tampão, e fez-se

as leituras de absorbâncias em espectrofotômetro contra branco a 340 nm em

intervalos de 2 em 2 minutos, até 10 minutos, a 37° C. A atividade da GSH-Px

foi monitorada pela variação das absorbâncias em função da oxidação do

NADPH a 340 nm. A atividade da enzima foi expressa em unidades por grama

de extrato de figado Iiofilizado (U/g). Cada mistura de reação foi incubada por

pelo menos seis períodos detempo. Controles sem substrato (branco de enzima)

foram realizados paralelamente aos ensaios.

Uma unidade deatividade foi definida como a quantidade de enzima que

oxida 1 umolde NADPHporminuto, nascondições de ensaio.
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2.8 Delineamentos Experimentais, e Análise Estatística

2.8.1 Para Desempenho das Aves

Adotou-se um delineamento experimental inteiramente ao acaso, e a

análise estatística foi em esquema fatorial 2x6 (duas fontes de selênio (selenito

de sódio e levedura selenizada), e seis níveis (0.00,0.15,0.45,0.75,1.05 e

1.35ppm)), com duas repetições de 15 aves cada.

O modelo estatístico foi definido como:

Yijl = p + Fi + Nj + (FN)ij + Eijl

sendo:

Yijl = o valor observado na fonte i, no nível j, na unidade experimental 1.

p, = média geral

Fi = efeito da fonte i, com i = 1 e 2.

Nj = efeito do nível j, comj = 1,2,3,4,5 e 6.

(FN)ij = efeito da interação do nível i na fonte j.

Eijl = erro experimental associado a observaçãoYijl com 1= 1 e 2.

As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey e os

níveis, por regressão, adotando-se o nível de 5% de probabilidade, segundo

Banzato e Kronka, 1995.

Utilizou-se o programa de Sistema de Análise Estatística SANEST para

a análise final dos dados.

2.8.2 Para Atividade Enzimática

Adotou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado, e a

análise estatística foi em esquema fatorial 2x6x3 (duas fontes de selênio

(orgânica e inorgânica), em seis níveis (0.00, 0.15, 0.45, 0.75, 1.05 e 1.35ppm),

com três idades (7, 21 e 42 dias)), com duas repetições de 15 aves cada uma,

extraídas do experimento de campo.
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O modelo estatístico foi definido como:

Yijkl = p + Fi+Nj + Ik + (FNI)ijk + Eijkl

sendo:

Yijkl —o valorobservado na fonte i,nonívelj e na idade k, na unidade

experimental 1.

u, = média geral.

Fi = efeito da fonte i, com i = 1 e 2.

Nj = efeito do nível j, comj = 1,2,3,4,5 e 6.

De = efeito da idade k, com k = 1,2 e 3.

(FNDJjk= efeitoda interação da fonte i no nívelj e idadek.

Eijkl = erroexperimental associado a observação Yijkl com1= 1 e 2.

As médiasobtidasforamcomparadas de forma idênticaaos dados de

desempenho.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÕES

Os dados de desempenho das aves aos 21 e 42 dias de idade são

apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. Para o desempenho aos 21

dias,as fontes de selênio (SO e SI) diferiram entresi para pesovivo e ganho de

peso (P<0,01), não diferindo para consumo de ração e conversão alimentar

(P>0,05). Os níveis testados não influenciaram o peso vivo, ganho de peso e

conversão alimentar (P>0,05). No entanto, apresentaram diferenças quanto ao

consumo de ração (P<0,05), sendo 1.05 ppm o que proporcionou o maior

consumo, enquanto o controle apresentou o menor valor. Aos 42 dias de idade,

as fontes de selênio (SO e SI) também diferiramentre si para peso vivo e ganho

de peso (P<0,05), porém, não houve diferença significativa para os parâmetros

avaliados dentro dos níveis testados (P>0,05). As interações das fontes e dos

níveis aos 21 e 42 dias de idade não foram significativas (P>0,05).

Os dados de desempenho obtidos neste experimento contradizem os

resultados obtidos por Cantor et aL, (1997), que mencionam não terem

verificado diferenças para ganho de peso, consumo e conversão alimentar em

frangos de corte suplementados com selênio nas formas orgânica e inorgânica.

Ali et aL, (1997), analisando a necessidade de selênio para frangos de corte,

alimentados à base de milho e farelo de soja até os 21 dias de idade, também não

verificaram diferença para os mesmos parâmetros avaliados. No entanto,Rutz et

aL, (1990), quando forneceram selênio e riboflavina para frangos de corte,

encontraram efeito significativo para ganho de peso, consumo de ração e

conversão alimentar. Os dados citados para desempenho das aves (Tabelas 3 e 4)

sugerem que os níveis de selênio testados não diferem entre si para o

desempenho final das aves. Porém, as fontes de selênio (SO e SI) diferiram,

sendoa forma orgânica (SO) a que mais contribuiupara aumentar o peso vivo e

também aos 21 dias de idade.
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TABELA 3:Desempenho de frangos de corte alimentados com diferentes fontes e níveis
de selênio aos 21 dias de idade.

Fontes de Variação PV(g) GPfe) CRfe) CA

nsNíveis de Se (ppm) ns ns *

0 540 494 816 B 1.67
0.15 545 499 881 AB 1.75
0.45 560 514 878 AB 1.70
0.75 570 524 912 AB 1.73
1.05 513 467 942 A 2.01
1.35 560 514 891 AB 1.73

FontesdeSe ** ** ns ns
SO 572 A 526 A 895 1.69
SI 524 B 478 B 878 1.83

Interação (N*F) ns ns ns ns
C.V(%) 5J3 5J7 4J4 9.10

Médias comletras iguais nas colunas, não diferem entre si pelo testede tukey (P>0 05)
*P<0.05

** P<0.01

ns - Não significativo
C. V (%) Coeficiente de Variação

de selênio aos 42 dias de idade.
HS.3 1UUUA G IUVCU

Fontes de Variação PV(g) GPfe) CRfe) CA
Níveis de Se (ppm) ns ns ns ns

0 1948 1892 3685 1.95
0.15 1952 1906 3799 1.99
0.45 1941 1895 3830 2.02
0.75 1939 1893 3944 2.09
1.05 1905 1859 4077 2.19
1.35 1917 1871 3745 2.01

FontesdeSe * *
ns ns

SO 1978 A 1932 A 3910 2.03
SI 1886 B 1840 B 3783 2.06

Interação (N*F) ns

5.07

ns ns ns

C.V(%) 5.29 6.51 6.08
Médias com letras iguais nascolunas, nãodiferem entre si pelo testede tukev(P>0 05)
*P<0.05 '
ns - Não significativo
C. V (%) Coeficiente deVariação
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A variação do consumo de ração, de acordo com os níveis de selênio

utilizados aos 21 dias de idade, foi um resultado inesperado e concorda com os

valores obtidos aos 42 dias, quandotal variação não foi observada.

Os dados das atividades enzimáticas de GSH-Px estão apresentados na

Tabela5. Verifica-sequeas fontes de selênio(SO e SI) não diferenciaram para a

atividadetotal de GSH-Px (P>0,05) ao final do experimento. A idade das aves e

os níveis de selênio avaliados diferenciaram significativamente paraa atividade

de GSH-Px (P<0,05). Dos níveis avaliados, o que melhor contribuiu para

aumentar a atividade de GSH-Px foi o de 1.05 ppm (P<0,05). Nas três idades

avaliadas, a maior atividade enzimática foi verificada aos 42 dias e a menor aos

21 dias.

Todas as mterações foram estatisticamente significativas (P<0,01).

Dentre as fontes de selênio avaliadas, podemos notar que para as idades de 7 e

21 dias não houve diferença significativa (P>0,05), mas para os 42 dias, os

figados extraídos das aves alimentadas com ração contendo selênio inorgânico

apresentaram, em seus sobrenadantes, maior atividade do que aqueles extraídos

das aves alimentadas com ração contendo selênio orgânico (P<0,05). Para as

aves alimentadascom ração contendo selênio orgânico,aos 21, dias os níveis de

selênio não diferiram entre si em relação à atividade de GSH-Px (P>0,05), no

entanto, para 7 e 42 dias de idade, notou-se diferença estatística entre eles

(P<0,05). Para as aves alimentadas com ração contendo selênio inorgânico, os

níveis de selênio diferenciaram estatisticamente nas três idades avaliadas

(P<0,05) quanto à atividade de GSH-Px.

Os dados observados sugerem que não há diferença estatística para as

fontes de selênio avaliadas (SO e SI), sem levar em consideração as distintas

idades; no entanto, considerando as idades isoladamente, podemos notar que a

forma inorgânica aos 42 dias de idade mostrou-se superior à forma orgânica, o

que corroboraos resultados obtidos por Mahan et aL, (1999), que afirmam ser a
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TABELA 5: Efeito da fonte edos níveis de selênio na atividade enzimática da glutationa peroxidase (GSH-Px) em fígados de
frangos de corte aos 7,21 e 42dias de idade, expressa emu/gde fígado líofilizado.

Idade (dias)
NÍVEIS DE SELENIO íroim

Fontes de Selênio 0.00 0.15 0.45 0.75 1.05 1.35

Selênio-levedura

Selenito de Sódio

7

21

42

7

21

42

Médias

27.65 a A
12.38 a B

11.86 bcB

27.65 a A

12.38 abB

11.86cB

17.30 bc

31.44 a A

12.32 a B

8.53 cB

4.94 bB

20.06 a A

13.47 bcAB

15.13 cd

13.32 bc A

16.59 a A

17.64 abe A

3.26 bB

4.44 bAB

13.88 c A

11.52 d

5.32 cB

16.08 a A

6.58 cAB

6.36 bB

15.50 abAB

18.12bcA

11.33 d

21.44 ab A

19.70 a A

26.44 a A

39.29 a A

10.85 ab C

24.94 bB

23.78 a

13.50 bcA

18.08 a A

23.35 ab A

14.70 bB

16.92 abB

41.44 a A

21.33 ab
IDADE EM DIAS

7 21 42 Médias

Selenito de Sódio
Selênio-Lcvedura

Médias

16.04 b A
18.78 a A

17.41 ab

13.36 b A

15.86 a A

14.41b

20.62 a A

15.74 a B

18.18a

16.67 A

16.79 A

Interações **

Fonte*Idade Fonte*Níveis

**

Idade*Níveis

**

Fonte*Idade*Nlveis
C.V(%) 25.43

** P<0.01

C V (%)Coeficiente deVariação



forma inorgânica de selênio a mais eficiente para viabilizar a atividade

de GSH-Px em relaçãoà forma orgânica. Estes dados aindaestão de acordocom

os obtidos por Ali et aL, (1997), que afirmam ser o nível de 0.15mg/kg o

adequado para otimizar a atividade de GSH-Px aos 21, quando o selenito de

sódio é usado como fonte de selênio, o que também foi verificado neste trabalho.

Porém, na fase final das aves, o nível que mais contribuiu para aumentar a

atividade de GSH-Px foi o de 1.05mg/kg, o que está de acordo com resultados

obtidos por Rutz et aL, (1990) e Arai et aL, (1994), quando indicam haver um

aumento na atividade de GSH-Px em sangue, plasma e figado em aves, com a

suplementação de selênio.

A Tabela 6 mostra a mortalidadetotal das aves duranteo experimento.

TABELA 6: Mortalidade total das aves de 1 a 42 dias de idade nas fontes e

níveis de selênio avaliadas.

NÍVEIS DE SELENIO (ppm)
FONTES DE SELENIO 0.00 0.15 0.45 0.75 1.05 1.35 Total

SI

SO

TOTAL

1

1

3 2 1

12-11

12 3 3 2

6

6

12

Viabilidade do experimento = 100 - 3.33 = 96.67 %

Semanalmente foram feitas coletas e pesagens dos corações e figados

das aves para acompanhamento do crescimento destes órgãos em relação ao

desempenho. As atividades enzimáticas podem ser transformadas para figado

inteiro combasenos dados das pesagens. Os dados estão apresentados na Figura

1.
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FIGURA 1: Peso dos fígados das aves nas diferentes idades.

4 CONCLUSÕES

a) As fontes de selênio testadas influenciaram no peso vivo e ganho de peso

aos 21 e 42 dias de idade, sendo a forma orgânica (SO) superior à forma

inorgânica (SI) para estes parâmetros. A variação dos níveis de selênio foi

significativa somente sobre o consumo de ração aos 21 dias de idade,

permanecendo inalteradosos demais parâmetros.

b) A atividade enzimática da glutationa peroxidase não foi influenciada pelas

fontes de selênio. No entanto, dentre os níveis de selênio testados, 1.05

mg/Kg foi o que proporcionou uma maioratividade.
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CAPÍTULO 3

INTERAÇÕES ENTRE OS SISTEMAS ENZIMÁTICOS ENVOLVIDOS
NO METABOLISMO DE XENOBIÓTICOS (AFLATOXINAS) E
OXIDATIVO EM FRANGOS DE CORTE NORMAIS E ASCITICOS.

RESUMO

MOREIRA, J. Interações Entre os Sistemas Enzimáticos Envolvidos no
Metabolismo de Xenobióticos (Aflatoxinas) e Oxidativo em Frangos de Corte
Normais e Ascíticos. Lavras: UFLA, 2000 (Dissertação de Mestrado em
Agronomia).

O presente trabalho teve por objetivos estudar o desempenho e determinaras
atividades enzimáticas da glutationa s-transferase (GST), glutationa peroxidase (GSH-
Px) e glutationa redutase (GSHR) em figados de frangos de corte normais e ascíticos,
alimentados a partir de raçõescontaminadas por aflatoxinas (AFTs). Para avaliação do
desempenho foi adotado um delineamento inteiramente casualizado emesquema fatorial
(2x2x4), sendo 2 tipos de rações (contaminada e não contaminada), 2 sexos (machos e
fêmeas), 4 tratamentos (controle, selênio, mycosorb e ascitec) com 2 repetições. Foram
avaliadas as seguintescaracterísticas: peso vivo (PV), ganho de peso (GP), consumo de
ração (CR) e conversão alimentar (CA). As determinações das atividades enzimáticas
para GST, GSH-Px e GSHR foram feitas segundo um delineamento inteiramente
casualizado em esquemafatorial (2x4x6) sendo 2 tipos de rações (contaminada e não
contaminada), 4 tratamentos (controle, selênio, mycosorb e ascitec), 6 idades (7,14,21,
28, 35 e 42 dias) com 4 repetições. Os resultados mostraram que o sexo das aves
influenciou o CR aos 7 e 42 dias (P<0,05) e a CA aos 42 dias, sendo que aos 7 dias, as
fêmeas consumiram mais que os machos, e aos 42 dias, os machos apresentaram maior
CR e CA. Os tratamentos diferiram entre si aos 14 e 21 dias de idade (P<0,05) para o
CR, sendo que o tratamento com ascitec proporcionou o maior consumo e o tratamento
com selênio o menor. As rações diferiram entre si (P<0,05) aos 14 e aos 42 dias, sendo
que a ração contaminada aumentou o CR aos 14 dias, o PV e o GP aos 42 dias. As
atividades enzimáticas da GST, GSH-Px e GSHR variaram segundo as idades (P<0,05),
sendo que, para GST aos 14 e 35 e para GSH-Px aos 35 e 42 dias verificou-se as maiores
atividades e aos 7 e 21 dias as menores. Para a GSHR, as maiores atividades foram
expressas aos e 21 e 35 dias e as menores aos 7 e 42 dias. Os tratamento nas diferentes
idades também diferiram entre si (P<0,05), sendo que o tratamento controle aos 14 dias
foi o que proporcionou a maior atividade para GST e GSH-Px, enquanto para GSHR, o
tratamento com selênio aos 35 dias foi o que proporcionou a maior atividade. A
atividade enzimática da GST não diferiu entre as aves normais e asciticas, no entanto, a
atividade da GSH-Px e GSHR diferiu, sendo a atividade de GSH-Px maior nas aves
normais aos 35 e 42 dias, e a atividade de GSHR maior aos 35<&as, também para as aves
normais.

Orientador Dr. Custódio Donizete dos Santos - UFLA.
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ABSTRACT

MOREIRA, J. Interactions Among the Enzymatic Systems Invorved in the
Metabolism of Xenobiotics (Aflatoxins) and Oxidatíve in Normal and
Ascitics Broilers. Lavras: UFLA, 2000 (Disseriation - Master inAgronomy).

The present work aimed to study the perfomance and determine the enzyme
actívities of glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GSH-Px) and
glutathione reductase (GSHR) in normal in ascrtic broilers, fed on afiatoxin (AFTs)
contamined rations. For evaluation of the perfomance, a completely randomized design
in(2x2x4) factorial scheme, being two sorts of rations (contamined and uncontamined),
2 sexes (males and females), 4 treatments (control, selenium, mycosorb and ascitec) with
2replicates. The following characteristics were evaluated: Iive weight (LW), weight gain
(WG), ration consumption (RC) and feed conversion (FC). The determinations of the
enzyme actívities for GST, GSH-Px and GSHr were done according to a completely
randomized design ina(2x4x6) factorial scheme, being two types of rations (contamined
and uncontamined), 4 treatments (control, selenium, mycosorb and ascitec), 6 ages (7,
14,21,28,35 and42 days) with foiir replicates. The results showed thatthe Sex of the
birds influenced CR at 7 and 42 days (P<0,05) and CAat 42 days, being that at 7 days,
the females consumed more than the males and at 42 days, the males presented greater
CR and CA. The treatments difrer among them at 14 and 21 days of age (P<0,05) for
CR, being that the treatments with ascitec provided the highest consumption and the
treatment with selenium theleast therations differed among them (P<0,05) at 14 and at
42 days, being that the contamined ration increased CR at 14 days, PV and GP at 42
days. The enzyme actívities of GST, GSH-Px and GSHR ranged according tothe ages
(P<0,05), being that for GST at 14 and 35 and for GSH-Px at 35 and 42 days, the
greatest actívities and at7 and 21 days the lowest ones. For GSHR, thehighest actívities
wereexpressed at21and35days and thelowest at7 and42days. The treatments at the
different ages also different among them (P<0,05), being that thecontrol treatment atl4
days was the one which provided thegreatest activity for GST and GSH-Px, white for
GSHR, the treatment with selenium at 35 days was the one which provided the greatest
activity. The enzyme activity ofGST did not differ among the normal and asdtic birds,
nevertheless, the activity of GSH-Px and GSHR differed, being the actrvity of GSH-Px
higler inthe normal birds at35 and 42 days, and the activity ofGSHR greater at 35 days,
also for the normal birds.

Guidance: Dr. Custódio Donizete dos Santos- UFLA
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1 INTRODUÇÃO

A síndromeascítica S.A.,uma alteraçãometabólica em frangos de corte,

tem sido causa comum de mortalidade nas criações comerciais, trazendo

enormes prejuízos para a avicuttura de corte.

As aves acometidas pela S.A. apresentam na necrópsia, líquido ascítico

contido na cavidade abdominal e no pericárdio, congestão venosa, dilatação

cardíaca, congestão e degeneração do fígado e rins (Bergman, Muller-Molenar e

Birbaun, 1979; Lopes Coelho et aL, 1991 e Morris, 1992).

Dentre os órgãos mais afetados pela S.A. estão os pulmões, o figado e o

coração, sendo que nos estágios terminais da síndrome, o figado se apresenta

como o principal local de extravasamento de líquido para a cavidade abdominal

da ave (Lamas da Silva, 1991).

Uma desproporcionalidade no desenvolvimentodos órgãos, como figado

e coração, em relação ao rápido crescimento dos animais, faz com que os

mesmos trabalhem em seus limites superiores para compensar uma maior

demanda de oxigênio em função da maior demanda metabólica requerida pela

ave (WidemamJr., 1989e Lopes-Coelhoet aL, 1991).

Segundo Macari, Furlan e Gonzales (1994), todos os mecanismos

associados ao transporte de oxigênio para os tecidos e as conseqüentes trocas

gasosas nos pulmões das aves, estão envolvidos no mecanismo desencadeador

da S.A., e afirmam que o sen surgimento é acompanhado de um aumento da

viscosidade sangüínea, aumento de hematócritos, elevação do número de

eritrócitos, aumento da concentração de hemoglobina, hipertrofia ventricular e

atrial direita. Todas estas alterações estão relacionadas direta ou indiretamente

ao metabolismo oxidativo das aves.

Segundo Britar (1997), a atividade da enzima succinato desidrogenase

(uma enzima envolvida no metabolismo aeróbico) é menorem aves asciticas do
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queem aves normais, o queprovavelmente, ocorre em função do coração da ave

não conseguir adaptar-se aorápido crescimento e dilatar-se para compensar uma

maior exigência de débito cardíaco.

As baixas temperaturas, associadas ao rápido crescimento dos frangos de

corte, são disparadores primários da S.A.(Widemam, 1999).

Informações da literatura, nos induzem a crer que nas condições atuais

em que os frangos de corte comerciais são criados, ocorrem alterações no

metabolismo oxidativo envolvendo sistemas enzimáticos específicos, como os

sistemas envolvidos no metabolismo de xenobióticos e antioxidativos.

Segundo Enkvetchakul (1993), as concentrações de antioxidantes nos

tecidos (pulmões e figado) são menores em aves asciticas do que em aves

normais, indicando um maior gasto dosmesmos durante a S.A..

De acordo com Bottje (1995), a peroxidaçâo lipídica disputa também um

papel na etiologia da S.A., uma vez que há diferenças significativas nos teores

de peróxidoslipídicos associado ao estresse oxidativonas aves durante a S.A..

Cawthon (1999), relatou uma maior susceptibilidade para estresse

oxidativo em nutocôndria de aves asciticas em relação àsmitocôndrias de aves
normais.

Entre os fatores desencadeadores da S.A., a condição de hipóxia,
segundo Bittar (1997), agrava o quadro etiológico da S.A., e de acordo com

White (1999), o período pós hipóxia é caracterizado por um aumento na

formação de produtos da peroxidaçâo lipídica e alterações nos sistemas

enzimáticos antioxidativos, reduzindo a atividade de catalase e glutationa
redutase.

Venditti (1999), estudando aatividade da citocromo oxidase, glutationa

peroxidase, glutationa redutase, peroxidaçâo de lipídios e capacidade global
antioxidante em resposta ao estresse oxidativo em Galus gallus domesticus,
concluiu que estes mecanismos não são adaptados para uma ação combinada de
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GSH-Px e GSHR, não havendo correlação destas enzimas com o consumo de

oxigênioe, consequentemente, coma capacidade respiratória das aves.

Baseando-se nas informações citadas acima, o presente trabalho visou

fazer um estudo de parâmetros bioquímicos e nutricionais envolvidos com a

incidência de S.A., entre os quais destacamos as determinações das atividades

enzimáticas da glutationa s-transferase (GST), glutationa peroxidase (GSH-Px) e

glutationa redutase (GSHR) envolvidas no metabolismo de xenobióticos (GST)

e antioxidativos (GSH-Px e GSHR), a partir de rações contaminadas por

aflatoxinas como mecanismo de indução e, possivelmente, obter um método

bioquímico para o controle da síndromeascítica.

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Local e Duração do Trabalho

O experimentode campofoi conduzidono galpão experimentaldo setor

de avicurtura do Departamento de Zootecnia da UFLA, no período de inverno de

03 dejulho a 14 deagosto de 1999,na cidadede LavrasMG.

As determinações das atividades enzimáticas e as análises dos dados

foram realizadas no laboratório de bioquímica do Departamento de Química da

UFLA.

As temperaturas médias, mínimas e máximas foram medidas

diariamente durante o período experimental.

22 Instalações

As instalações utilizadas neste experimento foram as mesmas utilizadas

no primeiro experimento, conforme estádescrito no item 2.2 do capítulo 1.

72



23 Animais Utilizados

Foram utilizados 384 pintos de corte de um dia de idade, da linhagem

cobb-500, sexados. Os pintos foram pesados antes de serem alojados e os

machos apresentaram peso médio de 43g e as fêmeas 44g. O manejo diário foi
idêntico paratodas as aves.

2.4 Rações Utilizadas

Foram utilizadas rações rareladas misturadas na fabrica de ração do

Departamento de Zootecnia da UFLA, formuladas à base de milho e farelo de

soja, para as rações não contaminadas, e àbase de milho, farelo de soja e farelo

de amendoim para as rações contaminadas. Desta forma, utilizou-se dois tipos

de rações segundo as fases: micial-crescimento, fornecida de 1 a 28 dias de

idade, e crescimento-final, fornecida dos 29 aos 42 dias de idade. As rações

foram balanceadas segundo asexigências nutricionais de aves, preconizadas nas

Tabelas brasileiras de Rostagno et aL, 1994. As composições e os níveis

nutricionais das rações estão apresentadas nas Tabelas 1 e 2. Os tratamentos

foram adicionados ás rações, sendo os seguintes: Ração controle (RC -

testemunha); RC + 1.05 mg/Kgde selênio (adicionado na forma de selenito de

sódio); RC + 1.5 Kg/ton. de Mycosorb (produto comercial usado como

adsorvente de micotoxinas) e RC +0.5 Kg/Ton de Ascitec (produto comercial
usadoparacontrolar a ascite).
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TABELA 1 : Composição das rações experimentais de acordo com as fases de
criação (Ração contaminada e não contaminada)

RNC RC

1-28 dias 29-42 dias 1-28 dias 29-42 dias
INGREDIENTES (%) (%) (%) (%)
Milho 59.29 62.93 60.25 63.90

Farelo de soja 34.53 30.21 25.63 21.31

Farelo de Amendoim - - 8.00 8.00

Fosfato bicalcico 2.26 2.08 2.24 2.06

Calcário calcrrico 0.95 0.92 1.02 0.98

Sal 0.35 0.40 0.35 0.40

Núcleo1 0.50 0.50 0.50 0.50

Óleo de soja 2.12 2.96 2.01 2.85

TOTAL 100.00 100.00 100.00 100.00

1 Núcleo (Premix Vitaminico e Premix Mineral (descritos na seção 2.4 do
capítulo 1), DL-Metionina, Anticoccidiano e Colina)

TABELA 2: Níveis nutricionais das rações segundo as fases de criação

NinTUENTEERM 1-28 dias 29-42 dias

EM (Kcal/Kg) 3000.00 3100.00

Proteína Bruta (%) 20.79 19.130

Cálcio (%) 0.999 0.930

Fósforo Disponível (%) 0.501 0.465

Metionina (%) 0.447 0.412

Metionina + Cistina (%) 0.813 0.747

Segundo Rostagno et aL,., 1994.

2.4.1 Ração Contaminada

Para contaminação da ração, foi usado um rareio de amendoim que

apresentava níveis de aflatoxinas acima das dosagens permitidas pelo Ministério

da Agricultura, que foi incorporado nas rações na proporção de 8 Kg de farelo

para 100 Kg de ração.
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2.4.1.1 Amostras paraDeterminação de Aflatoxinas

Do farelo de amendoim utilizado para contaminar as rações, foram

retiradas amostras, que foram imediatamente colocadas em freezer e

posteriormente foram enviadas para o laboratório de micotoxinas (LABIMIC-

Piracicaba-SP) para análise de detecção e quantificação das toxinas presentes.

Concentrações máximas de aflatoxinas em alimentos estão apresentadas na
Tabela 3.

TABELA 3: Limites máximosadmissíveis de aflatoxinas em alimentos.

ALIMENTOS AFLATOXINAS CONCENTRAÇÃO
Leite Fluido Ml 0.5 ug/1
Leite em pó Ml 5.0 ug/Kg
Milho ederivados B1+B24G1+G2 20.0 ug/Kg
Amendoim ederivados B1+B24G14G2 20.0 ug/Kg
• Regulamento técnico sobreos limites máximos de aflatoxinas em alimentos

MERCOSUL / GMC/ Resolução n°56/94.

2.5 Parâmetros de Desempenho Avaliados

Os parâmetros de desempenho avaliados neste experimento foram os

mesmos do primeiro experimento, descritos na secção 2.6 do capítulo 2.

2.6 Determinações Das Atividades Enzimáticas

2.6.1 Preparo das Amostras

Semanalmente, foram sacrificadas aves do experimento de campo, e os
fígados coletados foram congelados, pesados e liofilizados, como descrito no

capítulo 1. Dos extratos de fígado liofilizados, foram retiradas amostras de

0.03g, que foram homogeneizadas em homogeneizador tipo Potter com 6ml de

tampão fosfato (em g/l: NaCL 9; KCl, 0.46; KHjPO* 2.1; MgS04. 7H20, 0.38;
NaHC03, 2.7 e glicose, 0.9; com pH final ajustado para 6.5 com KOH IN).
Após homogeneização, a amostra foi cerrtrifugada a 3000 rpm durante 10
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minutos. O sobrenadante foi coletado para as determinações enzimáticas e o

sedimento foi descartado. As amostras foram congeladas e armazenadas em

freezer. O descongelamento das amostras para as determinações enzimáticas, foi

realizado em geladeira a 4-6°C e, posteriormente colocadas em isoporcom gelo

para realizar as análises. Neste segundo experimento, as mesmasamostras foram

utilizadas para a determinação enzimática dasenzimasglutationa s-transferase e

glutationa redutase.

2.62 Atividade Enzimática da Glutationa Peroxidase (GSH-PX)
A determinação da atividade enzimática da GSH-Px foi realizada de

modo idêntico ao citado nas seções 2.7.2e 2.7.3docapítulo 2.

2.63 Atividade Enzimática da Glutationa S-Transferase (GST)
A determinação da atividade de GST foi feita pelo método de Habig,

Pabst e Jakoby (1974), citado por Levander et aL, (1983), modificado da

seguinte maneira:

Método Analítico Modificado: A determinação da atividade de GST em

sobrenadante de fígado Líofilizado foi feita transferindo-se, para um tubo de

ensaio, 400ul de glutationa reduzida (GSH - Sigma) 2.5mM em tampão fosfato

de potássio 0.25M com EDTA 25mM em pH 6.5; 25ul de sobrenadante de

fígado e 475ul de tampão fosfato descrito no item 2.6.1. Incubou-se a mistura

em banho maria a 37°C, por 10 minutos, e logo após iniciou-se a reação com

adição de lOOuJ de 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CNB - Sigma) lOmM.

Imediatamente, as absorbâncias foram lidas contra branco em espectrofotômetro

a 340nm, em intervalos de 3 em 3 minutos, até 15 minutos. Uma unidade de

atividade da enzima foi definida pela conjugação de 1 pmol de CNB com GSH

porminuto. A atividade foi expressa em unidaes (U) porg de figado líofilizado.
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2.6.4 Atividade Enzimática da Glutationa Redutase (GSHR)

A determinação da atividade enzimática da glutatioan redutase foi

realizada pelo método de Carlberg e Mannervik (1985), descrito por Bittar

(1997), com as seguintes modificações: o meio de reação foi composto por 740

ul de tampão fosfato de sódio 0.1M contendo EDTA 5 mM, com pH final

ajustado para 7.4; 50 ul de glutationa oxidada (GSSG - Sigma) 50 mM

(preparada emtampão fosfato de sódio0.IM comEDTA 5mM pH 7.4)e 200 ul

de extrato de fígado (amostra). O meio de reação foi incubado por 10 minutos

em banho maria, a 37°C. Logo após, a reação foi iniciada adicionando-se 10 ul

de p-NADPH (Sigma) 25mM, preparado embicarbonato de sódio0.1%.

As leituras de absorbâncias foram realizadas em espectrofotômetro

(CARY 50-VARIAN) calibrado a 340nm, a cada 3 minutos, porum intervalo de

tempo de 15 minutos.

Controlessem enzima(brancode substrato), foram realizados do mesmo

modo que os ensaios experimentais. A atividade foi expressa em U/g de fígado

líofilizado, que consistiu naoxidação de1 umol deNADPH + FT porminuto de

reação.

2.7 Delineamentos Experimentais, e Análises Estatísticas
2.7.1 Para Desempenho das Aves

Adotou-se um delineamento experimental inteiramente ao acaso (DIC),

e a análise estatística foi em esquema fatorial 2x2x4 (dois tipos de rações

(contaminada e não contaminada), dois sexos (machos e fêmeas) e quatro
tratamentos (Ração controle (RC), RC+1.05 ppmde selênio (usando selenito de

sódio como fonte), RC + mycosorb (adsorvente de micotoxinas) e RC + ascitec

(produto comercial usado para controlar ascite), com duas repetições de 12aves
cada uma.

O modelo estatístico foi definido como:
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Yijkl = p + Ri +Sj +Tk +(RST)Íjk+Eijkl

sendo:

Yijkl = o valor observado na ração i, no sexo j e no tratamento k, na unidade

experimental 1.

p = média geral.

Ri = efeito da ração i, com i = 1 e 2.

Sj = efeito do sexo j, com j = 1 e 2.

Tk = efeito do tratamentok, com k = 1,2,3 e 4.

(RST)ijk = efeito da interação da ração i no sexo j e no tratamentok.

Eijkl = erroexperimental associadoa observação Yijkl com 1= 1 e 2.

As médias obtidas foram comparadas peloteste de Tukey, adotando-se o

nível de 5% de probabilidade, segundo Banzato e Kronka (1995). Para as

análises estatísticas finais, utilizou-se o programa de Sistema de Análise

Estatística SANEST.

2.7.2 Para as Atividades Enzimáticas

Adotou-se um delineamento experimentalinteiramenteaoacaso (DIC), e

a análise estatística foi em esquema fatorial 2x4x6 (dois tipos de rações

(contaminada e não cartaminada), quatrotratamentos (Ração controle (RC), RC

+ 1.05 ppm de selênio (usando selenito de sódio como fonte), RC + mycosorb e

RC + ascitec), seis idades (7,14,21,28,35 e 42 dias), com quatro repetições de

12 aves cada uma.

O modelo estatístico foi definido como:

Yijkl = p,+ Ri +Tj + Bt+(RTI)ijk + Eijkl

sendo:

Yijkl = o valor observado na ração i, no tratamento j, na idade k na unidade

experimental 1.
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u.= média geral.

Ri = efeito da ração i, com i = 1 e 2.

Tj = efeitodotratamento j, comj = 1,2,3 e 4.

Bc= efeito da idade k, com k = 1, 2,3,4,5 e 6.

(RTT)ijk = efeito da interação daração i notratamento j e na idade k.

Eijkl = erroexperimental associado a observação Yijkl com1= 1,2,3 e 4.

As médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey de forma

idênticaaos dados de desempenho.

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES

3.1 Parâmetros de Desempenho

Os parâmetros de desempenho, peso vivo (PV), ganho de peso (GP),
consumo de ração (CR) e conversão alimentar aos 7,14, 21 e 42 diasde idade,

estão apresentados nas Tabelas 4 e 5.
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TABELA 4 : Desempenho de frangos de cortecobb-500 aos 7 e 14 dias de idade nos
diferentes sexos, raçõese tratamentosavaliados.

FONTES 7 DIAS 14 DIAS
DE

VARIAÇÃO P-V(g) GJ?(g) CRfe) CA P.V(g) GPfe) CR(g) CA

TRAT. ns ns ns ns ns ns *
ns

Controle 130.25 87.13 162.63 1.84 313.50 270.50 527.13 BC 1.96
Selênio 140.25 97.13 161.63 1.67 325.75 282.75 523.00 C 1.86

Mycosorb 137.13 93.88 162.63 1.76 326.63 283.63 555.75 AB 1.98
Ascitec 132.63 89.75 156.88 1.75 323.38 280.38 564.13 A 2.02

RAÇÕES ns ns ns ns NS NS ** NS
RNC 131.75 88.75 160.31 1.81 315.25 272.25 525.63 B 1.94

RC 138.37 95.19 161.56 1.70 329.38 286.38 559,37 A 1.96

SEXO ns ns **
ns ns ns ns ns

Macho 132.63 89.84 157.88 B 1.74 322.25 279.25 541.00 1.95

Fêmea 137.50 94.00 164.00 A 1.76 322.38 279.38 544.00 1.96

C.V(%) 6,62 9,52 3,48 11,78 7.12 8.22 4.17 8.76

Médias seguidas de letras maiúsculas iguais na mesma coluna não diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P>0,05).
(** significativo ao nível de 1%);(ns não significativo). C.V Coeficiente de Variação.

TABELA 5 : Desempenho de frangos de corte cobb-500 aos 21 e 42 dias deidade nos

FONTES 7 DIAS 14 DIAS
DE

VARIAÇÃO P-V(g) GJ»(g) CR(g) CA PV(g) G-P(g) CR(g) CA

TRAT.

Controle

Selênio

Mycosorb
Ascitec

ns

670.0

712.8

701.2

708.2

ns

627.0

669.8

658.2

665.2

**

1213.3AB

1169.8B

1212.6AB

1260.3A

ns

1.94

1.75

1.85

1.90

ns

1995.8

2112.8

2082.0

2103.1

ns

1953.3

2070.3

2038.2

2060.7

ns

4742.5

4693.7

4925.0

4897.5

ns

2.38

2.23

2.43

2.34

RAÇÕES
RNC

RC

ns

686.0

710.1

ns

643.0

667.1

ns

1200.8

1227.3

ns

1.88

1.84

*

2007.6B

2139.3A

*

1965.1B

2096.1A

ns

4879.3

4750.0

ns

2.44

225

SEXO

Macho

Fêmea

ns

702.6

693.5

ns

659.6

650.5

ns

1218.9

1209.1

ns

1.85

1.87

ns

2065.1

2081.8

ns

2022.5

2038.8

**

5103.7A

4525.6B

**

2.51A

2.18B

C.V(%) 7.1 7.6 3.9 8.16 6.9 7.1 10.9 11.23
Médiasseguidas de letrasmaiúsculas iguaisnamesmacolunanãodiferemestatisticamente eolre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (PX),05).
(** significativoao nível de I%£ (ns não significativo).C.V Coeficiente de Variação.
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Não houve diferenças estatísticas significativas para os tratamentos e as

rações avaliadas aos 7 dias (P>0,05). No entanto, o sexo interferiu no CR

(P<0,05), sendo que as aves fêmeas consumiram mais alimento do que os
machosno mesmo período.

Asrações diferiram entre sipara o CR (P<0,05) aos 14 Hiqg sendo que a

ração contaminada contribuiu significativamente para aumentar o consumo nesta

fase. Os tratamentos aos 14 e 21 dias diferiram entre si para o CR (P<0,01),

sendo queo tratamento com ascitec apresentou o maior consumo e o tratamento

com selênio o menor.

Aos42 dias, os tratamentos não influenciaram no desempenho das aves

(P>0,05), no entanto as rações influenciaram o P.V eoG.P (P<0,05), sendo que,
a ração contaminada contribuiu significativamente para aumentar estes

parâmetros. O sexo influenciou no CR e CA (P<0,05), sendo, os machos, os
maiores responsáveis pelo aumento destes parâmetros.

A mortalidade total das aves está apresentada naTabela 6.

TABELA 6 : Mortalidade total das aves de 1a 42 dias de idade em função dos
tratamentos, rações e idades avaliadas.

CONTROL SEL

TRATAMENTOS
ENIO MYCOSORB ASCITEC TOTA S.A.

E L
IDADE RN

C

RC RN

C

RC RNC RC RNC RC

7

14 - - 1 . _ • 1 _ 2
21 - - - 1 - - _ .. 1 m

28 1 - 1 2 2 4 2 2 14 12
35 3 - 4 1 2 2 3 4 19 17
42 5 4 3 2 3 5 5 3 30 16

TOTAL 9 4 9 6 7 11 11 9 66 .

S.A. 5 0 7 4 5 9 7 8 45
Mortalidade por S A (Síndrome Ascítica) RC (Ração contaminada) RNC (Ração não
contaminada).
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Verificamos uma mortalidade totalde 17.19% das aves, que é acentuada

dos 28 aos 42 dias de idade. Da mortalidade total, 68.18% foram atribuídos à

incidência de Síndrome Ascítica nas aves. Isto ocorreu em função da exposição

das aves a baixastemperaturas na fase inicial.

A mortalidade por ascite das aves até os 42 dias não foi inftuencida

(P.0,05) pelos tratamentos estudados. Convém ressaltar que o tratamento

Ascitec, foi utilizado com metade do nível recomendado para o seu uso. A

mortalidade por síndrome ascítica de acordo com o sexo das aves está

apresentada na Tabela 7.

TABELA 7: Mortalidade por Síndrome Ascítica nos diferentes tratamentos em relação
aos sexos.

TRATAMENTOS MACHO FÊMEA

Controle

Selênio

Mycosorb
Ascitec

3

6

9

11

2

5

5

4

TOTAL 29 16

Podemos notar que da mortalidadeatribuída a síndromeascítica, 64.40%

foram de machos e 35.60% de fêmeas.

Estes dados corroboram os resultados de Julian, Mcmilliam e Quinto

(1989);Widemam Jr. (1989) e Lopez-Coelho, Arce e Ávila (1990), que também

verificaram a maior ocorrênciade S.A. nos frangos de corte machos, em função

do seu maior desempenho. No entanto, pode-se notarque aos 42 dias de idade,

o PV e o GP para os machos foi semelhante ao das fêmeas, apesar de

apresentarem um CR e uma CA maior. Isto nos leva a concluir que a maior

incidência de S.A. nos machos se deu mais em função da decorrência da

exposição destes a baixas tenrperturas do que propriamente pelo desempenho.

Isto talvez tenha ocorrido devido aos machos terem empenamento mais tardio e

sofrerem mais o estresse térmico nas primeiras semanas de vida.
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Os resultados daanálise detoxinas no farelo de amendoim, utilizado nas

rações como fontede contaminação, estáapresentado na Tabela 8.

TABELA 8: Quantidades de aflatoxinas por Kg presentes no farelo de
amendoime nas rações usadaspara as aves de 1a 42 dias de idade.

AFLATOXINAS
Quantidades (Ug/Kg]1

FARELO DE AMENDOIM RAÇÀO

Aflatoxina BI

Aflatoxina B2

Aflatoxina Gl

Aflatoxina G2

2747

414

694

297

219.76

33.12

55.52

23.76
TOTAL 4152 332.16

Resultado laboratorial de micotoxinas determinadas emfarelo de amendoim (LABMIC).

Eram esperados teores mais elevados de aflatoxmas nas rações, uma vez

que as aves resistem a uma variação relativamente alta destas toxinas sem que
seus desempenhos sejam afetados.

As leituras relacionadas às temperaturas durante a condução do
experimento estão mostradas naFigura 1.
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FIGURA 1: Variação da tenmeratura média ambiente durante o período

experimental.

Observando o gráfico das temperaturas médias durante a condução do

experimento, pode-se notar que as aves foram expostas a um estresse térmico

elevado nas primeiras semanas devida, uma vez que astemperaturas ideais para

um bom desempenho deveriam ser de aproximadamente 33°C na primeira

semana de vida, e depois esta tenmeratura deveria ser reduzida de 3°C,

semanalmente até estabilizar-se aos 21°C, até a rase final das aves. Esta

exposição a baixas temperaturas nas primeiras semanas de vida das aves, com

intuitode favorecer as condições para surgimento da S.A., podeter mascarado o

efeito dos tratamentos.
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32 Parâmetros Enzimáticos

Os resultados dos parâmetros enzimáticos analisados, estão

representados nas Figuras de2 a 14 relacionadas seqüencialmente.

A atividade das enzimas glutationa s-transferase (GST) e glutationa

peroxidase (GSH-Px) nas várias idades das aves apresentaram um

comportamento muito semelhante (Figuras 2, 3 e 4). Aos 14 dias de idade, a

atividade foi maior que nas demais idades, cuja explicação pode estar

relacionada aos dados de desempenho, como mostrados naTabela 4, em quese

nota uma influência diferenciada dos tratamentos para o consumo de ração, além

de um maior consumo da ração contaminada pelas aves, sugerindo, nesta fase,

um aumento da ingestão de aflatoxinas e, consequentemente, um aumento das

atividades destas enzimas. Esta maior atividade pode ainda ter sido influenciada

por uma queda brusca da temperatura verificada nesta fase, como mostra a

Figura 1, o que pode tercausado alterações nometabolismo das aves, em função

do estresse térmico a que as mesmas foram submetidas. Excetuando-se esta

idade, observa-se um aumento da atividade com o aumento da idade, que pode

ser explicada pelo crescimento natural da aves (de acordo com os dados de

desempenho), em que ocorre o aumentodas demandas nutricionaisbem como de

oxigênio.

A atividade da glutationa redutase (GSHR), apresentou um

comportamento ligeiramente diferente das demais enzimas, e apresentou um

pico de atividade aos 21 dias, ao invés do pico aos 14 dias como mostrado para

GST e GSH-Px. Como essa enzima é responsável pela redução da glutationa

oxidada (Harper, 1994; Bottje, 1995; Wang, 1997 e Bottie, 1998) para manter a

atividade da GSH-Px, éde se esperar que asua atividade aumente somente após

o pico de atividade da GSH-Px, quando a quantidade da glutationa oxidada está

aumentada (White, 1999). Embora aos 35 dias de idade o pico de atividade da

GSHR corresponda ao pico de atividade da GSH-Px, pode-se observar, nas
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Figuras 2, 4 e 5, que a atividade da GSH-Px começa a aumentar a partir da 3a

semana, enquanto que para a GSHR, a atividade somente aumenta após a 4a

semana, como uma resposta posterior a atividade da GSH-Px, para

fornecimento, comocomentadoacima,de glutationa reduzida.
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FIGURA 2 Atividades enzimática semanais da glutationa s-transferase (GST),

glutationa redutase (GSHR) e glutationa peroxidase (GSH-Px), expressas em

U/g de figado liofilizado.

A atividade enzimática da GST não foi diferente nas aves normais em

relação às aves asciticas, como podemos verificar na Figura 3. Isto sugere que a

presença das aflatoxinas nos níveis que estavam presentes na ração contaminada

não foi suficiente para afetar o metabolismo de xenobióticos e, desta forma,

afetar a atividade enzimática da GST, como é relatado na literatura, que mostra

que há alterações no desempenho das aves com dosagens de toxinas muito
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inferiores que aquelas utilizadas neste experimento (Jones, Hagler e Hamiltom

1982; Doerr et aL, 1983). Esperava-se quehouvesse alterações na atividade da

GST, uma vez que comprovadamente, esta enzima está envolvida no

metabolismo de xenobióticos (Habig e Jakoby, 1974; Leblanc et aL, 1994;

Gnerre, Gaitier e Burgal 1996; Ketterer, 1996; Schiütz, Dutra e Tew 1997;

Garcia, 1998; Gonzalez, 1998; Sheweita, 1998; Salinas, 1999). A igualdade na

atividade da GST em aves normais e asciticas pode sugerir, como mostram

também os dados de desempenho e mortalidade (Tabelas 5, 6 e 7), que a

incidência deascite não foi provocada pela presença das toxinas.
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FIGURA 3 Atividade enzimática semanal da glutationa s-transferase (GST) em
aves normais e asciticas

Os resultados obtidos da atividade enzimática da GSH-Px nas aves

normais e asciticas nas diferentes idades estão apresentados na Figura 4. As aves

asciticas apresentaram menor atividade que as aves normais, principalmente aos

35 e 42 dias de idade, quando as diferenças são bastante acentuadas. A menor

atividade dessa enzima em aves asciticas concorda com Enkvetchakul (1993),
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que cita que essas aves apresentam menor concentração de antioxidantes nos

pulmões e figados, o que seria suficiente para causar uma redução dasatividades

enzimáticas envolvidas nos processosantioxidativos.

Da mesma forma, Bittar(1997) sugereque o metabolismo oxidativo nas

avesasciticas é menor quenasaves normais, verificado através daquantificação

da succinato desidrogenase em coração. Essa diminuição no metabolismo

oxidativo poderá também causar uma redução nas enzimas envolvidas nos

processos antioxidativos. Por outro lado, Bottje (1995); Kostadinovc (1998) e

Venditti (1997) verificaram um aumento dos produtos de peroxidaçâo lipídica

nas aves asciticas e sugeriram que estes produtos acarretariam um aumento na

atividade enzimática da GSH-Px nestas aves em relação às aves normais, uma

vez que esta enzima está envolvida nos processos de eliminação dos produtos

formados na peroxidaçâo lipídica.

Os resultados de atividade de GSH-Px encontrados nas aves asciticas

mostram uma diminuição da atividade de 28 a 42 dias, ao contrário da atividade

nas aves normais. Esses resultados estão de acordo com os dados de

desempenho que mostram uma incidência de ascite mais acentuada nas idades

mais avançadas das aves e que as aves com quadro ascítico apresentam um

metabolismo oxidativo menor.
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FIGURA 4 Atividade enzimática semanal da glutationa peroxidase (GSH-Px)
em aves normais e asciticas

A comparação das atividades deGSHRentre as aves normais e asciticas

está mostrada na Figura 5. As atividades nas aves asciticas foram bem menores

na 5a semana (35 dias), não apresentando o pico de atividade como nas aves

normais. Essa diferença nas atividades de GSHR pode ser explicada por duas
hipóteses: primeiro, não houve aumento da atividade de GSH-Px, ao contrário,
houve uma redução, portanto, não houve necessidade de aumento de atividade

da GSHR para repor a glutationa reduzida consumida; segundo, a ave ascítica
está com oseu metabolismo aeróbico completamente comprometido pelo quadro
de hipóxia já instalado. Como Bottje (1998) observou que as aves asciticas
apresentam níveis mais elevados de glutationa oxidada (GSSG) em comparação
com as aves normais, é provável que a segunda hipótese seja a mais coerente

uma vezque, pelo resultados apresentados, aGSH-Px diminui nas aves asciticas,

89



não justificando, portanto, o aumento de GSSG nessas aves. Se as aves asciticas

apresentam maiores quantidades de GSSG, era de se esperar uma maior

atividade de GSHR, uma vez que esta enzima catalisa a redução da GSSG. Os

resultados apresentados não mostraram esse aumento de atividade nas aves

asciticas, justificando o comprometimento do metabolismo oxidativo nessas

aves.
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FIGURA 5 Atividade enzimáticasemanal da glutationa redutase (GSHR) em

aves normais e asciticas.

Os resultados comparando a atividade de glutationa s-transferase (GST),

glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSHR) nasvárias idades

com a contaminação da ração com aflatoxinas através do uso de farelo de

amendoim contaminado, estão apresentados nas Figuras 6, 7 e 8,

respectivamente. Embora as análises estatísticas tenham mostrados significância

nos resultados obtidos, o comportamento geral dessas enzimasnas várias idades

é muito semelhante, sugerindo que as rações contaminadas não interferiram nos
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sistemas enzimáticos estudados. Estes resultados foram inesperados, uma vez
que ossistemas deeliminação de xenobióticos dos organismos vivos, envolvem
etapas de oxidação e conjugação com a finalidade de tomarem os compostos a
serem excretados mais solúveis (Leblanc, 1994; Mclean e IJirtton, 1995 e

Guerre, Gardier e Burgal 1996). Dessa forma, era de se esperar senão um
aumento naatividade das 3 enzimas estudadas, pelo menos naatividade daGST.

Esses resultados mostram que embora a quantidade de aflatoxinas presentes nas
rações usadas neste experimento tenham sido maiores que aquelas suficientes
para provocarem perdas e danos para asaves, (Jones, Hagler e Hamirtom 1982 e

Doerr et aL, 1983), não foram suficientes, para provocar qualquer alteração tanto
no desempenho quanto noaparecimento desíndrome ascítica.
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FIGURA 6Atividade enzimática semanal da glutationa s-transferase (GST) nas
aves alimentadas com ração cmitaminada enão contaminada por aflatoxinas
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FIGURA 7 Atividade enzimática semanal da glutationa peroxidase (GSH-Px)

nas aves alimentadascom ração (xrataminada e não contaminada por aflatoxinas.
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FIGURA 8 Atividade enzimática semanal da glutationa redutase (GSHR) nas

aves alimentadas com raçãocontaminada e não contaminadapor aflatoxinas.

92



Os resultados da atividade das enzimas glutationa s-transferase (GST),

glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSHR) nas diferentes

idades, em relação aos tratamentos, estão representadas nas Figuras 9,10, e 11,

respectivamente. Embora a atividade de algumas dessas enzimas tenham

apresentado significância em algumas idades (GST e GSH-Px / controle aos 14

dias e GSHR / selênio aos 35 dias), o comportamento das 3 enzimas são

essencialmente semelhantes. Essas diferenças, provavelmente não podem ser

explicadas pelos tratamentos utilizados, uma vez que as maiores atividades de

GST e GSH-Px ocorrem aos 14 dias e na ração controle, enquanto a maior

atividade deGSHR ocorreu aos 35dias naração com selênio. Convém salientar

que esta enzima não utiliza o selênio como cofator, e sim a GSH-Px. Os

resultados não significativos dos tratamentos utilizados (mostrados nas Figuras

9, 10, e 11) em relação ao aparecimento da síndrome ascítica estão de acordo

com osresultados discutidos anteriormente em que, da mesma forma, as rações

contaminadas nãointerferiram no aparecimento da ascite.
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FIGURA 9 Atividade enzimática semanal da glutationa s-transferase (GST) das

aves nos diferentes tratamentos.
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FIGURA 10 Atividade enzimática semanal da glutationa peroxidase (GSH-Px)

das aves nos diferentes tratamentos.
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FIGURA 11 Atividade enzimática semanal da glutationa redutase (GSHR) das
aves, nos diferentes tratamentos.

As atividades médias das enzimas GST, GSH-Pxe GSHR nosdiferentes

tratamentos e dentro das diferentes rações testadas, estão apresentadas nas
Figuras 12,13, e 14 relacionadas a seguir.
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FIGURA 12 Atividade enzimática média da glutationa s-transferase (GST) das

aves, nos diferentes tratamentos e nas diferentes rações.
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FIGURA 13 Atividade enzimática média da glutationa peroxidase (GSH-Px) das

aves, nos diferentes tratamentos e nas diferentes rações.
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FIGURA 14 Atividade enzimática média da glutationa redutase (GSHR) das
aves, nosdiferentes tratamentos e nas diferentes rações.

Podemos notar na Figura 12, que a atividade de GST, tende a ser mais

elevada nos tratamentos com ração não contaminada, quando o que deveria está
ocorrendo, seria o oposto. Para aatividade de GSH-Px mostrada na Figura 13, o
tratamento com mycosorb parece contribuir para uma redução da atividade nas

rações contaminadas, o que era realmente de se esperar, uma vez que, o
mycosorb é um adsorbente de micotoxinas.
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4 CONCLUSÕES

A atividade enzimática da glutationa s-transferase apresentou diferenças

em função da idade das aves, no entanto, não diferiu para aves asciticas ou

normais.

As atividades enzimáticas da glutationa peroxidase e da glutationa

redutase foram menornas aves asciticas do que nas aves normais, sugerindo um

comprometimento dos sistemas oxidativo nasavesasciticas.

Os sistemas enzimáticas estudados não contribuiram para diferenciar a

incidência de síndrome ascítica por uma provável origem tóxica devido a uma

provável influência da temperatura ambiental, que se mostrou como um fator de

maior relevância para provocar a incidência de síndrome ascítica nas aves, do

que a presença de aflatoxinasnas rações.

Ostratamentos avaliados (selênio, mycosorb e ascitec) não contxmuiram

para diferenciar as atividades das enzimas estudadas nas aves normais e

asciticas.

Em vista dos dados obtidos neste trabalho, fazem-se necessários estudos

de outros sistemas enzimáticos (como por exemplo, superóxido dismutase,

catalase, gucose-6-fosfato-desidrogenase, etc...), envolvidos no mecanismo da

síndrome ascítica, para se tentar elucidar o funcionamento adequado destes

sistemas enzimáticos nestas aves e sugerir, desta forma, um método de controle

sob o aspecto bioquímico para a síndrome ascítica.
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TABELA IA: Análise de variância e coeficiente de variação para peso vivo aos 7,14,21,28,35 e 42 dias de idade

(experimento2).

14Fontes de

Variação G.L QM P»b.>F Q.M Prob.>F

Ração 1

Sexo 1

Tratamentos 3

Rac. x Sexo 1

Rac.xTrat. 3

SexoxTrat. 3

Rac.xSex.xTrat. 3

Resíduo 16

C.V(%)

351.1 0.049 1596.1

190.1 0.139 0.1

160.7 0.151 291.2

91.1 0.301 153.1

149.7 0.173 280.7

80.3 0.416 593.2

80.0 0.418 328.3

79.8 526.6

0.097

0.985 657.0 0.620 25.56.1 0.556

0.6569 2988.9 0.342 6238.6 0.539

0.602

0.669

0.368

0.613

6.62 7.12

IDADES

21 28 35 42

Q.M Prob.>F Q.M Prob>F Q.M Ptob.>F Q.M Prob.>F

4632.0 0.189 8385.1 0.285 33217.5 0.131 138732.7 0.019

195.0 0.901 2227.7 0.745

5896.9 0.729 22735.7 0.381

603.7 0.634 2211.1 0.584

185.0 0.972 2508.2 0.781

2666.7 0.391 911.5 0.938

1563.1 0.611 9462.7 0.284

2496.2 6860.2

7.16 7.23

1069.5 0.776

851.2 0.977

11229.1 0.506

3449.6 0.854

13349.4

7T1

6526.5 0.589

4519.3 0.883

8689.0 0.745

14394.2 0.572

20797.3

6Ü6



TABELA 2A: Análise de variância ecoeficiente de variação para ganho de peso aos 7,14,21,28,35 e42 dias de idade
(experimento 2).

GL

IDADES

Fontes de 7 14 2]1 28 35 42

Vanação Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob>F Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob>F

Ração 1 331.5 0.051 1596.1 0.097 4632.0 0.189 8352.7 0.285 33217.5 0.131 137288.0 0.019

Sexo 1 132.0 0.205 0.13 0.985 657.0 0.620 2574.0 0.554 195.0 0.901 2145.1 0.750

Tratamentos 3 156.2 0.148 291.2 0.656 2988.9 0.342 6553.4 0.541 5896.9 0.729 22702.0 0.383

Rac. x Sexo 1 94.5 0.283 153.1 0.602 603.7 0.634 2194.5 0.585 1069.5 0.776 6272.0 0.597

Rac.xTrat. 3 149.2 0.161 280.7 0.669 185.0 0.972 2494.3 0.782 851.2 0.977 4694.7 0.877

Sexo x Trat. 3 70.6 0.545 593.2 0.368 2666.7 0.391 912.2 0.938 11229.1 0.506 8981.2 0.737

Rac.x Sex. x Trat. 3 71.9 0.553 328.3 0.613 1563.1 0.611 9436.9 0.285 3449.6 0.854 14281.2 0.577
Resíduo 16 76.6 526.6 2496.2 6850.0 13349.4 20889.2

C.V(%) 9.52 8.22 7.63 7.51 7.30 7.12



TABELA 3A: Análise devariância e coeficiente devariação para consumo deração aos 7,14,21,28,35 e 42dias de

idade(experimento2).

G.L

IDADES

Fontes de
'
7 14 21 28

t 35 42

Variação Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob>F Q.M Prob.>F

Ração 1 12.5 0.543 9112.5 0.0009 5618.0 0.133 0.017 0.174 0.008 0.640 0.133 0.504

Sexo 1 300.1 0.007 72.0 0.712 760.5 0.578 0.017 0.174 0.075 0.159 2.673 0.006

Tratamentos 3 60.4 0.165 3359.5 0.0044 10933.1 0.014 0.005 0.592 0.114 0.047 0.103 0.776

Rac. x Sexo 1 0.50 0.896 50.0 0.756 2278.1 0.665 0.0007 0.776 0.013 0.553 0.042 0.701

Rac.xTrat. 3 33.0 0.398 570.5 0.372 2774.1 0.337 0.013 0.256 0.207 0.006 0.500 0.188

Sexo x Trat 3 176.4 0.008 415.5 0.507 6951.0 0.058 0.005 0.624 0.064 0.180 0.274 0.572

Rac x Sex x Trat. 3 20.0 0.605 1584.4 0.055 9983.7 0.019 0.045 0.010 0.045 0.310 0.317 0.363

Resíduo 16 31.4 511.4 2286.9 0.008 0.034 0.278

C.V(%) 3.48 4.17 3.94 4.61 5.80 10.97



TABELA 4A: Análise de variância ecoeficiente de variação para conversão alimentar aos 7,14,21,28,35 e42 dias de
idade (experimento 2).

G.L

IDADES
.

Fontes de 7 14 21 28 35 42

Variação Q.M Prob>F Q.M Prob>F Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F

Ração 1 0.091 0.159 0.002 0.757 0.008 0.566 0.001 0.794 0.035 0.598 0.302 0.050
Sexo 1 0.003 0.789 0.001 0.817 0.001 0.804 0.002 0.718 0.033 0.589 0.914 0.002

Tratamentos 3 0.037 0.519 0.038 0.301 0.054 0.107 0.019 0.360 0.035 0.535 0.056 0,504

0.025 0.556
Rac. x Sexo 1 0.009 0.648 0.012 0.536 0.0001 0.933 0.011 0.576 0.001 0.983

Rac. x Trat. 3 0.043 0.412 0.006 0.880 0.004 0.887 0.018 0.390 0.081 0.196 0.159 0.116

Sexo x Trat. 3 0.046 0.385 0.012 0.730 0.020 0.536 0.001 0.961 0.028 0.615 0.020 0.834
Rac x Sex x Trat. 3 0.046 0.385 0.008 0.836 0.002 0.947 0.006 0.758 0.006 0.935 0.044 0.601

Resíduo 16 0.042 0.029 0.023 0.016 0.046

C.V(%) 11.78 8.76 8.16 7.00 10.54 11.23



TABELA 5 A: Atividade enzimática da glutationa peroxidase (GSH-Px) em fígados de frangos de corte, criados de 1a
42 dias de idade.

FONTES DEVARIAÇÃO

TRATAMENTOS

IDADE (DIAS)

RAÇÕES 7 14 21 28 35 42 MÉDIAS

CONTROLE 6.51 17.91 9.67 17.88 22.81 16.21 15.16 A

SELÊNIO 10.19 15.67 11.48 16.01 21.32 20.27 15.83 A

RNC MYCOSORB 10.31 15.93 11.03 19.73 22.46 21.48 16.82 A

ASCITEC 9.11 13.35 10.92 16.40 20.75 20.48 15.17 A

CONTROLE 10.68 20.46 7.90 17.71 19.81 18.53 15.86 A

SELENIO 10.06 14.90 . 10.65 16.80 17.04 19.24 14.78 AB

RC MYCOSORB 7.57 15.53 11.06 10.39 16.69 17.39 13.10 B

ASCITEC 8.89 16.41 11.49 12.61 17.61 15.63 13.77 AB

MÉDIAS 9.17c 16.27b 10.52c 15.94b 19.82a 18.66a

RNC 9.03A 15.71A 10.77A 17.51A 21.83A 19.61A 15.75 A

RC 9.30A 16.82A 10.27A 14.38B 17.81B 17.70A 14.38 B

C.V(%)

Médias seguidas de letras minúsculas iguais nas linhas e maiúsculas nas colunas não diferem entre si peloteste detukey
(P>0.05)
C. V (%) Coeficiente de Variação



TABELA 6A: Atividade enzimática da glutationa redutase (GSHR) em fígados de frangos de corte, criados de 1a42
dias de idade.

FONTE

RAÇÕES

ES DEVARIAÇÃO

TRATAMENTOS

CONTROLE

7 14 21

IDADE (DIAS)

28 35 42 MÉDIAS

9.68Ac 24.83Abc 27.75Ab 30.16Aab 45.93Aa 24.15Abe 27.08 A

SELENIO 11.74Ac 27.50Abc 36.01 Aab 25.95Abc 47.64Aa 18.23Ac 27.84 A

RNC MYCOSORB 25.22Aa 33.37Aa 35.26Aa 26.10Aa 36.90Aba 19.60Aa 29.40 A

ASCITEC 19.82Ab 35.74Aab 41.57Aa 29.82Aab 27.17Bab 26.78Aab 30.15 A

CONTROLE 20.08Ab 28.20Aab 35.72Aab 29.95Aab 41.75Ba 24.87Aab 30.09 A

SELÊNIO 25.06Ab 22.68Ab 28.46Ab 22.75Ab 60.29Aa 21.93Ab 30.19 A

RC MYCOSORB 15.44Ac 19.48Abe 36.94Aab 28.09Abc 48.16Aba 26.67Abc 29.13 A

ASCITEC 17.17Ab 27.65Ab 29.58AÒ 25.05Ab 51.31ABa 29.70Ab 30.08 A

MÉDIAS 18.03d 27.43c 33.91b 27.23c 44.90a 23.99cd

RNC 16.62Ad 30.36Abc 35.15Aab 28.01Abc 39.41 Ba 22.18Acd 28.62 A

RC 19.43AC 24.50Abc 32.67Ab 26.46Abc 50.37Aa 25.79Abc 29.87 A

C.V(%)

(P>0.05)
C.V (%) Coeficiente deVariação



TABELA 7 A: Atividade enzimática da glutationa s-transferase (GST) em fígados de frangos decorte, criados de 1a42
dias de idade.

FONTE!S DEVARIAÇÃO

TRATAMENTOS 7

IDADE (DIAS)

RAÇÕES 14 21 28 35 42 MÉDIAS

CONTROLE 85.29Ac 168.21Aa 82.84Ac 126.80Ab 100.46Abe 113.41 Abe 112.90 A

SELÊNIO 80.49AÒ 127.88Ba 110.49Aab 107.65Aab 130.91Aa 130.30Aa 114.62 A

RNC MYCOSORB 107.15Aa U4.24Ba 100.68Aa 117.41Aa 133.27Aa 105.86Aa 113.10 A

ASCITEC 103.34Aa 125.43Ba 96.87Aa 132.85Aa 134.07Aa 118.87Aa 118.57 A

CONTROLE 98.37Ab 143.27Aa 98.21AÒ 90.27Ab U5.20Aab 105.77Aab 108.63 A

SELÊNIO 88.77Aab 113.91Aab 82.75Ab 119.43Aab 123.93Aa 112.10Aab 106.81 A

RC MYCOSORB 92.47Aa 115.13Aa 91.29Aa 123.25Aa 128.90Aa 93.93Aa 107.49 A

ASCITEC 103.48Aa 116.40Aa 98.26Aa 96.59Aa 118.31 Aa 125.03Aa 109.68 A

MÉDIAS 94.92c 128.11a 95.18c 114.37b 123.13ab 113.16b

RNC 94.07A 134.04A 97.72A 121.18A 124.68A 117.11A 114.80 A

RC 95.77A 122.18A 92.63A 107.56A 121.58A 109.21 A 108.15 B

C.V(%)

Médias seguidas de letras minúsculas iguais nas linhas e maiúsculas nas colunas não diferem entre si pelo teste de tukey
(P>0.05)
C. V (%) Coeficientede Variação



TABELA 8 A: Análise de variância e coeficiente de variação para aatividade enzimática da GST, GSH-Px eGSHR em
frangos de corte aos 7,14,21,28,35 e 42 dias de idade (experimento 2).

G.L

ENZIMAS

Fontes de Variação GST GSH-Px GSHR

Q.M PROB. > F Q.M PROB. > F Q.M PROB. > F

Idade 5 6165.9012 0.00001 2736.1592 0.00001 596.3672 0.00001

Ração 1 2120.1648 0.01386 75.3518 0.31366 89.5167 0.00141

Tratamentos 3 151.7170 0.73004 19.7545 0.84889 9.9458 0.29434

Idade x Ração 5 259.3911 0.59018 279.3817 0.00322 31.9796 0.00229

Idade x Trat. 15 1048.2217 0.00048 117.5600 0.07989 14.3352 0.03987

Ração xTart. 3 52.4359 0.92803 33.5779 0.71663 39.5331 0.00302

Idade x Ração x Trat. 15 607.8927 0.04642 154.4793 0.01270 10.7418 0.18188

Resíduo 144 346.3099 73.4189 7.9760

C.V(%) 16.69 29.29 16.69



TABELA 1B: Análise de variância e coeficiente de variação para aatividade enzimática da glutationa peroxidase em

frangos de corte aos 7,21 e 42 dias de idade (Experimento 1).

FONTES DE

VARIAÇÃO G.I

Fontes de Se 1

Idades 2

Níveis de Se 5

Fontes x Idades 2

Fontes x Níveis 5

Idades x Níveis 10

Font. x Idades x Nív. 10

Resíduo 36

C.V(%)

Q.M
0.2661067

84.5547612

312.0687047

112.8128879

92.8655206

214.2007334

122.3387322

18.1064811

25.43

PROB.>F

0.89989

0.01546

0.00001

0.00501

0.00147

0.00001

0.00004



TABELA 2B: Análise de variância ecoeficiente de variação para ganho de peso (GP), consumo de ração (CR) i
conversão alimentar (CA) aos 21 e 42 dias de idade (experimento 1).

IDADES

Fontes de GP CR " '

Variação G.L 21 42 21 47 21 42~
CA

Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F

FontesdeSe 1 0.013 0.002 0.050 0.042 0.001 0.634 0.097 0.236

Níveis de Se 5 0.001 0.155 0.001 0.983 0.007 0.023 0.081 0.328

Fontes x Níveis 5 0.001 0.306 0.002 0.946 0.004 0.104 0.015 0.931

Resíduo 12 0.008 0.009 0.001 0.062

CV(%) 5?78 53Õ 4J5 6^í 9T1 6M

Q.M Prob.>F Q.M Prob.>F

0.119 0.050 0.006 0.528

0.060 0.106 0.029 0.166

0.036 0.288 0.003 0.937

0.025 0.015




