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OLEO DE SEMENTE DE MARACUJA NA SAUDE DE FRANGOS DE
CORTE

Resumo Geral

O estresse térmico proporciona muitos prejuizos na avicultura industrial e com o objetivo
deminimizé-los, estratégias nutricionais vém sendo adotadas, com énfase, principalmente
aos alimentos naturais. O objetivo desse trabalho foi estudar o efeito da suplementacdo
de 6leo da semente de maracuja (OSM) na imunidade e respostas imunes, qualidade de
carne e sistema antioxidante de frangos de corte. Para isso foram utilizados 450 pintainhos
de 1 dia de idade, machos, da linhagem Cobb® 500, alojados em gaiolas de arame
galvanizado, em duas camaras com 45 gaiolas cada. O delineamento foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 5, sendo duas temperaturas (termoneutra e estresse
ciclico pelo calor) e cinco tratamentos (controle sem inclusdo de OSM + quatro niveis de
inclusdo de OSM (0,30; 0,50; 0,70; 0,90%) com nove repeticdes de cinco aves cada. A
racdo foi desprovida de antibioticos como melhorador de desempenho, porém acrescida
de anticoccidiano em todos os tratamentos. Os dados foram analisados utilizando-se
andlise de variancia com auxilio do SAS 9.3 (SAS Institute, 2008) e, sendo significativas
a (P<0,05) no teste de média pelo teste de Tukey. Houve efeito significativo para o peso
Vivo ao abate e peso de cortes comerciais, para frangos criados em ambiente termoneutro,
que apresentaram maiores valores em relacdo ao estresse por calor, e a gordura abdominal
apresentou menor valor para aves desafiadas por calor. O OSM influenciou no maior peso
(em gramas) das pernas. Frangos de corte criados em estresse por calor apresentaram
menores valores de a* na musculatura do peito do que os frangos criados em ambiente
termoneutro. Em relacdo a analise protedmica eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE) do plasma sanguineo para resultados voltados a qualidade de
carne, a proteina Actin alpha skeletal muscle, apresentou diferenca significativa nos
tratamentos com incluséo de 0,9% de OSM em ambas as temperaturas (estresse por calor
e termoneutra) e, Neuropilin-1, no tratamento termoneutro com 0% de inclusdo de OSM.
Com 21 dias de idade foi observado uma interacdo significativa para titulacdo de
anticorpos, sendo que frangos criados em ambiente de estresse que receberam o nivel de
0,90% de OSM, apresentaram maior valor de titulacdo vacinal. Aos 28 dias de idade,
novamente os animais que receberam 0,90% de inclusdo de OSM e, independente do
ambiente de criacdo, apresentaram maiores valores de titulos de anticorpos. Na anélise

protedmica do plasma sanguineo (2D-PAGE) foram encontradas diversas proteinas que
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estdo relacionadas com o sistema imunolégico dos frangos de corte: Complement factor
B-like protease (Fragment); Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Mannose-
binding protein; Zinc finger protein ubi-d4; Ig lambda chain C region; Ig lambda chain
V-1 region; Apolipoprotein A-l. A andlise protedmica também apresentou resultados
referentes a manutengdo do epitélio gastrointestinal, com a expressdo diferencial de
Retinol-binding protein 4 e, Homeodomain-only protein. Houve maior % de reducéo de
DPPH com a maior incluséo do OSM, assim como maior expressao de Alcohol
dehydrogenase 1, nos tratamentos com maior inclusdo de OSM. Também houve diferenca
significativa para o efeito temperatura sobre a atividade da enzima catalase que se
apresentou maior em ambiente termoneutro. Assim como, Nuclear receptor coactivator
7 que foi diferencialmente expresso no tratamento 0% de frangos de corte criados em
ambiente termoneutro. Hemoglobin subunit epsilon teve sua expresséo diferenciada no
tratamento 0,9% de frangos de corte criados em ambiente de estresse. Além disso, varios
spots proteicos relacionados as chaperonas moleculares foram diferencialmente expressas
nos tratamentos 0,5% e 0,9% de inclusdo de OSM em ambas as temperaturas de criacéo.
Membrane-associated progesterone receptor component 1 foi diferencialmente expresso
nos tratamentos de 0,9% de inclusdo de OSM em ambos o0s ambientes de criacéo.

Palavras-chave: Avicultura, estresse térmico, nutricio de frangos de corte,

permeabilidade intestinal, qualidade de carne.
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PASSION FRUITSEED OIL IN THE HEALTH OF BEARING CHICKENS

Abstract
Heat stress causes many damages in industrial poultry farming and in order to minimize
them, nutritional strategies have been adopted, with emphasis, mainly on natural foods.
The objective of this work was to study the effect of passion fruit seed oil (OSM)
supplementation on immunity and immune responses, meat quality and antioxidant
system of broiler chickens. For this, 450 1-day-old male chicks of the Cobb® 500 strain
were used, housed in galvanized wire cages, in two chambers with 45 cages each. The
design was completely randomized, in a 2 x 5 factorial scheme, with two temperatures
(thermoneutral and cyclic heat stress) and five treatments (control without inclusion of
OSM + four levels of inclusion of OSM (0.30; 0.50; 0) .70; 0.90%) with nine replicates
of five birds each.The ration was devoid of antibiotics as a performance enhancer, but
added anticoccidial in all treatments. Data were analyzed using analysis of variance with
the aid of SAS 9.3 (SAS Institute, 2008) and, being significant (P<0.05) in the mean test
by the Tukey test. which had higher values in relation to heat stress, and abdominal fat
had lower value for heat challenged birds. OSM influenced the higher weight (in grams)
of the legs. Broilers reared under heat stress had lower value a* in the breast musculature
than broilers raised in a thermoneutral environment. Regarding proteomic two-
dimensional electrophoresis analysis in polyacrylamide gel (2D-PAGE) of blood plasma
for meat quality results, the protein Actin alpha skeletal muscle showed a significant
difference in treatments with inclusion of 0.9% OSM in both temperatures (heat stress
and thermoneutral) and, Neuropilin-1, in thermoneutral treatment with 0% inclusion of
OSM. At 21 days of age, a significant interaction for antibody titration was observed, and
broilers reared in a stress environment that received the level of 0.90% of OSM had a
higher value of vaccine titration. At 28 days of age, again the animals that received 0.90%
inclusion of OSM and, regardless of the rearing environment, had higher antibody titers.
In the proteomic analysis of blood plasma (2D-PAGE) several proteins that are related to
the immune system of broiler chickens were found: Complement factor B-like protease
(Fragment); Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Mannose-binding protein;
Zinc finger protein ubi-d4; Ig lambda chain C region; Ig lambda chain V-1 region;
Apolipoprotein A-I. Proteomic analysis also showed results regarding the maintenance of
the gastrointestinal epithelium, with the differential expression of Retinol-binding protein
4 and Homeodomain-only protein. There was a greater % reduction of DPPH with the
12



greater inclusion of OSM, as well as greater expression of Alcohol dehydrogenase 1, in
treatments with greater inclusion of OSM. There was also a significant difference for the
temperature effect on the catalase enzyme activity, which was higher in a thermoneutral
environment. As well as, Nuclear receptor coactivator 7 which was differentially
expressed in the 0% treatment of broilers reared in thermoneutral environment.
Hemoglobin subunit epsilon had its expression differentiated in the treatment of 0.9% of
broilers reared in stress environment. Furthermore, several protein spots related to
molecular chaperones were differentially expressed in the 0.5% and 0.9% OSM inclusion
treatments at both rearing temperatures. Membrane-associated progesterone receptor
component 1 was differentially expressed in treatments of 0.9% inclusion of OSM in both
rearing environments.

Keywords: Poultry, heat stress, broiler nutrition, intestinal permeability, meat quality.
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Consideracdes Iniciais

A pandemia causada pela COVID-19 trouxe iniumeros desafios para todos. De
acordo com o Ultimo Relatério Global sobre Crises Alimentares (GRFC, 2020), em 2019
quase 135 milhdes de pessoas em 55 paises passaram fome aguda. Desde o inicio da
pandemia por COVID-19, esses numeros tém aumentado. As cadeias de abastecimento
foram desaceleradas e interrompidas por atrasos no transporte, mercados fechados e
restricGes a exportacdo (ABPA, 2021).

Apesar do cendrio desfavoravel para maioria dos setores, a producédo de carne de
frangos aumentou, saltando de 13,245 em 2019 para 13,845 milhdes de toneladas em
2020. O Brasil € o maior exportador mundial de carne de frangos, exportando 31% da sua
producdo e, terceiro maior produtor mundial (ABPA, 2021). Destaca-se também no
cenario de producdo de grdos, sendo o maior produtor de soja do mundo, produzindo
135,4 milhdes de toneladas (CONAB, 2021). O aumento da producéo de aves na Asia e
na América Latina, em particular, deve representar 60% do aumento global da carne de
aves. Este crescimento sera estimulado por baixos custos de produ¢do, um curto ciclo,
altas taxas de conversdo de alimentos (OECD FAO, 2020).

As projecbes para 0s proximos anos demonstram que, com 0 aumento da
conscientizagdo do consumidor sobre questfes de dieta e saude, deve-se aumentar o
consumo de aves e peixes e reduzir o consumo de carne vermelha e aclcar. Essas
mudancas serdo particularmente pronunciadas em paises de alta renda (OECD FAO,
2020). O consumidor também tem buscado por alimentos funcionais, enriquecidos com
nutrientes essenciais, que podem melhorar a salde e o bem-estar e reduzir o risco de
doencas (GRASHORN, 2011).

Essa demanda por carne de aves apresenta perspectiva de aumento pois, além de
ter seu consumo maior em paises com alta renda por seus atributos de satde superiores,
também atende as necessidades de paises de baixa renda, onde o consumo sera
impulsionado por sua ampla aceitacdo cultural aliado aos precos mais baixos, tornando
as aves a carne de preferéncia dos consumidores nos paises em desenvolvimento (OECD
FAO, 2020).

O consumo de carne de aves esta projetado para aumentar globalmente, sendo
responsaveis por 50% da carne adicional consumida. O aumento das importacdes na

proxima década serd composto principalmente de aves, 0 maior contribuinte e, carne

15



bovina. Juntos esses dois tipos de carne, devem responder pela maioria das importacoes
adicionais de carne para a Asia e Africa (OECD FAOQ, 2020).

O curto ciclo de producéo permite que os produtores respondam rapidamente aos
sinais do mercado, além de permitir melhorias rapidas na genética, na saide animal e na
nutricdo. A carne de frango continuara a ser o principal impulsionador do crescimento da
producdo de carne, embora em um ritmo mais lento em relacdo a década passada. A
producdo se expandira rapidamente com ganhos de produtividade sustentados na China,
Brasil e Estados Unidos, e investimentos feitos na Unido Europeia. A rapida expansdo
também esta prevista na Asia, uma vez que o abandono do consumo de carne de suino no
curto prazo, por conta dosurto de peste suina africana, beneficiara as aves no médio prazo
(OECD FAO, 2020).

As exportacOes de carne estdo concentradas e, a participacdo combinada dos trés
maiores exportadores de carne - Brasil, Unido Europeia e Estados Unidos - esta projetada
para chegar a quase 60% das exportacdes mundiais de carne até 2029. Na América Latina,
é esperado alta participacdo dos paises exportadores tradicionais no comércio global de
carne, beneficiando-se da desvalorizagcdo de suas moedas e da producdo excedente de
grdos para racdo (OECD FAO, 2020).

Essa expansdo na producdo se deve as melhorias em procedimentos de manejo,
sanidade, melhoramento genético, nutricdo e, abundancia em matérias primas de
qualidade. Sendo, cada vez mais impulsionada pelo crescimento na demanda devido as

mudancas nos padrbes de consumo.

1. Revisdo de Literatura

1.1 Estresse por calor na avicultura e suas consequéncias fisioldgicas

A ocorréncia natural de estressor ambiental, como altas temperaturas, causam
efeitos prejudiciais e, ainda é considerado um problema comum na criagdo de frangos de
corte no Brasil (LARA e ROSTAGNO, 2013; BELAL et al., 2018). Segundo a definicao,
0 termo estresse representa a resposta do organismo, enquanto agente causador é definido
como estimulo estressante ou estressor (PICKERING, 1981). Sendo assim, o agente
estressor é aquele que possui a capacidade para alterar a homeostasia, como por exemplo,
fome, dor, calor/frio, ansiedade, medo, entre outros fatores, provocando respostas que séo
mediadas pelo sistema nervoso autdénomo (SNA) e pelo eixo hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HHA) (PAGLIARONE et al., 2016).
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Aves e suinos dispdem do centro termorregulador localizado no hipotalamo,
compreendido por uma regido do sistema nervoso central, onde recebem estimulos de
termorreceptores localizados na pele, medula espinhal, 6rgdos abdominais e vasos
sanguineos (ANDERSSON e JONASSON, 2006). O SNA ¢ responsavel pela resposta
mais imediata a exposi¢do ao estresse.

O eixo HHA, recebe o estimulo nervoso que chega ao hipotalamo, provocando a
liberacdo do horménio liberador de corticotropina (CRH). O CRH atua sobre a hipofise
estimulando a producéo e secre¢do do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). O ACTH
liberado na circulacdo sanguinea chega até a glandula suprarrenal e estimula a secrecao
de glicocorticoides elevando os niveis circulantes, como, por exemplo, do cortisol
(PAGLIARONE etal., 2016).

A gléndula suprarrenal desempenha papel importante nessa reacdo hormonal em
animais que ndo estejam em homeostase, sendo responsavel pela producédo de hormdnios
esterdides, importantes para a adaptacdo as condi¢des adversas proporcionada pelo
estresse, como cortisol, corticosterona, esteroides sexuais e aldosterona, além da
noradrenalina e adrenalina (ANDERSSON e JONASSON, 2006).

Os horménios cortisol e corticosterona representam o principal produto da
secre¢do hormonal na glandula suprarrenal, possuindo como regulador de sua secre¢do o
ACTH (adenohipofise) (BREUNER e ORCHINIK, 2002). O animal em situacOes de
estresse aciona rapidamente respostas da glandula suprarrenal, resultando em aumento na
producéo de glicocorticoides e catecolaminas. Esse aumento na producéo de hormdnios
representa o primeiro mecanismo de defesa do sistema enddcrino para proteger o
organismo contra as condicdes estressantes (BREUNER e ORCHINIK, 2002; MOSTL e
PALME, 2002).

As adaptacdes fisiologicas do animal em relacdo ao estresse térmico, tem como
consequéncia a expressdo de proteinas relacionadas ao estresse (ZENG et al., 2013;
TANG et al.,, 2015), as quais se manifestam em mudancas moleculares em nivel
gendmico, transcriptdmico, metabolémico e protedbmico (JASTREBSKI et al., 2017).
Entre essas adaptacdes, ocorre a expressdo dos genes das proteinas de choque térmico
(HSPs) que codificam as chaperonas moleculares responsaveis pela estabilizacdo das
estruturas das proteinas em temperaturas altas (FEDER e HOFMANN, 1999; BELAL et
al., 2018).
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As HSPs exercem fungOes importantes no crescimento, desenvolvimento,
diferenciacdo e sintese de proteinas (DAVENPORT et al., 2014), além de
desempenharem fung&o reguladora em resposta ao estresse tanto nos tecidos quanto nas
células dos animais (XU et al., 2018). HOSSEINI et al. (2018) observaram menor
expressao dos genes HSP70 no cérebro e coragdo de frangos submetidos a alta densidade
populacional (20 aves/m?) quando alimentados com dietas suplementadas com mistura de
6leos essenciais provenientes dos extratos vegetais (canela e tomilho). Indicando que, o
uso de extratos vegetais pode auxiliar no aumento da tolerancia em condicGes estressantes
e, proteger contra danos oxidativos em frangos de corte.

Além disso, as condicdes de estresse por calor afetam os parametros fisioldgicos
e imunoldgicos em frangos de corte (XU et al., 2018). Recentemente verificou-se que o
estresse caldrico em frangos de corte alterou a expressdo das proteinas das jungdes
oclusivas do epitélio intestinal, onde a barreira intestinal de frangos de corte pode ser
adversamente afetada. O estresse, agudo ou crénico, induz a disbiose, associada a
alteracdes da permeabilidade intestinal, caracterizadas por redistribuicdo temporaria das
proteinas das juncdes de oclusdo (SONG et al., 2014). A molécula de FITC-d é
considerada indicador de permeabilidade intestinal em frangos de corte. Essa
macromolécula (3-5 kDa) normalmente ndo é absorvida pela mucosa intestinal intacta.
No entanto, durante a inflamacéo entérica, como ha ruptura das juncbes oclusivas nas
celulas epiteliais, ocorre aumento da permeabilidade e a passagem de FITC-d na
circulagdo sanguinea (VICUNA et al., 2015).

Nas aves o0 estresse por calor também interfere de forma negativa no sistema
antioxidante, uma vez que a peroxidacéo lipidica nos tecidos se eleva gerando acumulo
de radicais livres. Este acimulo favorece alteracdes na célula e, consequentemente,
diminuicdo no desempenho zootécnico e deterioracdo da qualidade dacarne (MAINI et
al., 2007). A peroxidacdo lipidica € o fator mais prevalente na conservacgéo e que afetard
decisivamente a retencdo de agua e a cor da carne (DEL PUERTO et al., 2016). A
peroxidacdo de é&cidos graxos poliinsaturados altera a composicdo, estrutura e
propriedades das membranas (fluidez, permeabilidade) (MORRISSEY et al., 1998).

Dessa forma, com o objetivo de reduzir os efeitos prejudiciais que o estresse
térmico proporciona na avicultura industrial desde a diminuicdo do crescimento, alteracéo
na permeabilidade intestinal e, de parametros fisiologicos até a menor qualidadeda carne,

estratégias nutricionais vém sendo adotadas com o intuito de promover melhor producgéo
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e bem-estar animal, enfatizando, principalmente aos alimentos naturais (BRENES e
ROURA, 2010; PLACHA et al., 2014).

1.3 Sistema antioxidante

A geragdo de radicais livres € um processo continuo e fisiologico, realizando
fungBes biologicas relevantes (BARBOSA et al, 2010). Durante 0S processos
metabdlicos, os radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em
varias reacdes bioguimicas. Sua producdo, em proporcfes adequadas é importante para
varias funcoes fisioldgicas, como a geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia
transportadora de elétrons, ativacdo de genes, participacdo de mecanismos de defesa
durante o processo de infeccdo, fagocitose, regulagéo do crescimento celular, sinalizagéo
intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes (BARBOSA et al., 2010).

Porém, a producdo em excesso pode conduzir a danos oxidativos (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997), que ocorrem quando a producdo de oxidantes ultrapassa os limites
dos sistemas antioxidantes, ocorrendo desequilibrio, que pode determinar a oxidacéo de
biomoléculas com consequente perda de suas funcbes bioldgicas e/fou desequilibrio
homeostatico (SHAMI et al., 2004). Esse desequilibrio vai gerar diferentes respostas
celulares que é influenciado pelo tipo de célula e, nivel de estresse oxidativo. Quando o
nivel de estresse é baixo, muitas células respondem aumentando a proliferagdo celular e,
guando o estresse oxidativo aumenta, as respostas celulares mudam podendo determinar
aoxidacéo de proteinas, lipideos, DNA resultando em lesdes oxidativas (CAMINI, 2014).
Essas células podem ainda se recuperar substituindo ou, reparando as moléculas lesadas
(exemplo DNA) ou, podem sobreviver com lesdes. Em situagdes extremas pode ocorrer
mecanismos de morte celular (exemplo apoptose e necrose) (HALLIWELL etal., 2015).
Esses danos ocorrem ao DNA, proteinas e organelas celulares, mitocondrias e
membranas, provocando alteragdes na estrutura e funcées celulares (HALLIWELL et al,
1992).

O objetivo dos mecanismos de defesa antioxidante é de limitar os niveis
intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos (SHAMI et al.,
2004). Dessa forma, o antioxidante € definido como uma substéncia que retarda, previne
ou remove lesdes oxidativas (HALLIWELL et al., 2015). Esse conceito inclui enzimas
antioxidantes e, compostos ndo enzimaticos. As células produzem enzimas antioxidantes,
como exemplo superoxido dismutase (SOD), catalases (CAT) e, glutationa peroxidases

(GPx), que agem por mecanismo de prevenc¢do, impedindo ou controlando os radicais
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livres em excesso e prevenindo danos a estrutura celular (SIES, 1993). As defesas
antioxidantes ndo enzimaticas incluem grande variedade de moléculas com capacidade
de sequestrar espécies reativas de oxigénio (ERO) (FINKEL et al., 2000; VALKO et al.,
2007) incluindo compostos sintetizados pelo proprio organismo (exemplo glutationa,
bilirrubina, piruvato, coenzima Q, melatonina, acido Urico) e compostos incluidos a partir
da dieta (exemplo tocoferol, ascorbato, carotenoides, flavonoides) (HALLIWELL et al.,
2015). Essas defesas antioxidantes podem atuar de duas maneiras: como removedor do
agente, antes que ele cause lesdo, ou como reparador da lesdo. Com excecao da vitamina
E, que é um antioxidante estrutural damembrana, a maior parte dos agentes antioxidantes
encontra-se no meio intracelular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Nas condicdes em que as defesasantioxidantes end6genas ndo sdo suficientes para
impedir os danos oxidativos, compostos da dieta, com propriedades antioxidantes podem
exercer efeitos benéficos e aumentar as defesas celulares contra o dano oxidativo
(RODRIGO etel., 2007).

Os antioxidantes naturais obtidos por meio da dieta agem na fase de iniciagdo da
reacdo, reagindo de forma a interferir na participagdo do O2 ou competindo com 0s
radicais livres dos acidos graxos (BOBBIO et al., 1992). Estes compostos tanto podem
inibir radicais livres, ou ainda interferir na atividade de certas enzimas aumentando ou
diminuindo a sua atividade (DRUZYNSKA et al., 2008).

Pesquisas que buscam por compostos de origem natural tém verificado que muitos
vegetais, em particular as especiarias e frutas, apresentam em sua constituicdo além dos
nutrientes essenciais, compostos com acdo digestivas (HAFEEZ et al., 2015) e,
antioxidantes (HALLIWELL 1996, HARBORNE e WILLIAMS, 2000). A funcdo
antioxidante dos extratos vegetais é de extrema importancia, a qual tem sido estudada
com a finalidade de melhorar a estabilidade oxidativa em diversos alimentos, tais como:
carne de frango, carne bovina e ovos (PLACHA et al., 2014). O uso de compostos de
origem natural, na alimentacdo animal, esta se tornando uma alternativa contra os danos
do estresse oxidativo.

1.4 Acidos graxos e o Sistema imunoldgico
Os acidos graxos exercem diversas funcdes sobre as células imunol6gicas, como
por exemplo: servem de combustivel para geracdo de energia, compdem fosfolipidios da
membrana plasmatica contribuindo com propriedades fisicas e funcionais das
membranas, regulam a expressdo de genes com efeitos na atividade de receptores,
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processos de sinalizagdo intracelular ou em fatores de transcrigdo celular. Além disso,
podem modular a producdo de citocinas, a proliferacdo de linfocitos, a expressao de
moléculas de superficie, fagocitose, apoptose e podem inibir a atividade de células
natural killer (CALDER et al., 2009).

O 0leo da semente de maracuja apresenta acdo no sistema imune em fungéo da
presenca do acido linoleico (PUFASs n-6), sendo que representa aproximadamente 69 %
da sua composicdo. Esse acido graxo € encontrado nas sementes de plantas oleaginosas,
principalmente nos 6leos de soja, milho, girassol e nas castanhas (YOUDIM et al., 2000).
Assim como 0s PUFASs n-6 os n-3 sdo também denominados acidos graxos essenciais,
que ndo podem ser sintetizados pelas células animais, devendo ser obtidos por meio da
dieta(YEHUDA et al., 2002).

O é&cido linoleico é convertido em &cido araquiddnico (AA) por enzimas
dessaturase e elongases, podendo servir de precursor para eicosanoides, mediadores
inflamatdrios (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) (SIMOPOULOS, 2004). O
acido araquiddnico esta presente nas membranas plasmaticas de praticamente todas as
células, como por exemplo: eritrdcitos, plaguetas, mondcitos, linfocitos, granuldcitos,
fibroblastos, células endoteliais, neuronais, hepaticas, do neuroblastoma e da retina
(SIMOPQOULOS, 2002).

Em resposta a diferentes estimulos, o acido araquidénico pode ser liberado das
membranas celulares pela acdo de fosfolipases para ser metabolizado por duas diferentes
enzimas, a cicloxigenase e a lipoxigenase. A via da cicloxigenase fornece importantes
produtos metabdlicos, como a prostaciclina 12 (PGI2), o tromboxano A2 (TXA2) e as
prostaglandinas E2 (PGE?2). As lipoxigenases formam hidroperdxidos instaveis que daréo
origem aos leucotrienos B4 (LTB4), todos participando dos processos inflamatorios
(CARVALHO, 1990).

O 4cido araquidénico é precursor dos prostandides e dos leucotrienos. Os
prostandides sdo obtidos pela enzima cicloxigenase, que converte esses acidos graxos
livres em endoperoxidos, originando as prostaglandinas e tromboxanos. Os leucotrienos
sdo obtidos pela acdo da enzima lipoxigenase, que também esta relacionada com a
producdo das lipoxinas (YOUDIM, 2000). Tanto os prostandides como 0s leucotrienos
agem de forma autdcrina e paracrina, influenciando inumeras funcdes celulares que
controlam mecanismos fisioldgicos e patolégicos no organismo (SMITH, 1988). Entre os

prostandides, a maior afinidade do AA pela cicloxigenase resulta em maior probabilidade
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de obtencdo das prostaglandinas e tromboxanos da série 2. A essa série pertencem o
tromboxano A2 e as prostaglandinas E2 e 12, que participam de inUmeros processos
inflamatdrios no organismo. Contudo, os seus correspondentes da série n-3 possuem
propriedades anti-inflamatorias (SIMOPOULQOS, 2004).

O uso de acidos graxos poliinsaturados na dieta demonstra grande influéncia na
modulacdo do sistema imunologico de aves (PARMENTIER et al., 1997). Sua inclusao
tem efeitos aprimoradores nas respostas de anticorpos e nas respostas inflamatorias, em
aves (PARMENTIER et al., 1997; SIJBEN et al., 2000), o que se torna interessante
quando esse fator pode ser usado para contornar provaveis problemas na sua criacéo.
Muitas vezes esses animais sdo criados em ambientes que desafiam seu sistema
imunolégico (CASTRUCCI et al., 1994) como por exemplo, o estresse gerado por
condicOes extremas de temperatura e de densidade elevada, que podem influenciar

negativamente o sistema imunoldgico.

1.2 Passiflora (maracuja)

O género Passiflora spp. (maracujd) apresenta elevada importancia alimentar,
ornamental, econémica e medicinal (JUDD et al., 1999). Existem mais de 500 espécies
desse género, sendo 120 espécies nativas do Brasil (CERQUEIRA-SILVAet al., 2014;
PEREIRA et al., 2015). O Brasil € 0 maior produtor e consumidor mundial de maracuja.
N&o ha informacgbes atualizadas da produgdo de maracuja nos ultimos anos, porém no
ultimo levantamento realizado no ano de 2018, o Brasil produziu aproximadamente 1
milhdo de toneladas por ano, com produtividade media de 14 t/ha/ano (IBGE, 2019).
Como demostrado na Figura 1, pelo cartograma de estados brasileiros produtores de
maracuja, segundo a legenda de producédo, em toneladas, os estados que mais produzem
sdo: Bahia, Ceard, Santa Catarina, Sdo Paulo e, Minas Gerais (IBGE, 2019).

O maracuja produzido no Brasil é exportado para paises europeus e latino-
americanos. Além do Brasil, outros paises também exploram essa cultura
comercialmente, como Equador, Colémbia, Peru, Bolivia, Venezuela, Africa do Sul e
Australia (EMBRAPA, 2019).

Estima-se que 60% da producdo brasileira de maracuja seja destinadaao consumo
in natura. O restante é destinado as indUstrias de processamento, sendo o0 suco o principal
produto (FIGUEIREDO et al., 2009). A principal utilizacdo da polpa é na fabricago de
néctares, sucos concentrados ou prontos para consumo, além do seu aproveitamento na
formula¢do mista com outras polpas de frutas e, extrato de soja. Até o momento, somente
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a polpa do maracujazeiro-azedo é usada em escala industrial com a cadeia produtiva ja
estabelecida (EMBRAPA, 2019). Neste processo, sdo descartadas toneladas de
subprodutos como cascas e sementes, que correspondem a cerca de 68% do peso total do
fruto (OLIVEIRA et al., 2002; FERRARI etal., 2004; OLIVEIRA et al. 2011).

Figura 1 - Cartograma de producdo de maracuja (toneladas) por Unidade de Federacéo
no ano de 2018.
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Existem numerosos estudos associando diferentes partes da planta a beneficios a
salide, como propriedades analgésicas, antipiréticas, anti-inflamatorias (SARAVANAN;
ARUNACHALAM e PARIMELAZHAGAN, 2014), ansioliticas (DHAWAN; KUMAR
e SHARMA, 2001), antioxidante, antimicrobianas e antidiabéticas (RUDNICKI et al.,
2007; GOSMANN et al., 2011; SARAVANAN; PARIMELAZHAGAN, 2014; SILVA
et al., 2014; PINELI etel., 2015).

Prasad (1980) identificou que as sementes do maracuja contém cerca de 23% de
6leo com caracteristicas quimicas e fisicas semelhantes as do dleo de gergelim, soja e
outros 6leos vegetais. O dleo da semente do maracuja € considerado boa fonte de acidos
graxos essenciais. O acido linoleico (n-6) é um dos principais acidos graxos do dleo da
semente de maracuja (cerca de 67,8 — 74,8%) (NYANZI et al., 2005; MALACRIDA e
JORGE, 2012), seguido pelo acido oleico (18-20%) e pelo acido palmitico (10-14%). O
acido alinolénico (n-3) é encontrado em menor quantidade (0,8-1%) (LEONEL et al.,
2000). Resultados também encontrados por Ferrari (2004), indicaram que o Oleo da
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semente de maracuji-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) apresenta predominancia
de &cidos graxos insaturados (linoleico e oleico).

O alto contetido de &cido graxo linoleico é o maior responsavel pelas insaturagdes
doo6leo. Os animais ndo sintetizam alguns &cidos graxos poliinsaturados como o linoleico
(n-6) e linolénico (n-3), sendo entdo considerados essenciais na dieta (TOGASHI et al.,
2007). Os acidos graxos poli-insaturados sdo os mais importantes lipidios bioativos e, sdo
encontrados principalmente em 6leos de sementes de plantas. S&o importantes substratos
para a biossintese de hormonios celulares (eicosanoides) e, outros compostos
sinalizadores que modulam a saude (ALUKO, 2012).

Existem dois grupos de acidos graxos essenciais, 0s acidos graxos 6mega-6 (n-6)
e 0s 6mega-3 (n-3) representados pelo acido linoleico (C18:2) e a-linolénico (C18:3),
respectivamente (MARTIN et al., 2006).

Silva e Jorge (2017) pesquisaram a composicdo de véarios 6leos obtidos de
sementes de frutas, e identificaram o total de 286,20 mg/kg de tocoferol em dleo de
semente de maracuja, além de carotenoides (6,70 pg B-caroteno/g de 6leo). Assim como
Piombo et al. (2006) verificaram a presenca de tocoferdis 465 ppm/100g em oOleo da
semente de maracuja (sendo os principais y-tocoferol 46,5% e o o-tocoferol 52,4%).

Os tocofer6is ocorrem em quatro formas: a, B, v, 6-tocoferol, sendo esse grupo
de moléculas responsavel pela atividade da vitamina E (GLISZCZYNSKA-SWIGLO et
al., 2007). Estdo entre os mais importantes antioxidantes lipossolUveis e, exercem inibigdo
efetiva na oxidacao lipidica de dleos e gorduras e também em sistemas biologicos
(KAMAL-ELDIN e APPELQVIST, 1996). A atividade antioxidante dos tocoferdis ¢,
principalmente, devida a capacidade de doar seus hidrogénios aos radicais livres,
interrompendo a propagacdo em cadeia (RAMALHO e JORGE, 2006). Além disso, 0s
tocoferdis podem inibir a oxidacdo induzida pelo oxigénio singlete, doando um elétron
originando uma molécula de oxigénio triplete que é menos reativa (KAMAL-ELDIN,
APPELQVIST, 1996).

Segundo Dhawan et al. (2004), o género Passiflora possui importantes
componentes fitoquimicos com atividade antioxidante, como compostos fendlicos,
glicosideos e alcaloides. Outros autores demostraram que o 6leo de maracuja amarelo
apresenta alto teor de compostos fendlicos, constituindo-se boa fonte de antioxidantes
(MALACRIDA e JORGE, 2012). Os compostos antioxidantes estdo presentes em

guantidadessignificativas do 6leo dasemente de maracuja, como esterois (209 mg/100g),
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sendo os principais o estigmasterol 41,7 %, B-sitosterol 41,5%, o campesterol 13,5%
(PIOMBO et al., 2006). Estes componentes podem inibir radicais livres e, atuar como
agente pro-oxidante em metais, ou ainda interferir na atividade de certas enzimas
aumentando ou diminuindo. Os fenois podem também ajudar na atividade de outros
antioxidantes, como vitaminas lipossoliveis (DRUZYNSKA et al., 2008).

Os compostos fenolicos sdo substancias produzidas no metabolismo secundario
de plantas e apresentam potencial antioxidante em situacOes de estresse oxidativo (calor
excessivo, fome, sede, entre outros) (NACZK e SHAHIDI, 2006). Nas plantas os
polifendis colaboram para caracteristicas sensoriais como, cor, odor, amargor, flavour e
estabilidade oxidativa (PANDEY e RIZVI, 2009). Isso ocorre em funcdo da estrutura
quimica, que atua como antioxidante efetivo no sequestro de radicais livres e na inibi¢do
da oxidacdo em cascata (VATTEN e SHETTY, 2005), e também a modulacdo de
moléculas bioldgicas sinalizadoras e efetoras, sendo capazes de participar nos processos
de repressdo/inducdo daexpressdo genica ou ativacdo/desativacdo de proteinas, enzimas
e fatores de transcricdo de vias metabdlicas ( DROGE, 2002; YEH e YEN 2006).

Charradi et al. (2012) investigaram o efeito da administracdo de extrato de
semente e casca de uva, contra o estresse oxidativo em camundongos e, verificaram que
os produtos foram capazes de atenuar os efeitos deletérios sobre a atividade das enzimas
antioxidantes, reduzir a producao de malonaldeido e de proteinas carboniladas.

Visto a composic¢édo do 6leo de semente de maracuja, € considerado antioxidante,
pois seus componentes apresentam acdo supressora dos radicais livres diminuindo os
danos causados pelo estresse oxidativo, que ocorre quando 0s animais sao submetidos ao
estresse. O uso do6leo desemente de maracuja (OSM) se torna interessante pois, o Brasil,
devido as caracteristicas de clima tropical, com ocorréncia natural de altas temperaturas
pode causar estresse ambiental para a avicultura (LARA e ROSTAGNO, 2013; BELAL
et al., 2018) e assim, 0 OSM pode minimizar os efeitos negativos do estresse térmico.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo de niveis
crescentes de 6leo da semente de maracuja (OSM) na dieta de frangos de corte criados
em estresse por calor e ambiente termoneutro, sobre o rendimento de carcaga, qualidade
de carne, titulagdo de anticorpos em resposta a vacinagdo, parametros hematoldgicos,
permeabilidade intestinal, atividade de enzimas do sistema antioxidante, capacidade
antioxidante, peroxidacdo lipidica e analise do proteoma plasmatico (2D-PAGE) de

frangos de corte. Sob a hip6tese de que os compostos bioativos, principalmente acido
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linoleico (n-6) e, os tocoferdis presentes no 6leo dasemente de maracuja sejam capazes
de melhorar/ atenuar os danos causados pelo estresse por calor, assim como proporcionar
uma melhora no sistema imunol6gico e que os compostos bioativos, principalmente
carotenoides presentes no 6leo da semente de maracuja, fossem capazes de reduzir os
danos oxidativos causados pelo estresse por calor.

O capitulo Il e 111 foi escrito conforme as normas do peridédico Brazilian Journal

of Poultry Science.
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Resumo

Em funcdo da constante procura por novos aditivos que assegurem a crescente
producao de carne de frangos e da busca pelos consumidores por carnes com
caracteristicas mais saudaveis e sustentaveis, o objetivo desse trabalho foi
estudar o efeito da suplementacédo de 6leo da semente de maracuja (OSM) para
avaliacdode seu potencialnaimunidade,respostas imunes e qualidade de carne
de frangos de corte. Para isso foram utilizados 450 pintainhos de 1 dia de idade,
machos, da linhagem Cobb® 500, os quais foram alojados em gaiolas de arame
galvanizado (0,4 x 0,5 x 0,6m) em duas camaras climaticas, com 45 gaiolas cada.
O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 5, sendo
duas temperaturas (termoneutra e estresse ciclico pelo calor) e cinco
tratamentos: controle (sem inclusdo de OSM) + quatro niveis de incluséo de
OSM: 0,30; 0,50; 0,70; 0,90%) com nove repeticdes de cinco aves cada. A racao
experimental foi desprovida de antibioticos como melhorador de desempenho,
porém acrescida de anticoccidiano em todos os tratamentos. Os dados foram
analisados utilizando-se analise de variancia com auxilio do SAS 9.3 (SAS
Institute, 2008) sendo significativo (P<0,05). Houve efeito significativo da
temperatura para o peso vivo ao abate e peso de cortes comerciais, estes foram
maiores para os frangos de corte criados em termoneutralidade em comparacao
aos submetidos ao estresse por calor, ja o peso da gordura abdominal foi menor
para frangos criados em estresse por calor. Houve diferenca significativa para
fatores isolados, em relagéo aos niveis de OSM para porcentagem de perda de
agua por cocg¢ao, no qual o nivel de inclusdo de OSM de 0% apresentou menor
porcentagem de perda de agua em relacdo ao tratamento de 0,7%. Frangos de

corte criados em estresse por calor apresentaram menores valores de a* na
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musculatura do peito do que os frangos criados em ambiente termoneutro. Em
relacdo a analise protedmica (2D-PAGE) do plasma sanguineo para resultados
voltados a qualidade de carne, a proteina Actin alpha skeletal muscle,
apresentou diferencga significativa nos tratamentos com incluséo de 0,9% de
OSM em ambas as temperaturas (estresse por calor e termoneutra) e,
Neuropilin-1, no tratamento termoneutro com 0% de inclusdo de OSM. Com 21
dias de idade foi observado uma interagdo significativa para titulacdo de
anticorpos, sendo que frangos criados em ambiente de estresse que receberam
o nivel de 0,90% de OSM, apresentaram maior valor de titulacdo vacinal. Aos 28
dias de idade, novamente os animais que receberam 0,90% de inclusdode OSM
e, independente do ambiente de criacdo, apresentaram maiores valores de
titulos de anticorpos. Na analise protedmica do plasma sanguineo (2D-PAGE)
foram encontradas diversas proteinas que estao relacionadas com o sistema
imunoldgico dos frangos de corte: Complement factor B-like protease
(Fragment); Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Mannose-binding
protein; Zinc finger protein ubi-d4; Ig lambda chain C region; Ig lambda chain V-
1 region; Apolipoprotein A-l. A analise protedbmica também apresentou
resultados referentes a manutencao do epitélio gastrointestinal, com a expressao
diferencial de Retinol-binding protein 4, e, Homeodomain-only protein.

Palavras-chave: avicultura, resposta imunoldgica, producao de anticorpos.
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Passion fruitseed oil boosts immune response in broilers

Abstract

Due to the constantsearch for new additives that ensure the growing production
of chicken meatand the search by consumers for meats with healthierand more
sustainable characteristics, the objective of this work was to study the effect of
supplementation with passion fruit seed oil (OSM) to assess its potential in
immunity, immune responses and meat quality of broiler chickens. For this, 450
1-day-old male chicks of the Cobb® 500 strain were used, which were housed in
galvanizedwire cages (0.4 x 0.5 x 0.6 m) intwo climatic chambers, with 45 cages
each. The design was completely randomized, in a 2 x 5 factorial scheme, with
two temperatures (thermoneutral and cyclic heat stress) and five treatments:
control (withoutinclusion of OSM) + four levels of inclusion of OSM: 0.30; 0.50;
0.70; 0.90%) with nine replicates of five birds each. The experimental food was
devoid of antibiotics as a performance enhancer, but added anticoccidial in all
treatments. Data were analyzed using analysis of variance with the aid of SAS
9.3 (SAS Institute, 2008) being significant(P<0.05). There was a significanteffect
of temperature for live weightat slaughter and weightof commercial cuts, these
were greater for broilers reared in thermoneutrality compared to those subjected
to heat stress, whereasthe weightof abdominal fatwas lower for chickensreared
under stress by heat. There was a significant difference for isolated factors, in
relation to OSM levelsfor percentage of water loss per cooking,in which the OSM
inclusion level of 0% presented a lower percentage of water loss in relation to the
treatment of 0.7%. Broilers reared under heat stress had lower a* values in the
breast musculature than broilers reared in a thermoneutral environment

Regarding proteomic analysis (2D-PAGE) of blood plasma for meat quality
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results, the protein Actin alpha skeletal muscle, showed a significant difference
in treatments with inclusion of 0.9% OSM at both temperatures (stress by heat
and thermoneutral) and, Neuropilin-1, in thermoneutral treatment with 0%
inclusion of OSM. At 21 days of age, a significantinteraction for antibody titration
was observed, and broilers reared in a stress environmentthatreceived the level
of 0.90% of OSM had a highervalue of vaccine titration. At 28 days of age, again
the animals that received 0.90% inclusion of OSM and, regardless of the rearing
environment, had higher antibody titers. In the proteomic analysis of blood
plasma (2D-PAGE) several proteins that are related to the immune system of
broiler chickens were found: Complement factor B-like protease (Fragment);
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Mannose-binding protein; Zinc
finger protein ubi-d4; Ig lambda chain C region; Ig lambda chain V-1 region;
Apolipoprotein A-I. The proteomic analysis also showed results regarding the
maintenance of the gastrointestinal epithelium, with the differential expression of
Retinol-binding protein 4 and, Homeodomain-only protein.

Keywords: poultry, immune response, antibody production.
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1. Introducéo

O sistema imunoldgico realiza suas funcdes através da geracdo de
mecanismos de defesa, que variam desde barreiras mecanicas, tais como
aquelas desempenhadas pela pele e, também a barreira celular, que possui
célulascom receptores que tem a capacidade de reconhecerantigenos,além de
gerar memoria imunologica por alguns tipos celulares (GENNERY e CANT,
2001). Os linfocitos T séo responsaveis pela imunidade mediada por células
(CALDER e KEW, 2002). Estas células podem se tornar células T citotoxicas
(CD8+) ou células T auxiliares (CD4+), estas ultimas atuam principalmente na
secrec¢do de citocinas. Os linfécitos T auxiliares dividem-se, ainda em células T
helper tipo 1 (Th1) e, células T helpertipo 2 (Th2). De maneira resumida, células
Th1 auxiliam na imunidade celular por estimular os macrofagos e células T
citotoxicas, enquanto células Th2 estimulam as células B a produzirem
anticorpos (DELVES e ROITT, 2000).

Os acidos linoleico (n-6) e linolénico (n-3) possuem efeitos sobre a
resposta imunologicaeinflamatoria. O balanco naingestao destes acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) e, sua incorporacdo na membrana das células
imunoldgicas, € importante para determinar a severidade do processo
inflamatério (ANDRADE e CARMO, 2006). Os PUFAs n-3 possuem efeitos
supressores, como inibicdo da proliferacéao de linfécitos, producao de anticorpos
e citocinas, expressdo de moléculas de adesao e ativacdo das células Natural
Killers (NK). No entanto, os PUFAs n-6 possuem ambos os efeitos, tanto os
efeitos inibitérios dos PUFAs n-3, quanto estimulante da resposta imune

(CALDER etal., 2009).



136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

Os efeitos dos PUFAs nadieta, como o &cido linoleico, sobre as respostas
imunoldgicas das aves foram atribuidos a natureza diferente dos antigenos, por
exemplo, os antigenos indutores da resposta imune Th1 ou Th2 (SIJBEN et al.,
2000), aos niveis de PUFAs na dieta (FRIEDMAN e SKLAN, 1995;
PARMENTIER et al., 1997) e as interacdes entre os niveisalimentares de PUFAs
n-6 e n-3 (SIIBEN et al., 2001). Sijben et al. (2000) verificaram que racdes
contendo 6leo de girassol rico em acido linoleico (C18:2 n-6) melhoraram as
respostas de anticorpos Th2, mas diminuiram as respostas de anticorpos Th1.

O wuso de acidos graxos poliinsaturados na dieta demonstrou
repetidamente exercer modulacao diferencial do sistemaimunol6gico em aves e
mamiferos (PARMENTIER et al., 1997). Sua inclusdo na dieta tem efeitos
aprimoradores nas respostas de anticorpos e nas respostas inflamatérias, tanto
em mamiferos (KINSELLA et al., 1990; HARBIGE et al., 1995) quanto em aves
(PARMENTIER et al., 1997; SIJBEN et al., 2000).

Por exercer influéncia na imunidade das aves, os PUFAs podem ser
utilizados como estratégias nutricionais para contornar provaveis problemas na
sua criagcdo. Muitas vezes esses animais sdo criados em ambientes que
desafiamseu sistemaimunoldgico (CASTRUCCI etal., 1994) como por exemplo,
a presencade micotoxinas, ou doencasinfecciosascomoa doencade Gumboro,
anemiainfecciosadasgalinhas,doenca de Marek, entre outras. Além disso, uma
nutricdo inadequada também é um importante fator para a reducdo da
capacidade imunoldgica das aves (TIZARD, 2002). O estresse gerado por
condicOes extremas de temperatura e de densidade elevada também pode
influenciar negativamente o sistema imunoldgico. Apesar do Brasil ser

consideradoreferéncianaproducéode frangosde corte, ainda possuiproblemas
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bésicos, como o0 estresse por calor que resulta em queda de produtividade,
menor consumo de ra¢do e maior mortalidade (DE ABREU e ABREU, 2000).

O periodo de duracédodo estresse e suamagnitude podem ocasionaraltos
niveis de prostracdo e mortes ao longo desse processo (MOURA, 2001). As
condicles de estresse por calor afetam também os parametros fisiologicos e
imunoldgicos em frangos de corte (JASTREBSKI et al., 2017; XU et al., 2018).
Além disso, € capaz de suprimir a imunidade celular e humoral, com
consequente falha no desenvolvimento da resposta de aves vacinadas e
involucdo de 6rgdos do sistema imune (SHINI et al.,, 2008, 2010; SHINI e
KAISER, 2009).

As plantas e especiarias possuem propriedades nutricionais funcionais
podendo ser usadas na alimentacao das aves, pois tem efeitos positivos sobre a
producdo e a satde (PERIC et al., 2009). Prasad (1980) identificou que as
sementes do maracuja contém cerca de 23% de 6leo com caracteristicas
semelhantes as do 6leo de gergelim, soja e outros 6leos vegetais.

Além dos acidos graxos o 6leo das sementes de maracuja € constituido
por vitamina E, esteréis, bem como compostos fendlicos e pigmentos como 0s
carotenoides (NYANZI et al., 2005; PIOMBO et al., 2006; GIUFFRE, 2007; LIU
et al., 2008; MALACRIDA e JORGE, 2012). O 6leo da semente do maracuja €
considerado boa fonte de acidos graxos essenciais. O acido linoleico (n-6) é um
dos principais acidos graxos do 6leo da semente de maracuja (cerca de 55-66%),
seguido pelo acido oleico (18-20%) e pelo acido palmitico (10-14%). O acido
alinolénico (n-3) é encontrado em menor quantidade (0,81%) (LEONEL et al.,

2000).
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Silva e Jorge (2017) pesquisaram a composi¢cado das plantas do género
Passiflora e encontraram a presenca de compostos bioativos no 6leo das
sementes, tais como: tocoferol, carotendides, fitoesterdis e compostos fenalicos,
possuindo, também, importantes &cidos graxos que participam do metabolismo
(LEONEL et al., 2000).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacéao de
niveis crescentes de 6leo da semente de maracuja (OSM) na dieta de frangos
de corte criados em estresse por calor e ambiente termoneutro, sobre o
rendimento de carcaca, qualidade de carne, titulagdo de anticorpos em resposta
a vacinacao, parametros hematoldgicos, permeabilidade intestinal e anélise do
proteoma plasmético (2D-PAGE) de frangos de corte. Sob a hipétese de que os
compostos bioativos, principalmente acido linoleico (n-6) e, os tocoferdis
presentes no 0leo da semente de maracuja sejam capazes de melhorar/ atenuar
0os danos causados pelo estresse por calor, assim como proporcionar uma

melhora no sistema imunoldgico.

1. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Botucatu, no Laboratério de
Nutricdo de Aves. Todos os procedimentos experimentais utilizados foram
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais desta Faculdade, sob o
protocolo 0106/2019, estando de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA).

Foram utilizados 450 pintainhos de 1 dia de idade, machos, da linhagem

Cobb® 500, alojados em gaiolas de arame galvanizado (0,4 x 0,5 x 0,6m) com
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comedouros tipo calha dispostos frontalmente a gaiola e bebedouros tipo nipple,
alojados em duas camaras climaticas contendo 45 gaiolas cada: termoneutra
que segue as recomendacdes de temperatura da linhagem e, outra com estresse
ciclico por calor, naqual os frangos foram criados em estresse ciclico por calor

durante 12 horas por dia seguindo as temperaturas detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Temperaturas utilizadas nas camaras termoneutra e estresse térmico.

CAMARA TERMONEUTRA CAMARA ESTRESSE TERMICO

Idade das aves Média Idade das aves Média

(dias) Temperatura (dias) Temperatura (°

©C) C)

1-7 31,20 1-7 35,26
8-21 28,29 8-21 33,08
22-35 25,55 22-35 31,54
36-42 21,12 36-42 30,01

Todas as aves foram vacinadas no incubatodrio contra Gumboro, Marek e
Bouba Aviaria. A agua e racao foram fornecidas a vontade e o programa de luz
seguiu as orientacdes do manual da linhagem de frangos selecionada. O
delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 5, duas
temperaturas (termoneutra e estresse ciclico pelo calor), e cinco dietas,
totalizando 10 tratamentos de cinco aves cada. As dietas foram: Controle
negativo sem 6leo da semente de maracuja: 0% OSM; 0,30% de incluséo de
O0leo da semente de maracuja: 0,3% OSM; 0,50% de inclusdo de 6leo da
semente de maracuja: 0,5% OSM; 0,70% de inclusdo de 6leo da semente de
maracuja: 0,7% OSM; 0,90% de inclusdode 6leo da semente de maracuja: 0,9%
OSM.

A racdo experimental foi desprovida de antibiéticos como melhorador de

desempenho, e foi utilizado anticoccidiano em todos os tratamentos. O OSM foi
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adicionado nas dietas em substituicdo ao 6leo de soja, considerando-se a
correcao pelo valor da EMA que no 6leo de soja € 8.790 kcal (ROSTAGNO et
al., 2017) e no OSM ¢€ 9.378 kcal/kg (ZANETTI, 2018).

Aracao foiformuladaa base de milho, farelode soja e farinhade visceras,
segundo as recomendac¢des de Rostagno et al. (2017) para frangos de corte
machos de desempenho médio (Tabela 2). O programa de alimentacao foi
dividido em quatro fases: pré-inicial (1 a 7 dias), inicial (8 a 21 dias), crescimento
(22 a 35 dias) e final (36 a 42 dias).

Foi realizado a afericdo da temperatura e umidade relativa do ar por meio
de conjunto de termémetros de maxima e minima, bulbo seco e bulbo timido e
de globonegro colocados na alturadas aves e, por meio de sensores eletronicos
tipo HOBOs instalados em cada camara.

2.1 Avaliacdo do rendimento de carcaca e de cortes comerciais

Previamente, foram identificadas 10 aves/tratamento e submetidas ao
jejum alimentar por seis horas, pesadas individualmente, insensibilizadas por
atordoamento com eletricidade e abatidas por sangria. Apds depena,
evisceracdo e remocao da cabeca+pescoco e pés, foram obtidos os pesos das
carcacas, dos cortes e da gorduraabdominal com o auxilio de balancaeletrénica.

Para o célculo de rendimento de carcaga, foi considerado o peso da
carcaca eviscerada quente, sem 0s pés, cabeca+pescoco e gordura abdominal,
em relacdo ao peso vivo obtido antes do abate das aves.

Para o rendimento dos cortes, foi considerado o rendimento do peito
inteiro com pele e 0ssos, das pernas (coxa e sobrecoxa) e asas, calculadoem

relacdo ao peso da carcaca eviscerada. A gordura abdominal presente ao redor
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da cloaca, da bolsa cloacal e dos musculos abdominais adjacentes foi retirada,

pesada e calculada em relacéo ao peso vivo da ave antes do abate.

2.2 Avaliacdo da qualidade da carne

Para as analises de qualidade e propriedades funcionais da carne foram
utilizados 10 peitos/tratamento, realizadas 24 horas post-mortem no Laboratoério
de Qualidade de Carne do Departamento de Economia, Sociologia e Tecnologia
da FCA, UNESP, Campus de Botucatu.

Os peitos foram posicionados em decubito dorsal e o pH foi mensurado
na porcado cranial do musculo Pectoralis major direito, por meio do eletrodo de
insercdo (Hanna, Hl 8314) com sistema de identificacao digital. A coloragcéao da
carne foi determinada utilizando-se colorimetro Konica Minolta (CR-400),
seguindo o sistema CIELAB, por meio de leituras de reflectanciade luz em trés
dimensdes: L* (luminosidade), a* (teor de vermelho) e b* (teor de amarelo),
mediante leituraem trés pontos distintos do musculo Pectoralis major (HONIKEL,
1998).

A perda de aguapor pressao foi realizada utilizando cerca de dois gramas
de carne, com espessura semelhante (0,5cm) da por¢cédo cranial do musculo
Pectoralis major esquerdo (filé do peito). As amostras foram posicionadas entre
dois papéis filtro e pressionadas por duas placas de acrilico com peso de 10 kg
por cinco minutos. Apds a prensagem as amostras foram novamente pesadas
para obtencdo do percentual de perda de agua por pressdo (BRIDI e SILVA,
2009).

Para a analise de perda de agua por coc¢ao, o musculo Pectoralis major
esquerdo foram submetidos a cocg¢éo dentro de sacos de polietileno utilizando-

se banho-maria por 60 minutos a 80°C. Apl0s a cocgdo as amostras foram
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resfriadas a temperatura ambiente para posterior pesagem e obtencao do
percentual de perda de agua por coc¢do. De acordo com a metodologia
modificada de Silva Sobrinho (1999).

Os filés de peito utilizados para avaliacdo da textura da carne foram os
mesmos da determinacdo da perda de peso por coccdo. Foi utlizado o
texturdmetro TAXT plus (Stable Micro Systems), equipado com dispositivo Razor
Blade. Sendoavaliadosa energia(N/mm) e a forca de cisalhamento (N) segundo

preconizado por Cavitt et al. (2005).

2.3 Titulacdo das imunoglobulinas apés vacinacéo

Aos 10 dias, as aves foram vacinadas individualmente, por via ocular,
contra o virus da Doenca de New Castle. Aos 21, 28 e 35 dias de idade, foi
coletado sangue por meio de punc¢ao daveiajugularda mesma ave, para avaliar
os titulos séricos de anticorpos contra o virus da Doencade New Castle (New-
Vacin®, cepa La Sota). As amostras de sangue foram acondicionadas emtubos
de ensaio, deixadas em descanso para formacéo de coagulo e, posteriormente
centrifugadas para obtencéo do soro que foram acondicionados em microtubos
de 1,5 mL. A mensuracao da producao de anticorpos foi avaliada por meio do
ensaio imunoenzimético — Kit ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
produzido pela empresa Idexx Laboratérios e utilizando metodologiadescrita por

Swayne (1998).

2.4 Avaliagédo hematoldgica

As avaliagBes hematoldgicas foram realizadas aos 30 dias de idade das
aves, a partir de amostras de sangue obtidas por punc¢éo da veia jugular direita.
Para a realizacao das analises coletou-se aproximadamente 3 mL de sangue de

cada ave em tubo contendo anticoagulante EDTA. Foi determinada a
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porcentagem de hematdcrito, pelo método do microhematocrito (Campbell,
1995). Apds a centrifugacao e leitura do hematdcrito, o plasma foi utilizado para
a avaliacdo das proteinas totais utilizando-se o0 método de refratometria.
Também foi realizada a contagem de eritrécitos em hemocitdmetro de Neubauer
com diluicdo em azul de toluidinaa 0,01%.

Além disso, foi realizado a contagem percentual diferenciada de
leucécitos por microscopia Optica, seguindo os critérios descritos por Lucas e
Jamroz (1961), em esfregacos sanguineos corados com corante hematoldgico
de Rosenfeld. Na contagem s&o diferenciados os linfocitos, heterofilos,
eosinofilos, mondcitos e basofilos, observando-se o total de 100 células.

A partir dos dados obtidos no hemograma, utilizando férmulas
padronizadas de Wintrobe (1934), foram calculados os indices de hemoglobina
corpuscularmédia (HCM), expressa em pictogramas (pg) e, volume corpuscular

médio (VCM), expresso em fentolitros (fL).

2.5 Ensaio de funcionalidade intestinal

Aos 21 dias de idade, para avaliar a permeabilidade da mucosa intestinal,
foi inoculado isotiocianato de dextrano de fluoresceina (FITC-d) 2,2 mg/ave por
via oral diretamente no es6fago/inglivio em uma avel/repeticdo (9
aves/tratamento) sem os animais ficarem de jejum e, apds 2 horas da
administracéo oral, as aves foram sacrificadas e o sangue colhido sob protecao
da luz, para determinar a concentracao de FITC-d/mL no soro (Vicufia et al.,
2015).

Para deteccdo de FITC-d (3-5 KDa; Sigma Aldrich), o soro foi extraido
apos aproximadamente trés horas da coleta e mantido refrigerado até a analise,

sempre sendo protegido do contato com a luz. Os niveisséricos de FITC-d foram
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medidos com comprimento de onda de excitacdo 485 nme de emissdo 528 nm,
em uma leitora de microplacas por multideteccéo, utilizando o equipamento
GloMax ® Discover Microplate Reader (Promega Corporation, Madison, USA)
para sua leitura. A fluorescéncia medida foi entdo comparada com uma curva

padrao com concentracdes FITC-d conhecidas (Vicuia etal., 2015).



Tabela 2- Composicéo percentual e nutricional calculada das dietas experimentais pré-inicial (1 a 7 dias de idade), inicial (8 a 21 dias de idade),
crescimento (22 a 33 dias de idade) e final (34 a 42 dias de idade).

Pré-Inicial Inicial
INGREDIENTES OO;AM 0,3% OSM ggﬁ 0,7% OSM 0,9% OSM |0% OSM 0,3% OSM 0,5% OSM 0,7% OSM 0,9% OSM
Milho 54,52 54,55 54,58 54,60 54,63 56,26 56,30 56,32 56,34 56,37
Farelo de soja, 46% 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 34,00 34,00 34,00 34,00 34,00
Oleo soja 1,057 0,725 0,503 0,282 0,060 1,899 1,567 1,346 1,124 0,903
Farinha de visceras 4,766 4,761 4,757 4,754 4,751 4,487 4,482 4,479 4,476 4,472
Fosfato bicélcico 1,263 1,263 1,264 1,264 1,265 1,080 1,081 1,081 1,082 1,082
Calcario 0,843 0,843 0,843 0,844 0,844 0,765 0,765 0,765 0,765 0,765
Bicarbonato de Sodio 0,056 0,056 0,056 0,056 0,056 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035
OsM? 0,000 0,300 0,500 0,700 0,900 0,000 0,300 0,500 0,700 0,900
DL-Metionina 99% 0,367 0,367 0,367 0,367 0,366 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350
L-Lisina HCL 99% 0,227 0,227 0,227 0,227 0,227 0,233 0,233 0,233 0,233 0,233
L-Treonina 98,5% 0,094 0,094 0,094 0,094 0,094 0,092 0,092 0,092 0,092 0,092
Anticoccidiano? 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055
Colina 0,105 0,105 0,105 0,105 0,105 0,095 0,095 0,095 0,095 0,095
Premix Vit.3 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Premix Min.* 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Sal comum 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450
TOTAL 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Composi¢ao nutricional calculada
EM (kcal/kg) 2975 2975 2975 2975 2975 3050 3050 3050 3050 3050
Proteina Bruta (%) 24,27 24,27 24,27 24,27 24,27 23,31 23,31 23,31 23,31 23,31
Caélcio (%) 0,971 0,971 0,971 0,971 0,971 0,878 0,878 0,878 0,878 0,878
Fésforo disp. (%) 0,463 0,463 0,463 0,463 0,463 0,419 0,419 0,419 0,419 0,419
Potassio (%) 0,597 0,597 0,597 0,597 0,597 0,598 0,598 0,598 0,598 0,598
Saodio (%) 0,225 0,225 0,225 0,225 0,225 0,218 0,218 0,218 0,218 0,218
Cloro (%) 0,202 0,202 0,202 0,202 0,202 0,194 0,194 0,194 0,194 0,194
Lisina dig. (%) 1,441 1,441 1,441 1,441 1,441 1,384 1,384 1,384 1,384 1,384
Metionina (%) 0,591 0,591 0,591 0,591 0,591 0,567 0,567 0,567 0,567 0,567
Met+Cys dig. (%) 1,066 1,066 1,066 1,066 1,066 1,024 1,024 1,024 1,024 1,024
Triptofano (%) 0,259 0,259 0,259 0,259 0,259 0,249 0,249 0,249 0,249 0,249
Treonina (%) 0,994 0,994 0,994 0,994 0,994 0,955 0,955 0,955 0,955 0,955




Crescimento Final

0, 0, 0,

INGREDIENTES oos/ g g’g,\/z g'gl\/;l’ 0,7% OSM 0,9% OSM | 0% OSM 0,3% OSM 0,5% OSM 0,7% OSM 0,9% OSM
Milho 6143 6147 61,50 6152 6154 | 6689 6693 66.96 66,99 67.01
Farelo de soja, 46% 3000 30,00 30,00 30,00 3000 | 2580 2579 25.78 25,78 25,78
Oleo soja 2073 2640 2419 2193 1076 | 2016 2583 2 360 2138 1016
Farinha de visceras 2,273 2,268 2,265 2,261 2,258 1,462 1,461 1,461 1,460 1,460
Fosfato bicélcico 1170 1170 1171 1171 1171 | 0890  0.890 0.890 0.890 0.890
Calcario 0678 0678 0.678 0.678 0678 | 0660 0660 0.661 0.661 0.661
Bicarbonato de Sédio 0,031 0,031 0,031 0.031 0031 | 0150  0.150 0.150 0.150 0.150
OSM? 0,000  0.300 0,500 0.700 0900 | 0000 0300 0,500 0,700 0,900
DL-Metionina 99% 0314 0314 0.314 0.314 0314 | 0275 0275 0.275 0.275 0.275
L-Lisina HCL 99% 0257 0,257 0.257 0.257 0257 | 0271 0271 0271 0272 0.272
L-Treonina 98,5% 0091 0091 0,091 0.091 0091 | 0082 0082 0,082 0.082 0,082
Anticoccidianc? 0055 0055 0,055 0.055 0055 | 0055 0055 0.055 0.055 0,055
Colina 0075 0075 0.075 0.075 0.075 i i i i i
Premix Vit.2 0100  0.100 0,100 0.100 0100 | 0100 0,100 0,100 0,100 0,100
Premix Min.* 0100  0.100 0,100 0.100 0100 | 0100  0.100 0.100 0.100 0,100
Sal comum 0450  0.450 0.450 0.450 0450 | 0350 0350 0.350 0.350 0,350
TOTAL 1000 100,0 100,0 100,0 1000 | 1000 1000 100,0 100,0 100,0

Composicao nutricional calculada
EM (kcal/kg) 3150 3150 3150 3150 3150 3200 3200 3200 3200 3200
Proteina Bruta (%) 2058 20,58 20,58 20,58 2058 | 1857 1857 18,57 18,57 18,57
Calcio (%) 0758 0,758 0,758 0,758 0758 | 0634 0634 0,634 0,634 0,634
Fésforo disp. (%) 0374 0374 0.374 0.374 0374 | 0296 0296 0.296 0.296 0,296
Potéssio (%) 0509 0599 0,599 0,599 0509 | 0593 0503 0,593 0593 0,593
Sédio (%) 0208 0208 0.208 0.208 0208 | 0197 0197 0.197 0.197 0.197
Cloro (%) 0183 0183 0.183 0.183 0183 | 0172 0172 0.172 0172 0.172
Lisina dig. (%) 1239 1239 1239 1,239 1239 | 1118  1.118 1118 1118 1118
Metionina (%) 0508 0508 0,508 0,508 0508 | 0458  0.458 0.458 0.458 0.458
Met+Cys dig. (%) 0917 00917 0,917 0.917 09017 | 0827 0827 0.827 0.827 0.827
Triptofano (%) 0223 0223 0.223 0.223 0223 | 0201 0201 0.201 0.201 0,201
Treonina (%) 0855 0855 0.855 0.855 085 | 0771 0771 0771 0771 0.771

10SM= Oleo da semente de maracuja; 2 Salinomicina (66ppm); 3Premix vitaminico (niveis de garantia/kg de rac&o): Vitamina A (min) 10.000 U.l.; Vitamina D3
(min) 2.500 U.l.; Vitamina E (min) 17,5 U.1.; Vitamina K3 (min) 2 mg; Vitamina B1 (min) 1,5 mg; Vitamina B2 (min) 7,5 mg; Niacina (min) 25 mg; Acido pantaténico
15 mg; Vitamina B6 (min) 2 mg; Acido félico (min) 0,5 mg; Biotina (min) 60 mcg; Vitamina B12 (min) 15 mcg; “Premix Mineral (niveis de garantia/kg de ragéo):
Ferro (min) 30 mg; Cobre (min) 6 mg; Manganés (min) 70 mg; Zinco (min) 50 mg; lodo (min) 1 mg; Selénio (min) 0,35 mg; Cobalto (min) 0,2 mg.
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2.6 Analise protedmica do plasma de frangos

Aliguotas das amostras de plasma coletadas com 35 dias de idade das
aves (9 animais/tratamento) foram utilizadas para estudo do proteébma
(2D_PAGE e ESI MS/MS), coletadas imediatamente ao abate, congeladas em
nitrogénio liquido e transportadas para o laboratério de biologia molecular, onde
foram mantidas em freezer a -80°C. Para a realizacdo da anélise foi realizado
um pool/tratamento de cada grupo experimental. Para o processo de extracao
das proteinas das amostras de plasma foram utilizados 200 pl de plasma do pool
de cada amostra, onde em microtubos de 2 ml foi adicionado 400 pL de acetona
80% gelada, para precipitacdo das proteinas e remover 0Ss possiveis
interferentes no processo eletroforético, tais como sais e surfactantes anidnicos
e, apos 1 h 30 min em geladeira o mesmo foisubmetido a centrifugag¢doa 10.000
rpm, 4°C por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet utilizado para
quantificacéo de proteinas totais (VIEIRA et al., 2015; VIEIRA et al., 2017).

A concentracdo de proteinas totais das amostras foi determinada pelo
método do Biureto (DOUMAS et al., 1981) sendo que, um total de 50 yL de
amostra ou padrao e 2,5 mL do reativo de Biureto foram misturados e levados a
banho-mariaa 32°C por 10 min. Apés 5 minutos em temperatura ambiente, as
leituras foram realizadas em espectrofotobmetro a 545nm. Essa quantificacéo é
realizada para calcular a massa de 375 pg de proteina a serem aplicadas em
cada fita de eletroforese com volume fixo em 250 pL.

Eletroforese bidimensional: Todas as determinacdes de concentracao de
proteina total foram feitas antes das analises protebmicas em todos 0s grupos
experimentais. Na 2D-PAGE, aproximadamente 375 ug de proteinas de cada

pellet proteico foram aplicadas em fitas isoelétricas (IEF) de 13 cm contendo gel
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pré-fabricado e anfdlitos de gradiente de pH 3 a 10, a fita ficou em contato com
a amostra aproximadamente 12 horas, em caixa de hidratacdo contendo 6leo
mineral para que nao ocorra o ressecamento das fitas (BRAGA et al., 2015).

Com o auxilio do equipamento Ettan IPGphor, as fitas que ficaram em
contato com a amostra durante aproximadamente 12 horas, passaram pelo
processo de focalizacéo isoelétrica (1D ou primeira dimenséo). Nesse processo,
as proteinas foram separadas com base no seu ponto isoelétrico em func¢éo da
passagem de corrente elétrica gerada pelo equipamento. O processo de
focalizacao isoelétrica durou aproximadamente cinco horas e em seguida, as
fitas foram reidratadas com tampao especifico (ureia, SDS, glicerol, Tris-HCI,
azul de bromofenol) em duas etapas: a primeira adicionando Dithiothreitol (DTT)
a essa solucao e na segunda substituindo o DTT por iodoacetamida (IAA) .
Posteriormente, as fitas foram transferidas para gel de poliacrilamida (12,5%)
para separacdo em segunda dimenséo (2D). Nessa etapa as proteinas foram
fracionadas no gel de poliacrilamida em fun¢éo da sua massa molecular. Apés a
corrida eletroforética, as proteinas foram fixadas no gel por 40 minutos utilizando
uma solucgéo contendo &cido acético, etanol e agua deionizada e coradas com
Coomassie Blue G-250 por 72 horas. Apds esse passo, 0s géis foram lavados
com agua ultrapura para visualizacdo dos spots proteicos (CANDIANO et al.,
2004).

Os géis dos grupos experimentais, todos em triplicata, foram escaneados
e asimagens analisadas por meio do software Image Master Platinumv.7.0 para
obtencdo de parametros como numero de spots, percentual de correlacdo

(matching) entre os géis do mesmo tratamento, ponto isoelétrico e massa
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molecular dos spots proteicos, bem como a expressédo desses spots proteicos
em diferentes tratamentos (LIMA et al., 2010).

Espectrometria de massas: Os spots proteicos diferencialmente
expressos entre tratamentos foram extraidos dos géis com auxilio de bisturi,
recortados em segmentos de aproximadamente 1 mm3 e transferidos para
microtubos contendo 1 mL de acido acético 5% (v/v) e submetidos as seguintes
etapas: remocdo do corante, reducdo e alquilacdo das proteinas e digestao
triptica utilizando solucéo de tripsina 10 ng mL-L.

Os segmentos de gel foram lavados por trés vezes, em uma solucéao
contendo acetonitrila (ACN) 50% (v/v) e bicarbonato de amoénio (AmBic) 25 mM
por 30 minutos, pois os fragmentos de spots deveriam estar totalmente
descorados. Em seguida, foram desidratados em ACN 100% por 10 minutos por
duas vezes, deixando evaporar o residuo remanescente em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, os spots foram reduzidos com solucdo de DTT 20
mM em AmBic 50 mM incubados por 40 minutos a 56 °C, removido o liquido e
substituido por IAA a 55 mM em AmBic 50 mM, incubados por 30 minutos no
escuro, em temperatura ambiente. Em seguida, os fragmentos foram lavados em
AmBic 25 mM e desidratados em ACN 100% (SHEVCHENKO etal., 2006).

A digestéo triptica foi feita com 15 yL de solugao contendo 150 ng de
tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry, Promega, EUA) em AmBic 25 mM por
15 minutos. Em seguida, adicionaram-se 50 yL de AmBic 25 mM e incubou-se a
37 °C por 14 horas. Apos 14 horas, a acao da tripsinafoiinterrompida pelaadigédo
de 15 pL de solucao bloqueadora (ACN 50% v/v e acido férmico 5% v/v) e os
peptideos eluidos com duas lavagens com solucao de eluicdo A (ACN 50% v/iv

e acido férmico 1% v/v), uma lavagem de 15 minutos com solucéo de eluicdo B
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(metanol 60% v/v e &cido formico 1% v/v) e mais duas lavagenscom ACN 100%,
a 45 °C sob sonicacdo em banho (Ultracleaner 1600A, Unique, Brasil) com 40
KHz de frequéncia fixa e poténcia de 30W. A solucédo peptidica resultante foi
concentrada a vacuo (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) (SHEVCHENKO et al.,
2006). Em seguida a amostra passou por um processo de limpeza utilizando
colunas C18 ZipTip (Millipore) com resina (SHEVCHENKO etal., 2006).

Aidentificacdo das proteinas de cada spot foi realizadaem nanocACQUITY
UPLC (Waters, Milliford, USA) acoplado ao espectrometro de massas Xevo Q-
TOF G2 (Waters, Milliford, USA). Para tanto, o sistema UPLC nanoACQUITY foi
equipado com uma colunado tipo HSS T3 (Acquity UPLC HSS T3 column 75
mm x 150 mm; 1.8 um, Waters), previamente equilibrada com 7% da fase mével
B (100% ACN + 0.1% &cido férmico). Os peptideos foram separados através de
um gradiente linear de 7-85% de fase movel B durante 20 min com fluxo de 0.35
HL/min e a temperatura da coluna mantidaa 45°C. O MS foi operado em modo
ion positivo, com resolucdo de pelo menos 20000 FWHM (full-width
halfmaximum) e em modo de aquisi¢cao independente de dados (LC-MSE), com
o tempo de aquisicéo de dados de 20 min por spot. Os dados foram coletados a
uma energiade colisdo constante de 15 eV nomodo MS de baixa energia e 45
eV modo de alta energia. A correcdo das massas foi realizada utilizando o
calibrante externo (Glu-1-fibrinopeptide B, 1 pmol/mL) infundido atravées do lock
mass a um fluxo de 300 nL/min e amostrado a cada 30s (SHEVCHENKO et al.,
2006).

Os espectros de massa foram processados utilizando o software Protein
Lynx Global Server (PLGS) versdo 3.0. A identificacdo das proteinas foi obtida

através do algoritmo de contagem de ions incorporado ao software. Os dados



432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

obtidos foram buscados em banco de dados especifico do UniProt (Universal
Protein Resource). Para a busca foram utilizados os seguintes parametros:
Carbamidomethyl-C (modificacdo fixa), oxidation M e phosphoryl STY
(modificacdes varidveis); precisdo de massa iguala 10 ppm, com tolerancia do
fragmento igual a 0.1 Da contra a massa tedrica de peptideos, com pelo menos
um peptideo por proteina, dois ions fragmentos por peptideo e cinco ions
fragmentos por proteina; clivagens perdidas: 1; False discovery rate: 4 (BRAGA

et al., 2015; VIEIRA et al., 2015).

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se analise de
variancia com o auxilio do pacote estatistico SAS 9.3 (SAS Institute, 2008) e,

quando significativas, as médias foram comparados pelo teste de Tukey a 5%.

2. Resultados

Ao analisaro rendimentode carcaca (%) de frangosde corte abatidos aos
42 dias (Tabela 3) ndo houve interacao entre os fatores temperatura e nivel de
inclusdo de OSM. Como esperado, 0 peso vivo ao abate de animais criados em
ambiente termoneutro foi superior ao peso de animais criados em ambiente com
estresse térmico (p=0,0011). Houve efeito significativo datemperatura (p=0,029)
para o rendimento da carcaca e de peito sendo que os frangos criados em
estresse por calor apresentaram maior rendimento de carcaca (p= 0,029) mas
um menor rendimento de peito (p= 0,024) quando comparado aos criados em
ambiente termoneutro, sendo o peito considerado o principal corte comercial da

carcaca de frangos.
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Tabela 3 - Rendimento (%) de carcaca de cortes comerciais e deposi¢ao de
gordura abdominal em frangos de corte machos abatidos com 42 dias de idade,
recebendo diferentes niveis de 6leo da semente de maracuja.

Niveis Peso

(% vivo Carcag Peito Asas Permna GA

Temperatura OSM) (kg) a (%) (%) (%) s (%) (%)
Estresse 289b 7519a 3999b 1159 29,55 0,821
Termoneutra 305a 7435b 4091a 11,551 29,36 0,969

0% 2,96 74,75 40,16 11,69 29,49 0,949
0,30% 2,95 7467 40,06 11,50 29,43 0,950
0,50% 2,96 75,36 40,52 11,28 29,08 0,862
0,70% 2,93 7412 40,24 11,74 30,03 0,793
0,90% 3,05 7494 4129 1152 29,23 0,921
Probabilidade

s,P<
Temperatura 0,00112 0,029 0,024 0,629 0,535 0,054
Niveis (%) 0,527 0,330 0,308 0,374 0,341 0,639
Temperatura
x Niveis (%) 0,0805 0,671 0,864 0,749 0,865 0,590
EPM 0,025 0,186 0,197 0,077 0,150 0,038

GA: Gordura abdominal; EPM: Erro Padrédo da Média. Médias seguidas por
diferentesletras minusculas,na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

Para os resultados de peso absoluto expresso em quilogramas (Tabela
4), houve interagao significativa para o peso absoluto de pernas (p=0,0293) e
seu desdobramento encontra-se na Tabela 5. Além disso houve efeito
significativo paratodos os cortes comerciais e para o peso da gordura abdominal
(p>0,05) em relagcéo a temperatura de criagcdo, sendo que animais criados em
ambiente termoneutro apresentam maior peso de cortes comerciais e também
de gordura abdominal, em relacéo a animais criados em ambiente de estresse
por calor.
Tabela 4 - Peso absoluto (kg) de cortes comerciais e deposicado de gordura

abdominal de frangos de corte machos abatidos com 42 dias de idade,
alimentados com diferentes niveis de 6leo da semente de maracuja.

Niveis Carca¢ Peito Asas Pernas GA
Temperatura (%) a(kg)  (kg) (kg) (kg) (kg)
2,187
Estresse b 0,865b 0,250b 0,642 0,024Db
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2,299
Termoneutra a 0,937a 0,264a 0,671 0,029 a

0% 2,22 0,88 0,255 0,65 0,028
0,30% 2,28 0,90 0,259 0,66 0,028
0,50% 2,25 0,90 0,252 0,65 0,027
0,70% 2,17 0,87 0,254 0,65 0,023
0,90% 2,28 0,94 0,263 0,66 0,028
Probabilidades, P <

Temperatura 0,0045 0,0017 0,0009 0,0021 0,013

Niveis (%) 0,327 0,374 0,471 0,800 0,498
Temperatura x Niveis

(%) 0,113 0,570 0,415 0,0293 0,706

EPM 0,020 0,011 0,002 0,004 0,001

GA: Gordura abdominal; EPM: Erro Padrdao da Média. Médias seguidas por
diferentesletras minusculas,na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

Em relacdo ao desdobramento da interacdo entre os niveis de OSM e
temperatura sobre o peso absoluto de pernas (Tabela 5). Animais criados em
ambiente termoneutro e recebendo a suplementacdo de niveis de OSM
apresentam maior peso absoluto de pernas em compara¢ao as aves criadas em

ambiente de estresse por calor apenas para o nivel de inclusdo de 0,70% de

OSM.

Tabela 5 - Desdobramento da interacdo entre temperatura e niveis de inclusao
do 6leo da semente de maracuja do peso absoluto (kg) de pernas de frangos de
corte machos aos 42 dias de idade.

Niveis de 6leo de semente de maracuja (%)

Temperatura 0,00% 0,30% 0,50% 0,70% 0,90%
Estresse 0,651 ab 0,644 ab 0,654 ab 0,608 b 0,651 ab
Termoneutra 0655ab 0676a 0,650ab 0,692a 0,680 a

Médias seguidas por diferentes letras minusculas, diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05).

Em relacdo aos resultados de qualidade de carne, ndo houve interacao
significativa para nenhuma variavel estudada. Houve diferenca significativa para
fatores isolados, em relacéo aos niveis de OSM para porcentagem de perda de

agua por cocc¢ao, no qual o nivel de inclusdo de OSM de 0% apresentou menor
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porcentagem de perda de 4gua em relacdo ao tratamento de 0,7%. A variavel
temperatura também apresentou diferenca significativa, frangos de corte criados
em estresse por calor apresentaram valores de a* menor do que os frangos
criados em ambiente termoneutro (Tabela 6).

Tabela 6 - Parametros de qualidade de carne do peito de frangos de corte aos

42 dias de idade alimentados com dietas contendo niveis de 6leo da semente de
maracuja.

. Coccéo Cor Resis
Niveis Press tenci
Temperatura % perda = % pH
(%) de agua 2° a
9 L* a* b* (kg)
Estresse 2224 1449 58,76 160b 950 6,03 1,32
Termoneutra 21,30 1456 5845 234a 940 6,03 1,37

0% 2040b 1391 58,39 163 9,26 6,06 1,36
0,30% 21,64 ab 1386 5860 208 9,19 6,02 145

0,50% 22,40 ab 15,03 58,46 191 9,68 6,03 140
0,70% 22,80a 14,64 59,02 215 9,10 598 1,27

0,90% 21,63 ab 15,16 5856 2,06 10,00 6,05 1,24
Probabilidade

s,P<
Temperatura 0,067 0,925 0,575 0,0001 0,781 0,881 0,285
Niveis (%) 0,041 0,722 0,956 0,190 0,470 0,290 0,061
Temperatura x
Niveis (%) 0,871 0480 0,480 0,344 0,747 0,223 0,787
Erro padréo
Média 0,262 0,373 0,274 0,083 0,176 0,011 0,025

Médias seguidas por diferentes letras minusculas, diferem entre si pelo teste
Tukey (P<0,05).

Em relacéo a anélise proteémica (2D-PAGE) do plasma sanguineo para
resultados voltados a qualidade de carne, a proteina Actin alpha skeletal muscle,
gene ACTAL apresentou diferengasignificativa nos tratamentos com incluséo de
0,9% de OSM em ambas as temperaturas (estresse por calor e termoneutra) e,
Neuropilin-1, gene NRP1 no tratamento com 0% de inclusdo de OSM e

temperatura de criacdo termoneutro (Tabela 7).
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Tabela 7 — Proteinas diferencialmente expressas para qualidade de carne.

Acess pI/MM

Spot Simbol Proteina Escore tedrica

0 Gene (kDa)

94, 102,215,254, P681 Actin alphaskeletal 182.255 5.23/
266 39 ACTAL muscle 4 42.051

P797 5.28/
71 95 NRP1 Neuropilin-1 55.2513 102.480

Com 21 dias de idade foi observado interacéo significativa (Tabela 8) para
os valores de titulos de anticorpos (p= 0,010). Essa interagdo mostra que,
frangos criados em ambiente de estresse que receberam o nivel de 0,90% de
OSM, apresentaram maior valor de titulacdo vacinal (635,15). Quando se
observa os valores de titulacdo aos 28 dias de idade, observou-se que 0s
animais que receberam 0,90% de incluséo de OSM e, que foram criados em
ambiente com estresse e termoneutro, apresentaram maiores valores de titulos
de anticorpos (1.745,95 e 2.209,52 respectivamente), assim como 0s animais
que receberam 0,30% de inclusdo de OSM e, foram criados em ambiente
termoneutro.

Além disso, também houve efeito isolado dos niveis de incluséo de 0leo
aos 21 e 28 dias de idade dos frangos para os valores de titulacao. Frangos que
receberam 0,90% de inclusdo do OSM em ambas as idades (21 e 28 dias)
apresentaram maiores valores de titulagdo em comparacdo com 0s demais
niveis de incluséo.

Tabela 8 - Valores de titulos de anticorpos de frangos de corte vacinados contra

o virus da Doenca de Newcastle, recebendo diferentes niveis de oOleo da
semente de maracuja.

Temperatura Niveis (%) Idade
21d 28d 35d
Estresse 0% 508,78 abc 1612,89ab 2599,13

0,30% 437,30 abc 1018,22ab 1993,30
0,50% 499,50 abc 1554,63 ab 2497,94
0,70% 367,56 bc 1272,30ab 2179,67
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0,90% 635,15a 174595a 2502,00

Termoneutra 0% 507,25 abc 1581,42ab 2725,50
0,30% 563,71ab 1911,25a 2939,57
0,50% 267,22 ¢ 426,11 b 1972,08

0,70% 370,83 bc 1029,00ab 2394,55
0,90% 471,10 abc 2209,52a 2950,45

Efeitos principais

Temperatura
Estresse 489,66 1440,80 2354,41
Termoneutra 436,02 1431,46 2596,43
Niveis (%)
0% 508,01 ab 1597,15ab 2662,31
0,30% 500,51 ab 1464,74ab 2466,44
0,50% 383,36 b 990,37 b  2235,01
0,70% 369,19b  1150,65b 2287,11
0,90% 553,12a 1977,74a 2726,23
Probabilidades, P <
Temperatura 0,134 0,957 0,290
Niveis (%) 0,001 0,0007 0,520
Temperatura x Niveis (%) 0,010 0,0049 0,311
EPM 0,043 0,056 0,052

Idade 21d: Titulo de anticorpos aos 21 dias de idade; Idade 28d: Titulo de
anticorpos aos 28 dias de idade; Idade 35d: Titulo de anticorpos aos 35 dias de
idade; EPM: Erro Padrao da Média. Médias seguidas por diferentes letras
minusculas, namesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Na andlise protebmica do plasma sanguineo (2D-PAGE) foram
encontradas diversas proteinas que estdo relacionadas com o0 sistema
imunoldgico dos frangos de corte, complementando os resultados encontrados
na titulacdo de anticorpos, sédo elas: Complement factor B-like protease
(Fragment), essa proteina é requerida na via classica do sistema imunoldgico e
no sistema complemento; Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, gene
GAPDH, desempenha papel na regulacao positiva da producdo de citocinas;
Mannose-binding protein, gene MBL, participa da resposta imune inata,
funcionando como uma proteina ativadora do sistema complemento; Zinc finger

protein ubi-d4, gene REQ, tem papel nodesenvolvimento e maturacéo de células

linfoides; Ig lambda chain C region, regulacéo positiva da proliferacéo de células
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B; Ig lambda chain V-1 region, participam da ativacao do sistema complemento
e também da producéo de imunoglobulinas; Apolipoprotein A-l, gene APOAL, faz

regulacéo negativa da resposta inflamatéria (Tabela 9).

Tabela 9 - Proteinas diferencialmente expressas relacionadas ao sistema
imunoldgico.

Simbol pI/ MM
Spot Acesso Proteina Escore tedrica
o Gene
(kDa)
Complement factor 127,05
49, 66,11, 116, P81475 N/A B-like protease 216.1593 9
117, 256, 277 (Fragment)
Glyceraldehyde-3-
102,199  Poo3se CAPD phosphate 825583 o0/
H 35.704
dehydrogenase
Q98TA Mannose-binding 5.85/
10 4 MBL protein 65.9287 27.396
Zinc finger protein 6.57/
271 P58268 REQ ubi-d4 40.8643 45 884
1,4,7,8,9, 99, .
104,179,180, P20763 N/A 9 'amrbeda;‘ocnha'” C 3370311 1?‘%%/1
181, 183, 230 g '
1,7,8,9, 99, Ilg lambda chain V-1 5.55/
180, 183,230 104210 N/A region 438.219 11 695
1, 99, 147, 168,
175, 176, 179, 559/
180, 181,183, P08250 APOA1l Apolipoprotein A-l  402.871 30' 630

184, 214, 215,
220, 230, 237

Os parametros hematologicos e os indices hematimétricos avaliados ndo
foram influenciados (p> 0,05) pelos niveisde inclusdo de OSM. Nao houve efeito
(p>0,05) nos valores de hematdécrito (Hct), hemoglobina (He) e nos indices VCM
(p<0,5065) e HCM (p<0,8050 (Tabela 10). Houve efeito significativo (p= 0,029)
da temperatura sobre a concentracdo da proteina plasmética total. Frangos
criados em ambiente termoneutro apresentaram maior quantidade (g/dl) de
proteina plasmatica em relacdo aos frangos criados em ambiente de estresse

por calor.
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Tabela 10 - Parametros hematoldgicos e indices hematimétricos de frangos de
corte, aos 30 dias de idade, alimentados com diferentes niveis de 6leo da
semente de maracuja e desafiados com estresse térmico.

oo He
Temperatura N'(\,/els Ht(%) Hb(g/dL) (x10%/m VEM HCM PTP g/dI
(%) ) (f) (P9)
Estresse 28,75 9,58 1,80 167,51 5583 5,927Db
Termoneutra 28,95 9,65 162 18291 60,97 5,997 a
0% 29,05 9,68 1,72 158,91 52,97 6,017
0,30
% 29,00 9,66 185 172,81 57,60 5,943
0,50
% 29,11 9,70 1,58 188,00 62,67 5,907
0,70
% 28,94 9,65 1,74 178,56 59,52 6,014
0,90
% 28,17 9,39 1,64 177,77 59,26 5,932
Probabilidad
eP=<
Temperatura 0,693 0,693 0,077 0,149 0,149 0,029
Niveis (%) 0,752 0,752 0,524 0,535 0,535 0,097
Temperatura
x Niveis (%) 0,777 0,775 0,271 0,204 0,204 0,255
EPM 0,245 0,081 0,051 5358 1,786 0,015

Ht: Hematdécrito; Hb: Hemoglobina; He: Hemacia; VCM: Volume Corpuscular
Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; PTP: Proteina Plasmatica Total;
EPM: Erro Padrdo da Média. Médias seguidas por diferentes letras minusculas,

namesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Para a contagem diferencial de leucdcitos e relacdo heterofilo:linfocito

(Tabela 11) ndo houve efeito significativo para nenhuma das variaveis

estudadas.

Tabela 11 - Contagem diferencial de leucécitos (%) e relacdo heterdfilo:linfocito
(H:L) de frangos de corte aos 30 dias de idade recebendo diferentes niveis de
0leo da semente de maracuja e desafiado com estresse térmico.

Niveis Linfocitos Heterdfilos Eosinéfilos Basofilos

Temperatura H:L
(%) (%) (%) (%)

Estresse 70,66 23,08 2,38 2,90 0,33

Termoneutra 72,29 21,15 1,85 2,55 0,29
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0% 69,66 25,38 1,05 3,02 0,34

0,30% 69,16 23,77 2,43 3,18 0,36
0,50% 75,27 19,88 2,16 2,66 0,28
0,70% 70,94 19,89 2,29 2,83 0,28
0,90% 72,33 21,66 2,62 1,91 0,28
Probabilidades,
P<
Temperatura 0,42 0,293 0,294 0,381 0,192
Niveis (%) 0,318 0,236 0,296 0,327 0,338
Temperatura X
Niveis (%) 0,855 0,952 0,417 0,921 0,801
EPM 0,989 0,902 0,251 0,211 0,016

H:L: Relagdo entre Heterofilos e Linfécitos; EPM: Erro Padréo da Média.

O ensaio de permeabilidade da mucosa intestinal ndo mostrou efeito
significativo (p< 0,05) independentemente do nivel de 6leo da semente de
maracuja utilizadonadieta dos frangos e, também de suatemperatura de criacdo

(Tabela 12).

Tabela 12 - Niveis de FITC-d no plasma sanguineo de frangos de corte
submetidos ao ensaio de permeabilidade intestinal com 21 dias de idade.

Temperatura Niveis (%) FITC-d EPM
Estresse 0,1489 0,008
Termoneutra 0,1543 0,007
0% 0,1427 0,012

0,30% 0,1557 0,013

0,50% 0,1543 0,012

0,70% 0,1700 0,012

0,90% 0,1352 0,012

Probabilidades, P <




573

574

575

576

577

578

579

580
581

582

583
584

585

586

587

588

589

590

591

592

593

Temperatura 0,6298
Niveis (%) 0,3142
Temperatura x Niveis (%) 0,6227

EPM: Erro Padrdo da Média.

A analise protebmica também apresentou resultados referentes a
manutencao do epitélio gastrointestinal, com a expressao diferencial de Retinol-
binding protein 4, gene RBP4 e, Homeodomain-only protein,gene HOPX é uma
proteina homeodominio atipica que néo se ligaao DNA. Pode atuar como co-
chaperona para proteinas chaperonas HSPA1A e HSPAL1B e auxiliar no

redobramento de proteinas mediadas por chaperonas (UniProt) (Tabela 13).

Tabela 13 - Proteinas diferencialmente expressas relacionadas a manutencgao
do epitélio gastrointestinal.

Simbolo . pl/MM
Spot Acesso Gene Proteina Escore tedrica (kDa)
102, 103,137 P41263 RBP4 Re“”o"b'”g'”g protein 3976492 5.93/22.515
76, 89, 208, Homeodomain-only 170.175
571 Q8JHUO HOPX protein - 4.92/8.342
3. Discussao

Os resultados de rendimento de carcaca e peso absoluto (kg) de cortes
comerciais, estdo de acordo com dados descritos por Mello et al., (2015) que,
estudando periodos de estresse térmico durante a criacdo de frangos de corte,
constataram que aos 35 dias de idade, o peso corporal dos frangos submetidos
ao estresse térmico foi 18% menor (p <0,05) que o grupo controle, demonstrando
que o estresse térmico afeta negativamente o peso de frangos de corte. Esse
resultadotambém corrobora com os resultados de consumo de racdo (dados nao
publicados) que demostraram que os frangos de corte criados em estresse
térmico apresentaram menor consumo de racdo que frangos criados em

ambiente termoneutro.
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Em relac@o ao desdobramento da interacao entre temperatura e niveis de
incluséo do 6leo da semente de maracuja para o peso absoluto (kg) de pernas
de frangos de corte, esse resultado estd de acordo com os resultados de
consumo de racdo (dados ndo publicados) onde também houve interacdo
significativa entre temperatura e niveis de OSM e o tratamento 0,7 de OSM com
temperatura termoneutra apresentou maior consumo meédio de racdo logo o
resultado do peso absoluto (kg) de pernas de frangos de corte foi maior, assim
como o mesmo nivel de inclusdo de 6leo (0,7 OSM) em estresse térmico
apresentou menor consumo meédio de ragcdo ocasionando um menor peso
absoluto (kg) de pernas de frangos de corte.

Isso ocorre, pois 0 calor gerado pelos processos metabdlicos e o calor
recebido do ambiente devem ser dissipados do corpo da ave, para que a
homeotermia seja mantida. Essa dissipacdo de calor é realizada com gasto
minimo de energiaem ambiente termoneutro, porém, quando submetidasa altas
temperaturas, as aves apresentam maior dificuldade emmanter suatemperatura
corporal. Em ambiente de temperatura acima de 27°C, segundo diferentes
autores (HURWITZ et al., 1980; LEESON e SUMMERS, 1991; YUNIANTO et al.,
1997), as aves aumentam sua producdo de calor e a exigéncia de energia
necessaria para manter os mecanismos de resfriamento corporal. Como
mecanismo de defesa, as aves diminuem o consumo de ra¢ao, na tentativa de
reduzir a producédo de calor metabdlico (LEESON E SUMMERS, 1991; HAN E
BAKER, 1993; e ROSTAGNO, 1995). Cella et al. (2001) também observaram
gue as aves mantidas no calor apresentaram reducéo de 11,5% no consumo de
racdo em relacdo as mantidas em conforto térmico. Essa reducdo do consumo

de racdo é acompanhada de piora no ganho de peso e na converséo alimentar,
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conforme constatado por Baziz et al. (1996). O peso da carcaga, o rendimento
dos cortes nobres, a deposicdo de gordura abdominal, o peso das penas e, dos
orgaos abdominais de frangos de corte também podem ser reduzidos pela alta
temperatura ambiente (BAZIZ et al., 1996). Assim como, Oliveira Neto et al.
(2000) verificaram que a alta temperatura ambiente influenciou negativamente o
desempenho, o rendimento de peito e 0 peso dos Orgaos vitais de frangos de
corte.

O atributo de cor da carne de frangos de corte pode ser alterado por
diversos fatores, um deles esta relacionado com as fibras musculares, o
pigmento mioglobina e a hemoglobina presente no sangue (VENTURINI et al.,
2007). Levando em consideragdo o aumento no indice a* (que representa a cor
vermelha) de frangos de corte criados em ambiente termoneutro, uma das
proteinas encontradas também no ambiente termoneutro é a Neuropilin-1 gene
NRP1, que esti ligada ao processo de angiogénese. A angiogénese € 0
crescimento de vasos sanguineosdavasculatura existente (ADAIR e MONTANI,
2010), explicando o aumento no teor de a*. Foi demonstrado que a presenca de
Neuropilin-1 nas células endoteliais aumenta a ligacdo do VEGF (SOKER et al.,
1996; WHITAKER et al., 2001; SOKER et al., 2002; MAC GABHANN e POPEL,
2005). Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € uma familia critica de
citocinas envolvidas no processo de angiogénese (ou neovascularizacao), o
crescimento de novos microvasos da vasculatura existente (OLSSON et al.,
2006; SHIBUYA e CLAESSON-WELSH, 2006).

Além disso, outro spot proteico diferencialmente expresso foi Actin alpha
skeletal muscle, gene ACTAL, nos tratamentos com maior inclusao de OSM em

ambos ambientes de criacdo. As actinas sdo proteinas altamente conservadas
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que estdo envolvidas em varios tipos de motilidade celular (UniProt). A
expressao desse spot de proteina (ACTA1L), tem sido associada com a maciez
da carne de bovinos da raca Norwegian Red (BJARNADOTTIR et al., 2012) e
também foi observada e associada & maciez da carne de bovinosdaraga Nelore
(ROSA et al., 2018). Apesar de nao ocorrer resultado significativo em relacdo a
forca de cisalhamento no presente estudo, essa avaliacdo foi realizada em
frangos de corte que foram criados em gaiolas e, em outro experimento, quando
os frangos de corte foram criados fora da gaiola e sua dieta continha OSM foi
encontrada diferenca significativa para todos os tratamentos com incluséo de
OSM para forga de cisalhamento (ZANETTI, 2018).

Para os resultados de titulos de anticorpos de frangos de corte vacinados
contra o virus da Doenca de Newcastle, o resultado da avaliacdo da resposta
humoral apos a vacinacéo, pode ser explicado segundo Sijben etal. (2001) que,
verificaram que o consumo de 6leos ricos em acidos graxos poliinsaturados n-6
favorece a resposta das citocinasséricas Th2 em relagéo as Th1. A producao de
anticorpos em resposta avacina é dependente de células Th2, sendo favorecida
por dietas ricas em acidos graxos poliinsaturados n-6, como observado no
presente estudo, com o aumento da producao de anticorpos com a incluséo de
OSM. Os anticorpos podem bloquear sitios antigénicos, proteger a mucosa de
varias infecc¢Oes, facilitar a retirada de antigenos do sangue, ativar o sistema
complemento e facilitar a retirada de patdgenos por citotoxicidade dependente
de anticorpo (SIJBEN et al, 2001).

Na analise do proteoma plasmatico foram encontradas sete

proteinas relacionadas ao sistema imunologico dos frangos de corte:
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1) Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, gene GAPDH: é uma
enzima chave na glicolise que catalisa a primeira etapa da via convertendo D-
gliceraldeido 3-fosfato (G3P) em 3-fosfo-D-gliceroil fosfato. Esta liada a resposta
imune humoral e também na regulagcdo positiva da producdo de citocinas
(UniProt).

2) Zinc finger protein ubi-d4, gene REQ: tem papel no desenvolvimento e
maturacdo das célulaslinféides (UniProt). REQ, também conhecido como DPF2,
ubi-d4 ou BAF45D, foi inicialmente identificado como um gene essencial para
apoptose apos privacao de Interleucina 3 em células mieloides e foi nomeado
por seu papel na morte celular (GABIG et al., 1994).

3) Apolipoprotein A-I, gene APOAL: Participa do transporte reverso do
colesterol dos tecidos para o figado para sua excrecdo, promovendo o efluxo do
colesterol dos tecidos e atuando como cofator para a lecitina colesterol
aciltransferase (LCAT). Alémdisso, participa da regulacao negativada producéo
de citocinas envolvidas na resposta imunoldgica, da regulagdo negativa da
resposta inflamatoria e, da regulacéo negativa da producao de interleucina-1.

4) Complement factor B-like protease (Fragment): Requerido nas vias
classica e alternativado sistema complemento. Tem atividade de endopeptidase
do tipo serina e, participa da ativacao do sistema complemento tanto pela via
classica quanto pela via alternativa (UniProt). O sistema complemento (SC) é o
principal mediador humoral do processo inflamatério junto aos anticorpos. E
constituido por um conjunto de proteinas, tanto solUveis no plasma como
expressas na membrana celular, e € ativado por diversos mecanismos por duas

vias, a classica e a alternativa (ITURRY-YAMAMOTO e PORTINHO, 2001). O

SC é um complexo proteico polimolecular constituido por varias substancias que
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desempenham um papel importante em diferentes tipos de reacbes
imunoinflamatérias (ADELSBERG, 1987). A ativacao da via alternativa depende
dos seguintes fatores: fator D, fator B, properdinae C3. O fator B (pré-ativador
de C3) é uma betaglobulina termolabil, que consiste de uma Unica cadeia
polipeptidica (ROTHER et al., 1988). O fator D € uma alfaglobulina termo labil,
gue consiste de uma cadeia polipeptidica unica (ROTHER et al., 1988), uma
enzimaque existe noorganismo naforma ativada (WILLIAMS et al., 1988), e que
cliva o fator B, formando Bb. A properdina, uma gamaglobulina tetramérica, é
uma das proteinas reguladoras da via alternativa do complemento, sendo sua
principal fungéo estabilizar a convertase de C3 e C5 (LAW e REID, 1988).

5) Mannose-binding protein,, gene MBL: desempenha um papel
importante na resposta imune inata a uma variedade de bactérias, virus e
parasitas (IP et al., 2009 ). Com seu dominio de reconhecimento de carboidratos,
MBL é capaz de interagircom, por exemplo, residuos ricos em manose que estao
frequentemente presentes em superficies de patdbgenos (GARRED et al., 2009).
Através dessa ligacdo, MBL funciona como uma proteina ativadora de
complemento, através da via dependente de lectina, mas também pode atuar
diretamente como uma fagocitose de aumento de opsonina e matando
patdgenosinvasores (IP et al., 2009).

6) Ig lambda chain C region: ativacao do sistema complemento, pela via
classica e regulacéo positiva da proliferacéo de células B (UniProt).

7) Ig lambda chain V-1 region: ativagao do sistema complemento por via
classica, ativacdo da resposta imune e, producédo de imunoglobulina, resultando

em aumento de seus niveis intracelulares ou extracelulares (UniProt).
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Algumas situacdes afetam o sistema imunolédgico (CASTRUCCI et al.,
1994) como por exemplo, as micotoxinas, ou a doenca de Gumboro, anemia
infecciosa das galinhas, doenca de Marek entre outras. As aves também podem
ser afetadas por fatores ambientais, dentre 0os quais 0 estresse gerado por
condicBes extremas de temperatura e de densidade elevada. Além disso, uma
nutricdo inadequada também € importante fator para a reducéo da capacidade
imunoldgica das aves (TIZARD, 2002), assim sendo desejavel potencializar a
resposta imunoldgica das aves, para prevenir condicdes que piorem seu
desempenho. Pois, de fato o estresse afeta de forma significativa a satde dos
frangos de corte, apesar do seu curto prazo de criacdo. Dependera do ambiente
em que esse animal sera exposto o0 interesse ou ndo em potencializar sua
resposta imunoldgica.

No que se refere aos parametros hematoldgicos e indices hematimétricos
de frangos de corte, as proteinas plasmaticas do sangue sao formadas por:
albumina, globulinas alfa, beta, gama e fibrinogénio e a maioria sao sintetizadas
no figado e, fazem parte de 20% do sangue (CHARLES NORIEGA, 2000). O
estresse por calor, como foi mencionado anteriormente, tem a capacidade de
diminuir o consumo de ragcdo com o objetivo de reduzir a producéo de calor
metabdlico, como observado por Leeson e Summers(1991), Han e Baker (1993),
Rostagno (1995) e, Cella et al. (2001). Essa reducdo no consumo de racao faz
com que diminuatambém a sintese hepética de proteinas plasmaticas (KITA et
al., 1996).

Essa reducéo também foi reportada em situacdes de restricdo alimentar,
em frangos de corte, quando a sintese hepética de proteinas diminuiu a metade

(RAJMAN et al., 2006). Yaman et al. (2000) também observaram reducao
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significativa de proteinas totais no plasma, induzidas por privagdo alimentar,
demostrando que, o consumo de racdo tem a capacidade de interferr
negativamente sobre a sintese hepatica de proteinas plasmaticas.

Com o estresse calorico era esperado uma diferenga significativa na
relacdo heterofilo: linfécito, porém os animais foram criados sob estresse desde
o primeiro dia de vida, fazendo com que eles se habituassem. Horowitz (2002)
explicou que, a aclimatacdo ao calor compreende diversos mecanismos
fisiolégicos controlados autonomamente, trabalhando em conjunto para
aumentar a resisténcia ao calor. A aclimatacdo por calor pode ser caracterizada
como expansio da faixa termorreguladora dinamica da ave (YAHAV, 2009). E
possivel que ndo tenha ocorrido diferenca para a relacdo H:L porque as aves do
estresse por calor jA estavam aclimatadas, uma vez que a aclimatacéo ocorre
em um periodo de 4 a 7 dias de exposicao a altas temperaturas (YAHAV et al.,
1996).

O mesmo resultado foi encontrado por Kodaira et al., (2015) que néao
observaram diferenca na relacdo H:L entre galpdes climatizado e néo
climatizado. Assim como Lagana et al., (2007) verificaram que a relacdo H:L em
frangos de corte submetidos ao estresse por calor esteve proxima aos valores
considerados normais. Sendo a relacédo H:L de 0,20, 0,50 e 0,80 consideradas
de baixo, 6timo e alto grau de estresse, respectivamente (MACARI e LUQUETI,
2002). O efeito da aclimatacédo influenciou os resultados pois, os valores
encontrados estdo entre baixo e 6timo grau de estresse. Comprovando que 0s
animais se habituam com os efeitos prolongados de estresse, Gross e Siegel
(1986) estudaram o efeito de periodos de jejum hidrico e alimentar em galinhas

gue nunca foram submetidas ao jejum e, constataram que o primeiro periodo de
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jejum causou aumento na relacdo H:L porém, o segundo periodo de jejum foi
menos estressante que o primeiro.

AlteracOes indesejaveis da microbiota intestinal podem ocorrer em virtude
da exposicao a fatores ambientaistais como dieta, estresse, toxinas e patégenos
(TEIRLYNCK et al.,, 2009). Dependendo da intensidade e cronicidade dos
fatores, ha o desenvolvimento de disbiose. O estresse agudo ou croénico induz a
disbiose associada a alteracdes da permeabilidade intestinal, caracterizadas por
redistribuicdo temporaria das proteinas das junc¢fes de oclusdo (MATTER e
BALDA, 2003; SONG et al., 2014). Songetal. (2014) verificaram que o estresse
calorico em frangos de corte alterou a expressdo das proteinas das juncodes
oclusivas do epitélio intestinal. Segundo esses autores, frangos expostos a altas
temperaturas apresentaram niveis reduzidos de ocludina e proteinas da zonula
ocludente 1, com consequente reducdo da resisténcia transepitelial. Assim
também, Cosen-Binker et al. (2004) verificaram que o0 estresse se mantido por
tempo prolongado, produz lesbes na mucosa do trato gastrintestinal. Porém, no
presente experimento, o estresse térmico ndo foi capaz de causar um dano
significativo na permeabilidade intestinal, apesar de que os animais foram
criados sob estresse por calor. Uma das explicagfes € que naandlise protedmica
do plasma sanguineo (2D-PAGE) o spot proteico Retinol-binding protein 4, gene
RBP4 foi diferencialmente expresso nos tratamentos com 0,9% de OSM em
ambas temperaturas de criacao (estresse térmico e termoneutralidade), também
0 spot proteico Homeodomain-only protein, gene HOPX foi diferencialmente
expresso nos tratamentos 0%, 0,5%, 0,9% de frangos criados em estresse por

calor.
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RBP4 uma proteina de ligacdo ao retinol (vitamina A), que medeia o
transporte do retinol no plasma sanguineo e, também fornece retinol das
reservas hepaticas para os tecidos periféricos (UniProt). A captacdo de retinol
por sua proteina transportadora plasmatica (RBP) e, a ligagao retinol-proteina,
para células do intestino delgado do macaco foram estudadas e, foi descoberto
que o retinol foi prontamente entregue a partir do RBP para as células intestinais
(RASK e PETERSON, 1976). E mostrado que o RBP contendo retinol pode
fornecé-lo as células intestinais (RASK e PETERSON, 1976). As células
epiteliais do intestino delgado sdo dependentes de vitamina A para sua funcéo
adequada (DE LUCAZet al., 1970). A toxicidade da vitamina A pode surgir quando
o retinol ocorre no plasma na forma livre, enquanto o retinol fisioldgico ligado ao
RBP pode proteger as células de efeitos adversos (MALLIA et al., 1975).

HOPX foi identificado no epitélio intestinal e, marca uma populacédo
de células-tronco intestinais quiescentes, de ciclo lento, localizadas em torno da
posicdo +4 da base da cripta (TAKEDA et al., 2011). Essas células de reserva
dao origem a células-tronco de ciclo rapido localizadas na base da cripta
(denominadas células colunares da base da cripta) que expressam Lgr5
(TAKEDA et al., 2011; Ll et al., 2014). Por outro lado, as células-tronco colunares
de base de cripta ativa ddo origem a células duplamente positivas + 4 / HOPX,
demonstrando uma interconversao entre duas populacdes de ceélulas-tronco
intestinais funcionalmente e molecularmente distintas localizadas em nichos
distintos (TAKEDA et al., 2011; LI etal., 2014). Em varios tecidos, a HOPX atua
como um cofator intermediario e regula o equilibrio entre a proliferacdo e
diferenciagdo celular, mantendo assim a homeostase celular e tecidual

(TAKEDA et al., 2011).
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Dessa maneira, levando em consideragdo o fato de RBP ser
diferencialmente expresso nos tratamentos com 0,9% de inclusdo de OSM e,
que o RBP fornece retinol as células intestinais e, HOPX ser diferencialmente
expresso nos tratamentos 0%, 0,5%, 0,9% de frangos criados em estresse por
calor e, HOPX atuar nas células intestinais regulando o equilibrio entre a
proliferacéo e diferenciacao celular. Fatores que influenciaram os resultados de
permeabilidade intestinal (FITC-d) a ndo ocorrer alteragdo na suafuncao.

4. Conclusao

A inclusédo de 6leo de semente de maracuja apresentou influéncia no
maior peso (em gramas) das pernas, porém néo foi capaz de amenizar os efeitos
negativos que o estresse por calor causa na reducao do peso de frangos de
corte. Além disso, 0 OSM também nao influenciou a perda de dgua por coccgao.
A temperatura influenciou a cor da carne, com valores de a* superiores para
frangos criados em sistema termoneutro. Com 21 dias de idade foi observado
uma interacdo significativa para titulagdo de anticorpos, sendo que frangos
criados em ambiente de estresse que receberam o nivel de 0,90% de OSM,
apresentaram maior valor de titulacao vacinal. Aos 28 dias de idade, novamente
0s animais que receberam 0,90% de inclusdo de OSM e, independente do
ambiente de criacdo, apresentaram maiores valores de titulos de anticorpos.
Pelo OSM ser rico em acidos graxos poliinsaturados n-6, favoreceu a producéo
de anticorpos em resposta a vacina e, em algumas situacdes de criacdo é
desejavel potencializar aresposta imune das aves, para prevenir condicdes que
afetam o sistema imunoldgico. O éleo de semente de maracuja tem capacidade
de interferir no rendimento de carcaca e, potencializar a satude de frangos de

corte, umavez queaumentaa producao de anticorpos em resposta a vacinagao.
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Resumo

Afim de evitar o dano oxidativo ocorrido em func¢éo do estresse por calor, 0
objetivo desse trabalho foi investigar o efeito da suplementacdo de Oleo da
semente de maracuja (OSM) para avaliacdo de seu potencial no sistema
antioxidante de frangos de corte. Para isso foram utilizados 450 pintainhos de 1
dia de idade, machos, da linhagem Cobb® 500, no qual foram alojados em
gaiolas de arame galvanizado (0,4 x 0,5 x 0,6m) com comedouros tipo calha e
bebedouros tipo nipple, em duas camaras climaticas: termoneutra e outra com
estresse ciclico por calor, com 45 gaiolas cada. O delineamento foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 5, sendo duas temperaturas (termoneutra
e estresse ciclico pelo calor) e cinco tratamentos: controle (sem incluséo de
OSM) + quatro niveis de inclusdo de OSM: 0,30; 0,50; 0,70; 0,90%) com nove
repeticbes de cinco aves cada. A racdo experimental foi desprovida de
antibiéticos como melhorador de desempenho, sendo utilizado anticoccidiano
em todos os tratamentos. Foram feitas analises para determinacao da atividade
de enzimas do sistema antioxidante no figado, definicAo da capacidade
antioxidante e peroxidacéo lipidica no sangue e analise protedmica no plasma
sanguineo de frangos de corte. Os dados foram tabulados e analisados
utilizando-se analise de variancia com auxiliodo SAS 9.2 (SAS Institute, 2008).
Houve maior % de reducdo de DPPH com a maiorinclusaodo OSM, assim como
o0 gene ADH1, foi diferencialmente expresso nos tratamentos com maior incluséo
de OSM. O gene HBE teve sua expressao diferenciada no tratamento 0,9% de
frangos de corte criados em ambiente de estresse, HBE esta relacionado com o
processo de catabolismo do peréxido de hidrogénio (H202) assim como a

enzimacatalase, quetambém apresentou diferencasignificativanasuaatividade
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em relacdo ao ambiente de criacdo, sendo maior no ambiente termoneutro. Além
disso, varios spots proteicos relacionados as chaperonas moleculares foram
diferencialmente expressas nos tratamentos 0,5% e 0,9% de inclusédo de OSM
em ambas as temperaturas de criagdo. Ainda, o gene PGRMC1 foi
diferencialmente expresso nos tratamentos de 0,9% de inclusdo de OSM em
ambos os ambientes de criacao.

Palavras-chave: Antioxidante, aditivo fitogénico, avicultura.
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Abstract

In order to avoid oxidative damage caused by heat stress, the objective of this
work was to study the effect of passion fruit seed oil (OSM) supplementation to
evaluate its potential in the antioxidantsystem of broiler chickens. For this, 450
1-day-old male chicks of the Cobb® 500 strain were used, which were housed in
galvanized wire cages (0.4 x 0.5 x 0.6 m) with trough-type feeders and nipple-
type drinkers, in two climatic chambers: thermoneutral and another with cyclical
heat stress, with 45 cages each. The design was completely randomized, in a 2
x 5 factorial scheme, with two temperatures (thermoneutral and cyclic heat stress)
and five treatments: control (withoutinclusion of OSM) + four levels of inclusion
of OSM: 0.30; 0.50; 0.70; 0.90%) with nine replicates of five birds each. The
experimental food was devoid of antibiotics as a performance enhancer, being
used anticoccidial in all treatments. Analyzes were carried out to determine the
activity of enzymes of the antioxidant system in the liver, definition of the
antioxidant capacity and lipid peroxidation in the blood and proteomic analysis in
the blood plasma of broiler chickens. Data were tabulated and analyzed using
analysis of variance with the aid of SAS 9.2 (SAS Institute, 2008). There was a
greater % reduction of DPPH with the greater inclusion of OSM, as well as the
ADH1 gene, which was differentially expressed in treatments with greater
inclusion of OSM. The HBE gene had its expression differentiated in the
treatment of 0.9% of broilers raised in a stress environment, HBE is related to the
hydrogen peroxide (H202) catabolism process as well as the catalase enzyme,
which also showed a significantdifference in its activity in relation to the creation
environment, being greater in the thermoneutral environment. Furthermore,

several protein spots related to molecular chaperones were differentially
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expressed in the 0.5% and 0.9% OSM inclusion treatments at both rearing
temperatures. Furthermore, the PGRMC1 gene was differentially expressed in
treatments with 0.9% inclusion of OSMin both rearing environments.

Keywords: Antioxidant, phytogenic additive, poultry.



1244

1245

1246

1247

1248

1249

1250

1251

1252

1253

1254

1255

1256

1257

1258

1259

1260

1261

1262

1263

1264

1265

1266

1267

1268

1. Introducéo

Varios processos participam da defesa do organismo (PAPPAS et al.
2008). Dentre os quais, as chaperonas moleculares, sdo proteinas que se ligam
e estabilizama conformacéo de outra proteina cliente instavel, possibilitando seu
correto destino e facilitando os processos de enovelamento, oligomerizacgao,
transporte para um compartimento subcelulare regulacdo da conformacédo em
estados ativos e inativos (Hendrick e Hartl, 1993).

Neste sentido, as chaperonas sdo capazes de realizar muitas funcoes
celulares fundamentais, entre elas: assegurar que polipeptideos recém-
sintetizados atinjam o enovelamento correto do estado nativo, auxiliar a
associacao e dissociacdo de complexos multiproteicos, translocacao através de
membranas de proteinas destinadas a diferentes compartimentos celulares,
prevencdo da formacdo de agregados proteicos, reenovelamento de
polipeptideos mal enovelados e ressolubilizacdo de agregados formados em
situacOesde estresse (Hartl etal., 1992; Hartl e Hayer-Hartl, 2002; Tiroli-Cepeda
e Ramos, 2011).

As proteinas de choquetérmico (Heat Shock Protein) fazem parte de uma
grande familia das HSPs e funcionam como chaperonas moleculares as quais
modulam a resposta ao estresse térmico e minimizam lesées celulares (Castro
et al., 2013). Para que todas essas funcdes possam ser realizadas
eficientemente existem diversos tipos de chaperonas moleculares organizadas
em cinco familias principais que sdo nomeadas de acordo com a massa
molecular do mondémero em Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100 e sHsps. O termo
Hsp (Heat shock protein) é derivado do fato de que as primeiras chaperonas

foram identificadas por terem sua expressao altamente elevada em condic¢des
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de estresse térmico (Lindquiste Craig, 1988; Aldea et al., 2007). Na grande
maioria dos casos, as chaperonas funcionam sendo auxiliadas pelas co-
chaperonas (Bukau e Horwich, 1998; Taipale et al., 2014).

Dentre as Hsp’s induzidas por meio do estresse, a Hsp70 foi estudada
extensivamente (VALROS et al., 2013). Esta proteina pode ser considerada a
mais proeminente e abundantemente expressa (MAYER e BUKAU, 2005). As
Hsp70 atuam com funcédo anti-apoptética na inibicdo da formacdo do ROS
(PICARD e GAGAOUA, 2017). A proteina Hsp40 codificada pelo gene DNAJAL,
atua como co-chaperona daHsp70 e ajuda no dobramento e protecdo de novas
proteinas, no intuito de assegurar o bom funcionamento do musculo sob
condi¢cOes de estresse oxidativo (GUILLEMIN et al., 2011).

Alguns alimentos naturais podem desempenhar efeitos moleculares que,
dependendo de quais genes sejam influenciados, irdo causar efeito benéfico ao
organismo. Nesse sentido, interesse tem sido depositado na capacidade em que
esses nutrientes tém de alterar a expressdo, uma vez que podem atuar em
diferentes alvos moleculares e modificar todas as etapas da expresséo génica
(FIALHO et al., 2008). A area de nutricdo foi favorecida pelo desenvolvimento e
aplicacdo de ferramentas de gendmica funcional, destacando-se a
transcriptdbmica, a protedmica e a metabolémica, que estudam, respectivamente,
0 conjunto de transcritos, proteinas e metabolitos que sofrem alteracbes
constantes em respostas a diferentes fatores ambientais e nutricionais (FIALHO
et al., 2008). O 6leo da semente de maracuja apresenta em sua constituicdo
tocoferodis e, carotenoides que desempenham acao antioxidante no organismo

(DA SILVA e JORGE, 2017).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacéo de
niveis crescentes de 6leo da semente de maracuja (OSM) na dieta de frangos
de corte criados em estresse por calor e ambiente termoneutro, sobre a atividade
de enzimas do sistema antioxidante, capacidade antioxidante, peroxidagé&o
lipidica e, andlise do proteoma plasmatico. Sob a hipétese de que os compostos
bioativos, principalmente carotenoides presentes no 6leo da semente de
maracuja, fossem capazes de reduzir os danos oxidativos causados pelo

estresse por calor.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Botucatu, no Laboratério de
Nutricdo de Aves. Todos os procedimentos experimentais utilizados foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais desta Faculdade, sob o
protocolo 0106/2019, estando de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA).

Foram utilizados 450 pintainhos de 1 dia de idade, machos, da linhagem
Cobb® 500, alojados em gaiolas de arame galvanizado (0,4 x 0,5 x 0,6m) com
comedouros tipo calha dispostos frontalmente a gaiola e bebedouros tipo nipple,
alojados em duas camaras climaticas contendo 45 gaiolas cada: termoneutra
(Tabela 11) que segue as instrucdes de temperatura da linhageme, outra com
estresse ciclico por calor, os animais foram criados em estresse ciclico por calor

durante 12 horas por dia seguindo as temperaturas detalhadas na Tabela 14.
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Tabela 14 — Temperaturas utilizadas nas camaras termoneutra e estresse
térmico.

CAMARA TERMONEUTRA CAMARA ESTRESSE TERMICO
Idade das aves Média Idade das aves Média
(dias) Temperatura (° (dias) Temperatura (°
C) C)
1-7 31,20 1-7 35,26
8-21 28,29 8-21 33,08
22-35 25,55 22-35 31,54

Todas as aves foram vacinadas no incubatério contra Gumboro, Marek e
Bouba Aviaria. A agua e racao foram fornecidas a vontade durante os periodos
experimentaise o programa de luz seguiu asorientacdes do manual da linhagem
de frangos selecionada. O delineamento foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 5 duas temperaturas (termoneutra e estresse ciclico pelo
calor), e cincotratamentos: Controle negativo sem 6leo da semente de maracuja:
0% OSM; 0,30% de incluséo de Oleo da semente de maracuja: 0,3% OSM;
0,50% de inclusédo de 6leo da semente de maracuja: 0,5% OSM; 0,70% de
inclusdode 6leo da semente de maracuja: 0,7% OSM; 0,90% de inclusdode 6leo
da semente de maracuja: 0,9% OSM.

A racdo experimental foi desprovida de antibidticos como melhorador de
desempenho, e foi utilizado anticoccidiano em todos os tratamentos. O OSM foi
adicionado nas dietas em substituicdo ao 6leo de soja, considerando-se a
correcdo pelo valor da EMA que no 6leo de soja € 8.790 kcal (Rostagno et al.,
2017) e no OSM ¢é 9.378 kcal/kg (Zanetti, 2018).

Aracao foiformuladaa base de milho,farelode soja e farinhade visceras,
segundo as recomendacfes de Rostagno et al. (2017) para frangos de corte

machos de desempenho médio (Tabela 15). O programa de alimentagéo foi
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dividido em trés fases: pré-inicial (1 a 7 dias), inicial (8 a 21 dias) e crescimento
(22 a 35 dias).

Foi realizado a afericdo da temperatura e umidade relativa do ar, por meio
de conjunto de termémetros de maxima e minima, bulbo seco e bulbo timido e
de globonegro colocados na alturadas aves e, por meio de sensores eletrdnicos

tipo HOBOs instalados em cada camara.



Tabela 15- Composicao percentual e nutricional calculada das dietas experimentais pré-inicial (1 a 7 dias), inicial (8 a 21 dias) e
crescimento (22 a 33 dias).

Ingredientes Pré-Inicial Inicial Crescimento
0% 0,3% 05% 0,7% 09% | 0% 0,3% 05% 0, 7% 09%| 0% 0,3% 05% 0,7% 0,9%
Milho 5452 5455 54,58 54,60 54,63|56,26 56,30 56,32 56,34 56,37 (61,43 61,47 61,50 61,52 61,54
Farelo Soja, 46% 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 (34,00 34,00 34,00 34,00 34,00|30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Oleo soja 1,057 0,725 0,503 0,282 0,060(1,899 1,567 1,346 1,124 0,903|2,973 2,640 2,419 2,198 1,976

Farinha Visceras 4,766 4,761 4,757 4,754 4,751|4,487 4,482 4,479 4476 4,472|2,273 2,268 2,265 2,261 2,258
Fosfato bicélcico 1,263 1,263 1,264 1,264 1,265(1,080 1,081 1,081 1,082 1,082|1,170 1,270 1,271 1,171 1,171

Calcério 0,843 0,843 0,843 0,844 0,844 (0,765 0,765 0,765 0,765 0,765|0,678 0,678 0,678 0,678 0,678
ggi;"igbo”ato de 4,056 0,056 0,056 0,056 0,056|0,035 0,035 0,035 0,035 0,035|0,031 0,031 0,031 0,031 0,031
osMme 0,000 0,300 0,500 0,700 0,900 |0,000 0,300 0,500 0,700 0,900 |0,000 0,300 0,500 0,700 0,900
gg%'\"etioni”a 0,367 0,367 0,367 0,367 0,366 (0,350 0,350 0,350 0,350 0,350|0,314 0,314 0,314 0,314 0,314

L-LisinaHCL99% 0,227 0,227 0,227 0,227 0,227 0,233 0,233 0,233 0,233 0,233|0,257 0,257 0,257 0,257 0,257
L-Treonina98,5% 0,094 0,094 0,094 0,094 0,094 (0,092 0,092 0,092 0,092 0,092|0,091 0,091 0,091 0,091 0,091
Anticoccidiano? 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055|0,055 0,055 0,055 0,055 0,055|0,055 0,055 0,055 0,055 0,055

Colina 0,105 0,105 0,105 0,105 0,105|0,095 0,095 0,095 0,095 0,095|0,075 0,075 0,075 0,075 0,075
Premix Vit.3 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100|0,100 0,100 0,100 0,100 0,100|0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Premix Min.* 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100|0,100 0,100 0,100 0,100 0,100|0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Sal comum 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450|0,450 0,450 0,450 0,450 0,450(0,450 0,450 0,450 0,450 0,450
TOTAL 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0{100,0 100,0 100,0 100,0 100,0/100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Composigao nutricional calculada

EM (kcal/kg) 2975 2975 2975 2975 2975|3050 3050 3050 3050 3050 3150 3150 3150 3150 3150
Proteina  Bruta

(%) 24,27 24,27 24,27 24,27 24,27|23,31 23,31 23,31 23,31 23,31|20,58 20,58 20,58 20,58 20,58
Célcio (%) 0,971 0,971 0,971 0,971 0,971|0,878 0,878 0,878 0,878 0,878|0,758 0,758 0,758 0,758 0,758

Fosforo disp. (%) 0,463 0,463 0,463 0,463 0,463|0,419 0,419 0,419 0,419 0,419|0,374 0,374 0,374 0,374 0,374
Potassio (%) 0,597 0,597 0,597 0,597 0,597(0,598 0,598 0,598 0,598 0,598 0,599 0,599 0,599 0,599 0,599




Saédio (%) 0,225 0,225
Cloro (%) 0,202 0,202
Lisina dig. (%) 1,441 1,441
Metionina (%) 0,591 0,591
Met+Cys dig. (%) 1,066 1,066
Triptofano, (%) 0,259 0,259
Treonina, (%) 0,994 0,994

0,225
0,202
1,441
0,591
1,066
0,259
0,994

0,225
0,202
1,441
0,591
1,066
0,259
0,994

0,225
0,202
1,441
0,591
1,066
0,259
0,994

0,218
0,194
1,384
0,567
1,024
0,249
0,955

0,218
0,194
1,384
0,567
1,024
0,249
0,955

0,218
0,194
1,384
0,567
1,024
0,249
0,955

0,218
0,194
1,384
0,567
1,024
0,249
0,955

0,218
0,194
1,384
0,567
1,024
0,249
0,955

0,208
0,183
1,239
0,508
0,917
0,223
0,855

0,208 0,208 0,208 0,208
0,183 0,183 0,183 0,183
1,239 1,239 1,239 1,239
0,508 0,508 0,508 0,508
0,917 0,917 0,917 0,917
0,223 0,223 0,223 0,223
0,855 0,855 0,855 0,855

10SM= Oleo da semente de maracuja; 2 Salinomicina (66ppm);3Premix vitaminico (niveis de garantia/kg de rag&o): Vitamina A (min)
10.000 U.I; Vitamina D3 (min) 2.500 U.I.; Vitamina E (min) 17,5 U.l.; Vitamina K3 (min) 2 mg; Vitamina B1 (min) 1,5 mg; Vitamina B2
(min) 7,5 mg; Niacina (min) 25 mg; Acido pantaténico 15mg; Vitamina B6 (min) 2 mg; Acido félico (min) 0,5 mg; Biotina (min) 60 mcg;
Vitamina B12 (min) 15 mcg;*Premix Mineral (niveis de garantia/kg de ragédo): Ferro (min) 30 mg; Cobre (min) 6 mg; Manganés (min)
70 mg; Zinco (min) 50 mg; lodo (min) 1 mg; Selénio (min) 0,35 mg; Cobalto (min) 0,2 mg.
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2.1 Atividade das enzimas do sistema antioxidante

Para determinacdo da atividade da superoxido dismutase, catalase e,
glutationa peroxidase, foi coletado um fragmento do figado de 8 aves/tratamento,
com 35 dias de idade, inserido numa solucédo tampéao fosfato de sédio 110mM
(pH 7,4). A quantidade detampéao foinaproporcao de dez vezes o peso do tecido
por micrograma. Apos a adicdo do tampao as amostras foram centrifugadas a
1500 rpm durante 20 minutos na temperatura de 4°C. Apés o término da
centrifugacdo o sobrenadante foi retirado, transferido em microtubos de plasticos
e armazenados a -80°C. As analises da atividade das enzimas antioxidantes
foram realizadas segundo diferentes autores, superéxido dismutase (SOD) de
acordo com a metodologia de Beauchaump e Fridovich (1971), catalase (CAT)
de acordo com o método descrito por Sinha (1972) e, glutationa peroxidase

(GPx) baseada no método descrito por Flohé e Glinzler (1984).

2.2 Capacidade antioxidante e peroxidacdo lipidica

A capacidade antioxidante do soro foi avaliada pelo método do DPPH e
leitura realizada em espectrofotometria UV-visivel (CHRZCZANOWICZ et al.,
2008; NASSER et al., 2011). Uma mistura de proporcéo 1:1 do soro/acetonitrila
foram homogeneizados eincubados por2 minutos, posteriormente centrifugadas
durante 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C, para desproteinizacdo da amostra. O
sobrenadante retirado € o soro desproteinizado. Antes do ensaio, uma solucéao
0,1 M de DPPH em metanol foi preparada e incubada na auséncia de luz. A
absorbancia foi lida a 515nm, 30 minutos apds a mistura. A inibicdo
(descoloracédo) do radical DPPH foi calculada como a percentagem relativa de

absorbancia da amostra no momento da leitura e comparada com um branco.
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A peroxidagédo lipidica no sangue foi determinada pela avaliagdo do
malonaldeido (MDA) segundo metodologia descrita por Buege e Aust (1984),
sendo que foram adicionados, em tubos de vidro, 200uL de plasma seguido por
800uL de solucado tampéao, preparada anteriormente e 2 ml de soluc¢do padrao
contendo acido tiobarbitarico. A mistura foi agitada e, em seguida levada para
banhomariaa 100 C° por 15 minutos. Posteriormente, a solucaofoi resfriada em
gelo e centrifugada a 3500 rpm por 15 minutos a 4C°. A leitura foi realizada em

espectrofotometro (532nm).

2.3 Anélise proteémica do plasma de frangos

Aliguotas das amostras de plasma coletadas com 35 dias de idade das
aves (9 animais/tratamento) foram utilizadas para estudo do protedma
(2D_PAGE e ESI MS/MS), coletadas imediatamente ao abate, congeladas em
nitrogénio liquido e transportadas para o laboratério de biologia molecular, onde
foram mantidas em freezer a -80°C. Para a realizacdo da analise foi realizado
um pool/tratamento de cada grupo experimental. Para o processo de extracao
das proteinas das amostras de plasma foram utilizados 200 ul de plasma do pool
de cada amostra, onde em microtubos de 2 ml foi adicionado 400 pL de acetona
80% gelada, para precipitacdo das proteinas e remover 0s possiveis
interferentes no processo eletroforético, tais como sais e surfactantes anidnicos
e, apos 1 h 30 min em geladeira o mesmo foisubmetido a centrifugacaoa 10.000
rpm, 4°C por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet utilizado para
quantificagcdo de proteinas totais (VIEIRA et al., 2015; VIEIRA et al., 2017).

A concentracdo de proteinas totais das amostras foi determinada pelo
método do Biureto (DOUMAS et al., 1981) sendo que, um total de 50 uL de

amostra ou padréo e 2,5 mL do reativo de Biureto foram misturados e levados a
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banho-mariaa 32°C por 10 min. Apdés 5 minutos em temperatura ambiente, as
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 545nm. Essa quantificacao é
realizada para calcular a massa de 375 pg de proteina a serem aplicadas em
cada fita de eletroforese com volume fixo em 250 pL.

Eletroforese bidimensional: Todas as determinagcdes de concentracao de
proteina total foram feitas antes das analises protedmicas em todos 0s grupos
experimentais. Na 2D-PAGE, aproximadamente 375 ug de proteinas de cada
pellet proteico foram aplicadas em fitas isoelétricas (IEF) de 13 cm contendo gel
pré-fabricado e anfdlitos de gradiente de pH 3 a 10, a fita ficou em contato com
a amostra aproximadamente 12 horas, em caixa de hidratagdo contendo 6leo
mineral para que ndo ocorra o ressecamento das fitas (BRAGA et al., 2015).

Com o auxilio do equipamento Ettan IPGphor, as fitas que ficaram em
contato com a amostra durante aproximadamente 12 horas, passaram pelo
processo de focalizacéo isoelétrica (1D ou primeira dimensédo). Nesse processo,
as proteinas foram separadas com base no seu ponto isoelétrico em func¢éo da
passagem de corrente elétrica gerada pelo equipamento. O processo de
focalizacado isoelétrica durou aproximadamente cinco horas e em seguida, as
fitas foram reidratadas com tampao especifico (ureia, SDS, glicerol, Tris-HCI,
azul de bromofenol) em duas etapas: a primeira adicionando Dithiothreitol (DTT)
a essa solucédo e na segunda substituindo o DTT por iodoacetamida (IAA) .
Posteriormente, as fitas foram transferidas para gel de poliacrilamida (12,5%)
para separacdo em segunda dimenséo (2D). Nessa etapa as proteinas foram
fracionadas no gel de poliacrilamida em funcéo da sua massa molecular. Apos a
corrida eletroforética, as proteinas foram fixadasno gel por 40 minutos utilizando

uma solucgéo contendo &cido acético, etanol e agua deionizada e coradas com
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Coomassie Blue G-250 por 72 horas. Apds esse passo, 0s géis foram lavados
com agua ultrapura para visualizacdo dos spots proteicos (CANDIANO et al.,
2004).

Os géis dos grupos experimentais, todos em triplicata, foram escaneados
e asimagens analisadas por meio do software Image Master Platinumv.7.0 para
obtencdo de parametros como numero de spots, percentual de correlacdo
(matching) entre os géis do mesmo tratamento, ponto isoelétrico e massa
molecular dos spots proteicos, bem como a expressédo desses spots proteicos
em diferentes tratamentos (LIMA etal., 2010).

Espectrometria de massas: Os spots proteicos diferencialmente
expressos entre tratamentos foram extraidos dos géis com auxilio de bisturi,
recortados em segmentos de aproximadamente 1 mm?3 e transferidos para
microtubos contendo 1 mL de acido acético 5% (v/v) e submetidos as seguintes
etapas: remocdo do corante, reducdo e alquilacdo das proteinas e digestao
triptica utilizando solucéo de tripsina 10 ng mL-L.

Os segmentos de gel foram lavados por trés vezes, em uma solucao
contendo acetonitrila (ACN) 50% (v/v) e bicarbonato de amdnio (AmBic) 25 mM
por 30 minutos, pois os fragmentos de spots deveriam estar totalmente
descorados. Em seguida, foram desidratados em ACN 100% por 10 minutos por
duas vezes, deixando evaporar o residuo remanescente em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, os spots foram reduzidos com solucdo de DTT 20
mM em AmBic 50 mM incubados por 40 minutos a 56 °C, removido o liquido e
substituido por IAA a 55 mM em AmBic 50 mM, incubados por 30 minutos no
escuro, em temperatura ambiente. Em seguida, os fragmentos foram lavados em

AmBic 25 mM e desidratados em ACN 100% (SHEVCHENKO etal., 2006).
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A digestéo ftriptica foi feita com 15 yL de solugdo contendo 150 ng de
tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry, Promega, EUA) em AmBic 25 mM por
15 minutos. Em seguida, adicionaram-se 50 yL de AmBic 25 mM e incubou-se a
37 °C por 14 horas. Apés 14 horas, a acdo da tripsinafoiinterrompida pelaadicao
de 15 pL de solugao bloqueadora (ACN 50% v/v e acido formico 5% v/v) e os
peptideos eluidos com duas lavagens com solucéo de eluicdo A (ACN 50% v/iv
e acido férmico 1% v/v), uma lavagem de 15 minutos com solucao de eluicdo B
(metanol 60% v/v e acido férmico 1% v/v) e mais duas lavagenscom ACN 100%,
a 45 °C sob sonicacdo em banho (Ultracleaner 1600A, Unique, Brasil) com 40
KHz de frequéncia fixa e poténcia de 30W. A solucéao peptidica resultante foi
concentrada a vacuo (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) (SHEVCHENKO et al.,
2006). Em seguida a amostra passou por um processo de limpeza utilizando
colunas C18 ZipTip (Millipore) com resina (SHEVCHENKO etal., 2006).

A identificacdo das proteinas de cada spot foi realizada em nano
ACQUITY UPLC (Waters, Milliford, USA) acoplado ao espectrdmetro de massas
Xevo Q-TOF G2 (Waters, Milliford, USA). Para tanto, o sistema UPLC nano
ACQUITY foi equipado com umacolunadotipo HSS T3 (Acquity UPLC HSS T3
column 75 mm x 150 mm; 1.8 pum, Waters), previamente equilibrada com 7% da
fase movel B (100% ACN + 0.1% acido formico). Os peptideos foram separados
através de um gradiente linearde 7-85% de fase movel B durante 20 min com
fluxo de 0.35 pL/min e a temperatura da coluna mantida a 45°C. O MS foi
operado em modo ion positivo, com resolucédo de pelo menos 20000 FWHM (full-
width halfmaximum)e em modo de aquisicdoindependente de dados (LC-MSE),
com o tempo de aquisicdo de dados de 20 min por spot. Os dados foram

coletados a uma energiade colisdo constante de 15 eV no modo MS de baixa
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energia e 45 eV modo de alta energia. A correcdo das massas foi realizada
utilizando o calibrante externo (Glu-1-fibrinopeptide B, 1 pmol/mL) infundido
através do lock mass a um fluxo de 300 nL/min e amostrado a cada 30s
(SHEVCHENKO et al., 2006).

Os espectros de massa foram processados utilizando o software Protein
Lynx Global Server (PLGS) versédo 3.0. A identificacdo das proteinas foi obtida
através do algoritmo de contagem de ions incorporado ao software. Os dados
obtidos foram buscados em banco de dados especifico do UniProt (Universal
Protein Resource). Para a busca foram utilizados os seguintes parametros:
Carbamidomethyl-C (modificacdo fixa), oxidaton M e phosphoryl STY
(modificacdes variaveis); precisdo de massa iguala 10 ppm, com tolerancia do
fragmento igual a 0.1 Da contra a massa tedrica de peptideos, com pelo menos
um peptideo por proteina, dois ions fragmentos por peptideo e cinco ions
fragmentos por proteina; clivagens perdidas: 1; False discovery rate: 4 (BRAGA
et al., 2015; VIEIRA et al., 2015).

A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se analise de
variancia com o auxilio do pacote estatistico SAS 9.3 (SAS Institute, 2008) e,

quando significativas, as médias foram comparados pelo teste de Tukey a 5%.

3. Resultados

Em relacédo aos resultados de porcentagem (%) de reducéo do radical
DPPH em amostras de soro sanguineode frangosde corte com 21 dias de idade
(Tabela 16), foi observado interacao significativa (p=0,0093) entre os fatores
(temperatura e, niveis de inclusdo de OSM). Frangos de corte criados em
ambiente termoneutro apresentaram uma resposta crescente da % de reducéao

de DPPH, sendo que quanto maior o nivel de OSM (0,90%) maior a % reducéo
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do radical DPPH. Indicando que os niveis de inclusdo de OSM afetam a resposta
antioxidante. Nao houve efeito significativo (p<0,05) em relacdo ao TBARS
plasmatico.

Na analise proteémica do plasma sanguineo (2D-PAGE) houve diferenca
significativa para os tratamentos com maior inclusao de OMS (0,9% em estresse
térmico e termoneutralidade) para o spot Alcohol dehydrogenase 1, gene ADH1
(Tabela 17). A vitamina A (retinol) € um nutriente essencial para regulacao do
desenvolvimento, mas toxico em grandes quantidades. Estudos anteriores
revelaram que o alcool de-hidrogenase ADH1 é necesséria para a eliminacéo
eficiente de excesso de retinol para prevenir a toxicidade (MOLOTKOV et al.,
2003).

Tabela 16- Porcentagem de sequestro de DPPH (%) e, TBARS plasmatico (umol
de MDA/L) em amostras de soro e, plasma sanguineo de frangos de corte, com
21 dias de idade, recebendo diferentes niveis de 6leo de semente de maracuja.

DPPH TBARS
(%) (umol de MDAIL)

Temperatura Niveis (%)
Estresse 0% 16,31 c 13,95
0,30% 19,08 c 18,85
0,50% 16,40 c 9,80
0,70% 13,98 ¢ 11,83
0,90% 1153 ¢ 16,47
Termoneutra 0% 25,97 bc 14,86
0,30% 30,38 abc 13,13
0,50% 44,84 ab 10,40
0,70% 45,92 ab 17,84
0,90% 48,18 a 13,95

Efeitos principais
Temperatura
Estresse 15,46 14,18
Termoneutra 39,06 14,04
Niveis (%)

0% 21,14 14,41
0,30% 24,73 15,99
0,50% 30,62 10,10

0,70% 29,95 14,83
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0,90% 29,85 15,21
Probabilidades, P <

Temperatura <0,0001 0,943
Niveis (%) 0,1950 0,4337
Temperatura x Niveis (%) 0,0093 0,3870
EPM 2,062 0,959

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilidrazila; TBARS: substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico; EPM: Erro Padrdo da Média; Médias seguidas por diferentesletras
minusculas e, mailsculas, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05).

Tabela 17- Proteina relacionada ao retinol, diferencialmente expressa em
frangos de corte.

Simbolo . pI{I\/_IM
Spot Acesso " Proteina Escore teorica
ene
(kDa)
Alcohol
167, 168, 169, P0033 1313.94 6.21/
170, 171, 246 0 ADH1 dehysdéolge”a 8 36.849

Spots proteicos relacionados ao estresse oxidativo (Tabela 18) foram
diferencialmente expressos na andlise protebmica (2D-PAGE) do plasma
sanguineo, como DnaJ homolog subfamily B member 6, gene DNAJB6: As
proteinas da familia DNAJ sdo amplamente conhecidas por atuarem como co-
chaperonadamaquinariaHSP70,umcomponente central do sistema de controle
de qualidade proteico que garante a homeostase celular através de ciclos de
(re)-enovelamento de proteinas (KAMPINGA et al., 2010). Apolipoprotein A-l ,
gene APOAL: participa do transporte reverso do colesterol dos tecidos para o
figado para excrecdo, também tem ligacdo de proteina de choque térmico,
interagindo seletivamente e n&o covalentemente com uma proteina de choque
térmico, além disso participa do desenvolvimento da glandula adrenal e do
glicocorticoides. Creatine kinase, gene CKM: resposta ao calor, como resultado
de um estimulo de calor, um estimulo de temperatura acima da temperatura ideal
para aquele organismo. Homeodomain-only protein, gene HOPX: Proteina

homeodominio atipica que ndo se ligaao DNA. O homeobox da proteina apenas
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homeodominio (HOPX, anteriormente HOP). Pode atuar como co-chaperona
para proteinas chaperonas HSPA1A e HSPA1B e auxiliarno redobramento de

proteinas mediadas por chaperonas (UniProt).

Tabela 18 — Proteinas relacionadas ao estresse oxidativo, diferencialmente
expressas em frangos de corte.

Simbol pl/ MM
Spot Acesso Proteina Escore teodrica
o Gene
(kDa)
DnaJ homolog
196 Q5F3z DRAB - “supfamilys 21516 8803067
member 6
1, 99, 147, 168,
175, 176,179, 180, P0825 APOA1 Apolipoprotein A- 402.87 5.59/30.68
181, 183, 184, 214, 0 I 1 0
215, 220, 230, 237
P0056 Creatinekinase 414.96 6.50/43.32
14, 15,91, 211 5 CKM M-type 38 8
Q8JHU Homeodomain- 170.17
76, 89, 208, 271 0 HOPX only protein 57 4.92/8.342

Em ralacéo aos resultados da atividade enzimatica, com 35 dias de idade
dos frangos de corte, foi observado diferencasignificativa (p=0,0037) para o fator
temperatura, sobre a atividade da enzima catalase (CAT) de frangos de corte,
que foi maior em ambiente termoneutro quando comparado ao ambiente de
estresse por calor.

Tabela 19 - Atividade de enzimas do sistema antioxidante de frangos de corte,

com 35 dias de idade, recebendo diferentes niveis de 6leo de semente de
maracuja.

SOD CAT GPx
Niveis (U/mg (U/mg (U/mg
Temperatura (%) proteina) proteina) proteina)
Estresse 31,82 185b 5,34
Termoneutra 31,90 251 a 5,32
0% 31,19 1,80 4,90
0,30% 32,12 2,22 5,13
0,50% 31,48 1,85 5,22
0,70% 30,56 2,70 5,54
0,90% 33,97 2,34 5,89

Probabilidades, P <
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Temperatura 0,954 0,0037 0,948

Niveis (%) 0,677 0,06 0,242

Temperatura x Niveis 0,842 0133 0,849
(%)

EPM 0,849 0,121 0,144

SOD: Superoxido Dismutase; CAT: Catalase; GPx: Glutationa Peroxidase; EPM:
Erro Padrao da Média. Médias seguidas por diferentes letras minusculas, na
mesma coluna, diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Além disso, na anéalise protebmica do plasma sanguineo (2D-PAGE) a
proteina Hemoglobin subunit epsilon, gene HBE foi diferencialmente expressa,
essa proteina participa do processo catabolico de perdxido de hidrogénio, assim
como a enzima catalase. Assim como a proteina Nuclear receptor coactivator 7,
gene NCOA7 que foi diferencialmente expressa em resposta ao estresse
oxidativo (Tabela 20), podendo ser resultante da exposicéo a niveis elevados de
espécies reativas de oxigénio, por exemplo, anions superoxidos, peroxido de
hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (UniProt).

Tabela 20 - Proteinas relacionadas ao processo catabdlico de peroxido de
hidrogénio, diferencialmente expressas em frangos de corte.

Simbolo . pl/MM tedrica
Spot Acesso Gene Proteina Escore (kDa)
248 Po2128 HBE  Hemoglobinsubunit 92027 g 576 503
epsilon 4
154 Q5ZMS4 NCOA7  Nuclearreceptor  23.116 55,05 062
coactivator 7 5

Além disso, foram diferencialmente expressos spots proteicos
relacionados a estimulo e regulacéo do citocromo P450 (Tabela 21). Cytochrome
P450 2H1, gene CYP2H1: As principais enzimas CYP envolvidas no
metabolismo hepético em aves séo as isoformas CYP1A1l (Klein et al., 2003) e
CYP2H1 (Hamilton etal., 1993). Foi demonstrado que a superexpressao dessas
isoformas de CYP induz estresse oxidativo crébnico ao gerar mais ROS (HARI
KUMAR E KUTTAN, 2006). Membrane-associated progesterone receptor

component 1, gene PGRMC1: Componente de um complexo de proteinas de
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ligacdo a progesterona. Tem muitas func¢des celularesrelatadas (homeostase do
heme, interacdo com CYPs) (UniProt). Dados sugerem um papel para esta
familia de proteinas de ligacdo ao heme naregulacao das enzimas do citocromo
P450 (HUGHES et al., 2007).

Tabela 21- Proteinas relacionadas ao estimulo e regulacéo do citocromo P450,
diferencialmente expressas em frangos de corte.

Simbolo Proteina Escore pl/MM tedrica

Spot Acesso Gene (kDa)

208277 g 45/56.261

87 P05180 CYP2H1 Cytochrome P450 2H1 5

Membrane-associated
progesterone receptor 86.5684 9.05/29.909
componentl

209 QSZZKN PGI?-MC

Como citado anteriormente os géis foram realizados em triplicata (Tabela

22), sendo representado pelas letras A, B e C.

Tabela 22 - Percentual de correlacdo (PercentMatches) entre as repeticdes de
cada tratamento e quantidade spot em cada repeticdo de cada tratamento.
Temperatura Tratamento Repeticdo NuUmerode spots PercentMatches

Termoneutra 0% A 200 96
B 186 87

C 206 87

0,5% A 54 83

B 55 75

C 48 84

0,9% A 145 91

B 148 94

C 149 92

Estresse 0% A 116 81
B 122 73

C 98 95

0,5% A 35 88

B 38 90

C 39 93

0,9% A 125 97

B 125 95

C 128 96
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4. Discussao

Diversos compostos foram identificados no 6leo da semente de maracuja,
tais como tocoferadis, fitoesterdéis, carotenoides e compostos fendlicos, que sédo
conhecidos por proteger o organismo contra a acao de oxidantes (PIOMBO et
al., 2006; DA SILVA e JORGE, 2017). De Santana et al. (2015), estudando a
composicdo quimica do 6leo da semente de maracuja de diferentes espécies e
variedades, sendo uma espécie de sementes doada pela empresa Extrair
(mesma empresa fornecedora do 6leo de semente de maracuja do presente
estudo), constataram a presenca de compostos com acado antioxidante, entre
eles o B-caroteno nos niveis de 75,63 mg/100g de 6leo. O spot proteico Alcohol
dehydrogenase 1, gene ADH1, foi diferencialmente expresso nos tratamentos
com maior inclusdo de OSM (0,9%). Estudos anteriores (MOLOTKOV et al.,
2003) revelaram que o alcohol dehydrogenase 1 ADH1 é necessaria para a
eliminacédo eficiente de excesso de retinol para prevenir sua toxicidade,
demonstrando assim que o mecanismo envolve a oxidacao do excesso de retinol
para acido retindico (RA). A vitamina A (retinol) € um nutriente essencial para
regulacdo do desenvolvimento, mas téxico em grandes quantidades. ADH1
desempenha um papel dominante na primeira etapa da via de eliminacao
(oxidacao de retinol para retinaldeido) (MOLOTKQV et al., 2003).

Dada a funcéo desses compostos, os mesmos podem ter influenciado os
valores de % de reducéo do radical DPPH, pois sendo o DPPH um radical que
na presenca de compostos antioxidantes muda sua coloracédo e é reduzido, o
maior o valor de reducdo do DPPH indica maior presenca de substancias
antioxidantesnaamostra. Assim, o resultado encontrado apresentou maior % de
reducdo de DPPH com o maior nivel de inclusdo do OSM. Porém, quando

observamos os resultados dos animais criados em estresse por calor o OSM néo
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foi capaz de gerar a mesma resposta. Confirmando a presenca do retinol nas
amostras de 0,9% de inclusdo de OSM com a expressao diferenciada de ADHL,
componente que possivelmente causou a alteracdo nos valores de DPPH das
amostras do tratamento 0,9% de incluséo de OSM.

O aumento na atividade das enzimas do sistema antioxidante é
considerado como resposta protetora contra o estresse oxidativo (MATES et al.,
1999; DEVIletal., 2000; THOMAS etal., 2000). Além disso naanalise proteébmica
do plasma sanguineo a proteina Hemoglobin subunit epsilon, foi
diferencialmente expressa no tratamento 0,9% de frangos de corte criados em
ambiente de estresse, essa proteina participa do processo catabdlico de
peroxido de hidrogénio (UniProt) assim como a enzima catalase. Outro spot
diferencialmente expresso foi 0 nuclear receptor coactivator 7, gene NCOA7
que foi diferencialmente expresso no tratamento 0% de frangos de corte criados
em ambiente termoneutro, esse spot foi diferencialmente expresso em resposta
ao estresse oxidativo, podendo ser resultante da exposicao a niveis elevados de
espécies reativas de oxigénio, por exemplo, anions superoxidos, peroxido de
hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (UniProt). NCOA7, tem atividade
antioxidante, € um membro da familia OXR de proteinas de resisténcia a
oxidacao (YU et al., 2015). O produto do gene NCOA7 é uma proteina associada
ao receptor de estrogénio que é altamente semelhante ao produto do gene OXR1
humano, que atua na resisténcia a oxidacdo. Durand et al. (2007) descobriram
gue NCOA7, como OXR1 pode suprimiro fenotipo mutador oxidativo.

A expressdao diferenciadade HBE notratamento 0,9% de frangosde corte
criados em ambiente de estresse e, a expressdo diferenciada NCOA7 no

tratamento 0% de frangos de corte criados em ambiente termoneutro, explica o
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resultado encontrado para a atividade da enzima catalase. Pois HBE esta
relacionada com o processo de catabolismo do peroxido de hidrogénio (H202)
assim como a enzima catalase, sua expressao diferenciada em ambiente de
estresse por calor justifica a menor atividade da enzima catalase nesse
ambiente, pois essa enzima também é responsavel peladecomposi¢cao do H202
(CHELIKANI et al., 2004). Assim como a expressao diferenciadade NCOA7 em
ambiente termoneutro, pois NCOA7 pode ser resultante da exposicao a niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio, por exemplo H202, justificando a
maior atividade da enzima catalase nesse ambiente.

Devemos lembrar que n&o apenas as enzimas do sistema antioxidantes
atuam na protecdo do organismo contra os oxidantes, mas também, compostos
ndo enzimaticos. As defesas antioxidantes ndo enzimaticas incluem moléculas
com capacidade de sequestrar ERO (FINKEL et al., 2000; VALKO et al., 2007)
contendo compostos sintetizados pelo proprio organismo (glutationa, bilirrubina,
piruvato, coenzima Q, melatonina, acido urico) e, compostos obtidos a partir da
dieta (retinol, tocoferol, ascorbato, carotenoides, flavonoides) (HALLIWELL et al.,
2015).

Além disso, varios spots proteicos relacionados as chaperonas
moleculares foram diferencialmente expressas nos tratamentos: 0,3%, 0,5% e,
0,9% de inclusdo de OSM em ambas as temperaturas de criagdo:

1) Apolipoprotein A-l1 , gene APOAL: participa do transporte reverso do
colesterol dos tecidos para o figado para excre¢do, promovendo o efluxo do
colesterol dos tecidos e também tem ligagcdo com proteina de choque térmico.

Interagindo seletivamente e ndo covalentemente com uma proteina de choque
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térmico, qualquerproteinasintetizada ou ativada em resposta ao choque térmico
(UniProt).

2) Creatine kinase M-type, gene CKM: catalisa reversivelmente a
transferéncia de fosfato entre ATP e varios fosfogénios (por exemplo, fosfato de
creatina). E resultado de um estimulo de calor, um estimulo de temperatura
acima da temperatura ideal para o organismo (UniProt).

3) DnaJ homolog subfamily B member6, gene DNAJB6: é uma subfamilia
de HSP40, também conhecida como DNAJ, é uma subdivisdo do grande grupo
de Heat Shock Proteins (HSPs), o qual contém proteinas com funcéo de
chaperonas moleculares que conduzem o sistema de controle de qualidade
proteico das células (BALCHIN et al., 2016; MUSSKOPF et al.,2018). Alem disso
DNAJB6 nédo requer uma regulacéo positiva simultanea de Hsp70 para sua
atividade chaperona, (DAl et al., 2007). Hageman et al., (2010) sugerem que as
proteinas do tipo DNAJB6 agem como pequenas proteinas HSP. Mas, ao
contrario dos HSPs que ndo tém dominios conhecidos para recrutar HSPA para
processamento posterior, as proteinas do tipo DNAJB6 podem recrutar HSPA
por meio de seu dominio J para ligar o complexo substrato-chaperone para a
degradacdo de proteinas. Por meio desse modo duplo de acao, as proteinas do
tipo DNAJB6 estdo entre os mais fortes protetores contra a toxicidade da
proteina associada a agregacao de proteinas detectada até agora (DAI et al.,
2007).

4) Homeodomain-only protein, gene HOPX: Proteina homeodominio
atipica que naose ligaao DNA. O homeobox da proteina apenas homeodominio

(HOPX, anteriormente HOP). Pode atuar como co-chaperona para proteinas
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chaperonas HSPA1A e HSPAI1B e auxiliar no redobramento de proteinas
mediadas por chaperonas (UniProt).

Dada a importancia das chaperonas moleculares e o seu papel na
fisiologia animal, sua expresséo diferenciada nos tratamentos com inclusdo de
OSM é de grande importancia, uma vez que, as chaperonas moleculares séo
consideradas proteinas relacionadas a tolerancia ao estresse (Schirmer et al.,
1996).

Também spots relacionados a produc¢éo e regulacdo do citocromo P450.
Membrane-associated progesterone receptor component 1, gene PGRMC1.:
Componente de um complexo de proteinas de ligacdo a progesterona. Tem
muitas funcdes celulares relatadas (homeostase do heme, interacdo com CYPSs)
(UniProt). Sao chaperone heme intracelular. Regula a sintese de heme por meio
de interacbes com FECH e atua como um doador de heme para pelo menos
algumas hemoproteinas. Essa familia de proteinas desempenhaum papel na
regulagéo das enzimas do citocromo P450. PGRMC1 pode funcionarcomo um
reguladorgeral do citocromo P450. A presencade PGRMC1 em plantas, moscas
e vermes sugerem que esta regulacao das enzimas do citocromo P450 pode ser
amplamente conservada (HUGHES et al., 2007). Observacdes sugerem que
PGRMC1 modula a atividade das enzimas P450 (Mallory et al, 2005). Esse spot
foi diferencialmente expresso nos tratamentos de 0,9% de inclusdo de OSM em
ambos os ambientes de criacdo (termoneutralidade e estresse por calor).

Cytochrome P450 2H1, gene CYP2H1: As principais enzimas CYP
envolvidas no metabolismo hepatico em aves sédo as isoformas CYP1A1 (Klein
et al., 2003) e CYP2H1 (Hamilton et al.,, 1993). Foi demonstrado que a

superexpressdo dessas isoformas de CYP induz estresse oxidativo crbnico ao
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gerar mais ROS (Hari Kumar e Kuttan, 2006). E evidente que a ativacéo
transcricional das isoformas CYP1Ale CYP2H1,tem o potencial de aumentar o
estresse oxidativo (HUGHES et al., 2007). Esse spot proteico foi
diferencialmente expresso no tratamento 0% de inclusdo de OSM de animais
criados em ambiente termoneutro.

Dessa maneira € evidente que a inclusdo de OSM tem efeitos positivos
sobre o estresse oxidativo, uma vez que a proteina PGRMCL1 foi expresso nos
tratamentos com maior inclusdo de OSM e, tém a capacidade de controlar a
atividade de citocromo P450, que por suavez foi expresso no tratamento sem a
inclusdo de OSM e, induz o estresse oxidativo pois gera mais ROS, assim
aumentando o estresse oxidativo.

5. Conclusao

Houve maior % de reducdode DPPHcoma maiorinclusdodo OSM, assim
como a proteina ADH1, foi diferencialmente expresso nos tratamentos com maior
inclusdode OSM (0,9%), afirmando a presenca de retinol no tratamento 0,9% de
inclusdo de OSM que, provavelmente foi responsavel pela maior % de reducédo
do DPPH. Além disso, a expressao diferenciada da proteina HBE no tratamento
0,9% de frangos de corte criados em ambiente de estresse, explica o resultado
encontrado para a atividade da enzima catalase. Pois HBE esta relacionadacom
0 processo de catabolismo do peréxido de hidrogénio (H202) assim como a
enzima catalase, sua expressao diferenciada em ambiente de estresse por calor
justifica a menor atividade da enzima catalase nesse ambiente. Além disso,
varios spots proteicos relacionados as chaperonas moleculares foram
diferencialmente expressas nos tratamentos 0,5% e 0,9% de inclusdo de OSM

em ambas as temperaturas de criagdo, sua expressao diferenciada nos
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tratamentos com inclusdo de OSM é de grande importancia, uma vez que, as
chaperonas moleculares séo consideradas proteinas relacionadas a tolerancia
ao estresse. Ainda, a proteina PGRMC1 foi diferencialmente expresso nos
tratamentos de 0,9% de inclusdo de OSM em ambos os ambientes de criagao,
essa proteina modulaa atividade das enzimas P450 que induz estresse oxidativo
cronico ao gerar mais ROS. O OSM se apresentou como grande aliado ao
combate do estresse, seja incluindo retinol no organismo, catabolizando H202,
participando do enovelamento, oligomerizagdo, transporte para um
compartimento subcelular e regulacdo da conformacdo em estados ativos e

inativos das proteinas, assim como modulando a atividade do citocromo P450.
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Tabela 23- Proteinas identificadas por espectrometria de massa, no plasma sanguineo de
frangos de corte.

Simbolo . I/MM
Spot  Acesso Gene Proteina Escore teé?ica (kDa)
1 P08250 APOAl Apolipoprotein A-I 10278.48 5.59/30.680
P20763  N/A Ig lambda chain C region 458.8656 6.09/11.361
P04210 N/A Ig lambda chain V-1 region 282.9199 5.55/11.695
P21869  N/A Casein kinase Il subunit alpha' 51.7898  8.24/41.246
2 P19121 ALB Albumin 334251 5.51/69.918
3 093510 GSN Gelsolin 3901.907 5.93/85.832
P01875 N/A Ig mu chain C region 62.0375 6.07/48.174
4 P20763 N/A Ig lambda chain C region 905.5515 6.09/11.361

Neuronal-glial cell adhesion

6 Q03696 N/A molecule 120.977 5.46/136.571
Q90827 NEL Protein NEL 36.1394  5.23/90.969
7 P20763 N/A Ig lambda chain C region 1017.805 6.09/11.361
P04210 N/A Ig lambda chain V-1 region 340.4528 5.55/11.695
8 P20763 N/A Ig lambda chain C region 358.0059 6.09/11.361
P04210 N/A Ig lambda chain V-1region 190.5477 5.55/11.695
9 P20763 N/A Ig lambda chain C region 955.9057 6.09/11.361
P04210 N/A Ig lambda chain V-1 region 244.4516 5.55/11.695
10 P19121 ALB Albumin 199.3368 5.51/69.918
Q98TA4 MBL Mannose-binding protein 65.9287 5.85/27.396
12 P19121 ALB Albumin 42.6187 5.51/69.918
14 P00565 CKM Creatine kinase M-type 1245.868 6.50/43.328
15 P00565 CKM Creatine kinase M-type 730.9126 6.50/43.328
17 P07322 ENOS3 Beta-enolase 784.1884 7.28/47.196
P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 625.7251 5.69/82.438
P51913 ENO1 Alpha-enolase 412.8586 6.17/47.305
Q02020 FGB Fibrinogen beta chain (Fragment) 154.5098 7.18/52.678
18 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 233.5792 5.69/82.438
19 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 2984.645 5.69/82.438
20 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 916.9442 5.69/82.438
21 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 210.692 5.69/82.438
22 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 2957.5 5.69/82.438
Q02020 FGB Fibrinogen beta chain (Fragment) 198.1938 7.18/52.678
23 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 6256.922 5.69/82.438
Q02020 FGB Fibrinogen beta chain (Fragment) 316.7034 7.18/52.678
Q91969  TXLNB Beta-taxilin 103.1773 4.90/77.021
24 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 3620.123 5.69/82.438
Q02020 FGB Fibrinogen beta chain (Fragment) 822.0448 7.18/52.678
093256 KRT19 Keratin_ type | cytoskeletal 19 129.3882 4.94/46.082
25 P01875 N/A Ig mu chain C region 148.2306 6.07/48.174
P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 56.1318 5.69/82.438

26 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 2137.629 5.69/82.438



27

29

30

31
32

34
35

37

38

40

42

43

44

45
49

51
54
66

67

Q02020
P14448
Q02020
P14448
Q02020
Q02020
P14448
P19121
Q02020
P14448
P10184
P19121

Q9PW71
Q5ZKJ4

Q9YGV8
P02789
P01875
093510
P14448
P19121
P02789
P01875
P19121
P01875
P02789
093510
P02789
P02789
P19121
P01875
093510
P02789
093256

093532
P02789

P81475

P14448
P14448
P02789
P19121

P81475
Q02020
P14448

FGB
FGA
FGB
FGA
FGB
FGB
FGA
ALB
FGB
FGA
SPINKS
ALB

DUSP4

FGFR10P2
TBPL1
N/A
N/A
GSN
FGA
ALB
N/A
N/A
ALB
N/A
N/A
GSN
N/A
N/A
ALB
N/A
GSN
N/A
KRT19

N/A
N/A

N/A

FGA
FGA
N/A

ALB

N/A
FGB
FGA

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Fibrinogen beta chain (Fragment)

Fibrinogen alpha chain
Albumin

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Fibrinogen alpha chain
Ovoinhibitor

Albumin

Dual specificity protein
phosphatase 4

FGFR1 oncogene partner 2
homolog

TATA box-binding protein-like 1

Ovotransferrin

Ig mu chain C region
Gelsolin

Fibrinogen alpha chain
Albumin

Ovotransferrin

Ig mu chain C region
Albumin

Ig mu chain C region
Ovotransferrin

Gelsolin

Ovotransferrin
Ovotransferrin

Albumin

Ig mu chain C region
Gelsolin

Ovotransferrin

Keratin_ type | cytoskeletal 19
Keratin_ type Il cytoskeletal
cochleal

Ovotransferrin
Complement factor B-like
protease (Fragment)
Fibrinogen alpha chain
Fibrinogen alpha chain
Ovotransferrin

Albumin

Complement factor B-like
protease (Fragment)

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Fibrinogen alpha chain

100.7209
1664.303
326.0969
1049.02
32.1367
691.7341
567.3664
61.6774
827.7747
186.8845
169.3121
10391.33

98.9495
86.2695

85.4634
7808.769
2037.992
667.8718
326.1338

210.693
1323.553
270.3704
262.7492
112.0085

42.0694
223.7361

36.0333
5422.592
1709.406

512.599

35.0677
160.3274
107.1896

83.8727
25.0896

944.5046
78.2619
40.4185

211.8998

122.3695

79.0168
3970.262
1122.449

7.18/52.678
5.69/82.438
7.18/52.678
5.69/82.438
7.18/52.678
7.18/52.678
5.69/82.438
5.51/69.918
7.18/52.678
5.69/82.438
6.44/57.005
5.51/69.918

8.53/41.052
5.96/25.198

9.63/20.533
6.85/77.777
6.07/48.174
5.93/85.832
5.69/82.438
5.51/69.918
6.85/77.777
6.07/48.174
5.51/69.918
6.07/48.174
6.85/77.777
5.93/85.832
6.85/77.777
6.85/77.777
5.51/69.918
6.07/48.174
5.93/85.832
6.85/77.777
4.94/46.082

5.97/53.803
6.85/77.777

-127.059
5.69/82.438
5.69/82.438
6.85/77.777
5.51/69.918

-127.059
7.18/52.678
5.69/82.438



68

69

70

71

72
74

75

76

77

78
80
83
84
85

86

87

88

89

90

P00548
P19121

Q9I19R0
P19121
P19121
P19121
P51890
P19121
073775
P79795
P19121
P14448
Q02020
P19121
P00548
P19121
P14448
P14448
Q8JHUO
P14448
Q02020

P41366
P27731
Q02020
093256
Q6PVZ1
Q02020
P14448
Q02020
P14448

P12275
Q02020
P14448
P05180
Q02020
P14448
Q02020
P14448
Q8JHUO
Q5ZML1
Q02020
P14448
093256

PKM
ALB

HABP4
ALB
ALB
ALB
LUM
ALB
FBLN1
NRP1
ALB
FGA
FGB
ALB
PKM
ALB
FGA
FGA
HOPX
FGA
FGB

VMO1
TTR
FGB
KRT19
KRT14
FGB
FGA
FGB
FGA

N/A
FGB
FGA
CYP2H1
FGB
FGA
FGB
FGA
HOPX
KPNA1
FGB
FGA
KRT19

Pyruvate kinase PKM

Albumin
Intracellular hyaluronan-binding
protein 4

Albumin

Albumin

Albumin

Lumican

Albumin

Fibulin-1

Neuropilin-1

Albumin

Fibrinogen alpha chain
Fibrinogen beta chain (Fragment)
Albumin

Pyruvate kinase PKM
Albumin

Fibrinogen alpha chain
Fibrinogen alpha chain
Homeodomain-only protein
Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Vitelline membrane outer layer
protein 1

Transthyretin

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Keratin_ type I cytoskeletal 19
Keratin_ type | cytoskeletal 14
Fibrinogen beta chain (Fragment)
Fibrinogen alpha chain
Fibrinogen beta chain (Fragment)

Fibrinogen alpha chain
Arylamine N-acetyltransferase
liver isozyme

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Fibrinogen alpha chain
Cytochrome P450 2H1
Fibrinogen beta chain (Fragment)
Fibrinogen alpha chain
Fibrinogen beta chain (Fragment)
Fibrinogen alpha chain
Homeodomain-only protein
Importin subunit alpha-5
Fibrinogen beta chain (Fragment)
Fibrinogen alpha chain

Keratin_ type | cytoskeletal 19

734.7426
121.9807

36.8908
133.0457
3014.235
14272.57
195.4813

1599.38

78.3756

55.2513
4445857
5573.672
1302.933
138.5832

68.9751
169.3086

30.2375
7691.317
174.3281
945.9792
151.5574

324.8052
1518.121
1201.694
146.8049
28.3922
138.1585
117.0304
14105.66
687.2985

103.3287
12673.68
1118.314
208.2772
19784.3
6639.411
11101.61
6295.743
267.8177
202.4729
3110.186
2541.352
183.1839

7.29/58.015
5.51/69.918

8.74/39.968
5.51/69.918
5.51/69.918
5.51/69.918
6.06/38.642
5.51/69.918
4.95/78.138
5.28/102.480
5.51/69.918
5.69/82.438
7.18/52.678
5.51/69.918
7.29/58.015
5.51/69.918
5.69/82.438
5.69/82.438
4.92/8.342
5.69/82.438
7.18/52.678

8.82/20.234
5.07/16.309
7.18/52.678
4.94/46.082
5.02/50.986
7.18/52.678
5.69/82.438
7.18/52.678
5.69/82.438

5.56/32.915
7.18/52.678
5.69/82.438
6.45/56.261
7.18/52.678
5.69/82.438
7.18/52.678
5.69/82.438
4.92/8.342

4.93/60.195
7.18/52.678
5.69/82.438
4.94/46.082



91

92

94

95
96

99

102

Q5ZKK7
P00548
P14448
Q02020
P07322

Q52J10
P51913
P00565
P14448
093256
Q02020
Q6PVZ1
Q5ZMQ2
P53478
P60706
P68139
P68034
P08023

P63270
P19121
093256
Q03352
093256
Q6PVZ1
P20763
P04210
P08250
P41263
P68139
P68034
P08023

P63270
Q5ZMQ2
P53478
P60706

P02605

P02604
P02565

P13538

P00356

ERCC3
PKM
FGA
FGB
ENO3

TPST?2
ENO1
CKM
FGA
KRT19
FGB
KRT14
ACTG1
N/A
ACTB
ACTA1
ACTC1
ACTAZ2

ACTG2
ALB
KRT19
SERPINC1
KRT19
KRT14
N/D
N/A
APOA1
RBP4
ACTA1
ACTC1
ACTA2

ACTG2
ACTG1
N/A
ACTB

N/A

N/A

MYH1B
N/A

GAPDH

General transcription and DNA

repair factor 11H helicase subunit

XPB
Pyruvate kinase PKM
Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Beta-enolase

Protein-tyrosine sulfotransferase

2

Alpha-enolase

Creatine kinase M-type
Fibrinogen alpha chain
Keratin_ type | cytoskeletal 19

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Keratin_ type | cytoskeletal 14
Actin_ cytoplasmic 2

Actin_ cytoplasmic type 5
Actin_ cytoplasmic 1

Actin_ alphaskeletal muscle
Actin_ alphacardiac muscle 1

Actin_ aortic smooth muscle
Actin_ gamma-enteric smooth
muscle

Albumin

Keratin_ type | cytoskeletal 19
Antithrombin-I11 (Fragment)
Keratin_ type | cytoskeletal 19
Keratin_ type | cytoskeletal 14
Ig lambda chain C region

Ig lambda chain V-1 region
Apolipoprotein A-I
Retinol-binding protein 4
Actin_ alphaskeletal muscle
Actin_ alphacardiac muscle 1

Actin_ aortic smooth muscle
Actin_ gamma-enteric smooth
muscle

Actin_ cytoplasmic 2

Actin_ cytoplasmic type 5
Actin_ cytoplasmic 1

Myosin light chain 3_ skeletal
muscle isoform

Myosin light chain 1_ skeletal
muscle isoform

Myosin-1B

Myosin heavy chain_skeletal
muscle_adult
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

56.2588
29.9026
3504.213
407.1343
153.6646

36.8004
29.9615
414.9688
131.8687
124.0562
81.0329
23.5468
2053.802
2053.802
2053.802
1240.31
1240.31
1240.31

1192.112
237.5117
51.9107
333.7148
88.4306
23.5707
5499.998
1030.015
633.7396
7165.561
720.9074
720.9074
720.9074

700.485
316.0427
316.0427
316.0427

274.8606

274.8606
134.9216

123.3503
111.9167

6.11/89.680
7.29/58.015
5.69/82.438
7.18/52.678
7.28/47.196

9.15/42.042
6.17/47.305
6.50/43.328
5.69/82.438
4.94/46.082
7.18/52.678
5.02/50.986
5.31/41.793
5.30/41.836
5.29/41.737
5.23/42.051
5.23/42.019
5.24/41.995

5.31/41.877
5.51/69.918
4.94/46.082
10.29/11.281
4.94/46.082
5.02/50.986
6.09/11.361
5.55/11.695
5.59/30.680
5.93/22.515
5.23/42.051
5.23/42.019
5.24/41.995

5.31/41.877
5.31/41.793
5.30/41.836
5.29/41.737

4.52/16.710

4.96/20.899
5.64/222.817

5.62/223.145
8.70/35.704



Myosin regulatory light chain 2_

P02609  MYLPF skeletal muscle isoform 99.6498 4.74/18.839
N/A Myosin heavy chain_ cardiac
P29616 muscle isoform (Fragment) 64.0512 5.17/128.009
103 P41263 RBP4 Retinol-binding protein 4 197.7224 5.93/22.515
104 Q5ZLN1 PGAM1 Phosphoglycerate mutase 1 1746.194 7.02/28.898
P20763  N/A Ig lambda chain C region 122448 6.09/11.361
105 P19121 ALB Albumin 81.977  5.51/69.918
Keratin_ type Il cytoskeletal
093532 N/A cochleal 76.5257 5.97/53.803
107 Q02020 FGB Fibrinogen beta chain (Fragment) 312.0034 7.18/52.678
108 P01875 N/A Ig mu chain C region 1351.193 6.07/48.174
093256 KRT19 Keratin_ type | cytoskeletal 19 49.1255 4.94/46.082
109 P19121 ALB Albumin 599.5192 5.51/69.918

111 093256 KRT19 Keratin_ type I cytoskeletal 19 55.1002 4.94/46.082
Q6PVZ1 KRTI14 Keratin_ type | cytoskeletal 14 7.5426  5.02/50.986
112 093510 GSN Gelsolin 660.2259 5.93/85.832
093256 KRT19 Keratin_ type | cytoskeletal 19 91.2252 4.94/46.082
Q6PVZ1 KRT14 Keratin_ type | cytoskeletal 14 28.7541 5.02/50.986

113 Po1875 N/A Ig mu chain C region 984.3152 6.07/48.174
Complement factor B-like
114 P81475 N/A protease (Fragment) 1052.214 /27.059
115 P19121 ALB Albumin 1305.422 5.51/69.918
Po2789  N/A Ovotransferrin 457.091 6.85/77.777
P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 44.838  5.69/82.438
N/A Complement factor B-like
116 P81475 protease (Fragment) 2630.677 /127.059
P02789  N/A Ovotransferrin 594.3812 6.85/77.777
093510 GSN Gelsolin 96.5637 5.93/85.832
N/A Complement factor B-like
117 P81475 protease (Fragment) 346.5391 127.059
118 P19121 ALB Albumin 2640.284 5.51/69.918
P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 419.6558 5.69/82.438
093256 KRT19 Keratin_ type I cytoskeletal 19 98.5967 4.94/46.082
P02789  N/A Ovotransferrin 64.0121 6.85/77.777
P02197 MB Myoglobin 41.3293 7.96/17.422
119 P02789  N/A Ovotransferrin 18004.3  6.85/77.777
P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 257.5192 5.69/82.438
120 Po2789  N/A Ovotransferrin 7330.292 6.85/77.777
P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 371.5157 5.69/82.438
P19121 ALB Albumin 213.6765 5.51/69.918
Myosin regulatory light chain 2_
P02609 MYLPF skeletal muscle isoform 142.1003 4.74/18.839
121 P19121 ALB Albumin 2802.492 5.51/69.918
P02789  N/A Ovotransferrin 724.646  6.85/77.777

Serine/threonine-protein
phosphatase PP1-beta catalytic
P62207  PPP1CB subunit 62.1671 5.84/37.187

122 po2789 N/A Ovotransferrin 421.2103 6.85/77.777
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128

130
132

134

135

136

137
139

140
141
142

143

145

147

148

149

150

151

P19121
P19121
P02789
P19121
P19121
P02789
P01875
Q02020
P19121
P19121
P10184
P19121
P19121
P01875
P02789
Q02020
P19121
P19121
P19121
P41263
P19121

P41366
P01875
093256
Q02020
Q6PVZ1

093532
P14448

Q5ZMAG
Q02020
P14448
P19121
Q02020
P19121
P08250
P10184
P19121
P19121
P02789
P19121

Q57184
P19121
093256

ALB
ALB
N/A

ALB

ALB
N/A

N/A

FGB
ALB
ALB
SPINKS5
ALB

ALB
N/A

N/A

FGB
ALB
ALB
ALB
RBP4
ALB

VMO1
N/A
KRT19
FGB

KRT14
N/A

FGA

NADSYN1
FGB
FGA
ALB
FGB
ALB
APOAl
SPINKS
ALB
ALB
N/A

ALB

SIGMAR1
ALB
KRT19

Albumin

Albumin

Ovotransferrin

Albumin

Albumin

Ovotransferrin

Ig mu chain C region

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Albumin

Albumin

Ovoinhibitor

Albumin

Albumin

Ig mu chain C region
Ovotransferrin

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Albumin

Albumin

Albumin

Retinol-binding protein 4

Albumin
Vitelline membrane outer layer
protein 1

Ig mu chain C region
Keratin_ type | cytoskeletal 19
Fibrinogen beta chain (Fragment)

Keratin_ type | cytoskeletal 14
Keratin_ type Il cytoskeletal
cochleal

Fibrinogen alpha chain
Glutamine-dependent NAD(+)
synthetase

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Fibrinogen alpha chain

Albumin

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Albumin

Apolipoprotein A-I
Ovoinhibitor

Albumin

Albumin

Ovotransferrin

Albumin
Sigma non-opioid intracellular
receptor 1

Albumin
Keratin_ type | cytoskeletal 19

3508.294
4790.178
51.6467
7892.527
507.2249
230.477
115.8472
972.4377
38.1305
362.675
51.789
7309.331
1777.051
640.1736
927.1273
910.0054
607.1276
1876.964
231.8672
397.4926
557.2815

304.5338
160.0793
244.2202
155.3631
71.3638

63.9935
43.7466

16.1005
3817.722
132.3156

76.3805

65.8362
856.7781
609.7817
316.4849
14973.27
1579.156

544.973
12585.99

150.5628
1388.262
54.7851

5.51/69.918
5.51/69.918
6.85/77.777
5.51/69.918
5.51/69.918
6.85/77.777
6.07/48.174
7.18/52.678
5.51/69.918
5.51/69.918
6.44/57.005
5.51/69.918
5.51/69.918
6.07/48.174
6.85/77.777
7.18/52.678
5.51/69.918
5.51/69.918
5.51/69.918
5.93/22.515
5.51/69.918

8.82/20.234
6.07/48.174
4.94/46.082
7.18/52.678
5.02/50.986

5.97/53.803
5.69/82.438

6.49/79.227
7.18/52.678
5.69/82.438
5.51/69.918
7.18/52.678
5.51/69.918
5.59/30.680
6.44/57.005
5.51/69.918
5.51/69.918
6.85/77.777
5.51/69.918

5.88/24.602
5.51/69.918
4.94/46.082



152
153

154

155

156
157
158

159
160

161

162

164

167
168

169

170
171

172

173

174

175

P19121
Q02020
P19121
P19121
P05083
Q5F4B2
Q8QG60
Q5ZMS4
P00548
P19121
Q02020
P19121
P19121
093525
042479
P19121
P10184
P19121

Q8JG30
Q90762
P10184
P19121
P10184
P19121
P14448
093510
P00330
P08250
P00330
P00330
P14448
P00330
P00330

093532
093256
Q6PVZ1
093256
P14448

093532
Q6PVZ1
P19121
P51890
093256
P19121

ALB
FGB
ALB
ALB
ASL2
SWAP70
CRY?2
NCOA7
PKM
ALB
FGB
ALB
ALB
NOG
FECH
ALB
SPINKS5
ALB

SULT1B1
CDH6
SPINKS5S
ALB
SPINKS5
ALB
FGA
GSN
ADH1
APOALl
ADH1
ADH1
FGA
ADH1

ADH1
N/A

KRT19
KRT14
KRT19

FGA
N/A

KRT14
ALB
LUM
KRT19
ALB

Albumin

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Albumin

Albumin

Argininosuccinate lyase
Switch-associated protein 70
Cryptochrome-2

Nuclear receptor coactivator 7
Pyruvate kinase PKM

Albumin

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Albumin

Albumin

Noggin

Ferrochelatase mitochondrial
Albumin

Ovoinhibitor

Albumin
Sulfotransferase family cytosolic
1B member 1

Cadherin-6
Ovoinhibitor

Albumin

Ovoinhibitor

Albumin

Fibrinogen alpha chain
Gelsolin

Alcohol dehydrogenase 1
Apolipoprotein A-I
Alcohol dehydrogenase 1
Alcohol dehydrogenase 1
Fibrinogen alpha chain
Alcohol dehydrogenase 1

Alcohol dehydrogenase 1
Keratin_ type Il cytoskeletal
cochleal

Keratin_ type | cytoskeletal 19
Keratin_ type | cytoskeletal 14
Keratin_ type | cytoskeletal 19

Fibrinogen alpha chain
Keratin_ type Il cytoskeletal
cochleal

Keratin_ type I cytoskeletal 14
Albumin
Lumican
Keratin_ type | cytoskeletal 19
Albumin

412.7157
3329.222
81.6964
8401.21
30.8233
28.5501
25.5264
23.1165
1062.423
233.9002
63.1418
70.9831
5826.012
191.0011
190.6798
907.2752
7205.98
1719.662

123.2035
100.0574
2566.791
1367.242
234.4199
63.2853
85.2475
17.4925
1594.342
2150.006
912.595
249.1523
80.7836
86.7317
55.6041

696.6794
480.0268
281.3801
75.6036
47.9318

31.1058
7.2476
1273.1

105.9945

89.0665

2596.667

5.51/69.918
7.18/52.678
5.51/69.918
5.51/69.918
5.88/51.044
6.02/68.411
8.90/66.097
5.54/102.062
7.29/58.015
5.51/69.918
7.18/52.678
5.51/69.918
5.51/69.918
8.97/25.596
9.10/45.430
5.51/69.918
6.44/57.005
5.51/69.918

6.67/34.074
4.73/88.660
6.44/57.005
5.51/69.918
6.44/57.005
5.51/69.918
5.69/82.438
5.93/85.832
6.21/36.849
5.59/30.680
6.21/36.849
6.21/36.849
5.69/82.438
6.21/36.849
6.21/36.849

5.97/53.803
4.94/46.082
5.02/50.986
4.94/46.082
5.69/82.438

5.97/53.803
5.02/50.986
5.51/69.918
6.06/38.642
4.94/46.082
5.51/69.918



176

177

178
179

180

181

183

184
188
189

194

195

196

197

198

P08250
Q03696

Q76189
P19121
P08250
P01875
P19121

P41366
P08250
P20763
P20763
P04210
P08250
P08250
P20763
P08250
P20763
P04210
P28675
Q1T7B7
P08250
P19121
P19121
P02789
P01875
P19121
P02789
P01875
Q02020
P19121
P14448
Q02020
P00548

Q52J10

Q5F3Z5
P19121
P14448
P02789
Q7ZUAG
Q679P3

P41366

APOA1

N/A

NDC80
ALB
APOALl
N/A
ALB

VMO1
APOALl
N/A
N/A
N/A
APOA1
APOALl
N/A
APOALl
N/A
N/A
DCN
CENPP
APOALl
ALB
ALB
N/A
N/A
ALB
N/A
N/A
FGB
ALB
FGA
FGB
PKM

TPST?2

DNAJB6
ALB
FGA

N/A
LMBR1
PDLIM7

VMO1

Apolipoprotein A-I
Neuronal-glial cell adhesion
molecule

Kinetochore protein NDC80
homolog

Albumin
Apolipoprotein A-I
Ig mu chain C region

Albumin
Vitelline membrane outer layer
protein 1

Apolipoprotein A-I

Ig lambda chain C region
Ig lambda chain C region
Ig lambda chain V-1region
Apolipoprotein A-I
Apolipoprotein A-I

Ig lambda chain C region
Apolipoprotein A-I

Ig lambda chain C region
Ig lambda chain V-1region
Decorin

Centromere protein P
Apolipoprotein A-I
Albumin

Albumin

Ovotransferrin

Ig mu chain C region
Albumin

Ovotransferrin

Ig mu chain C region

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Albumin
Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Pyruvate kinase PKM
Protein-tyrosine sulfotransferase
2

DnaJ homolog subfamily B
member 6

Albumin

Fibrinogen alpha chain
Ovotransferrin

Limb region 1 protein homolog
PDZ and LIM domain protein 7

Vitelline membrane outer layer
protein 1

484.9691
397.2567

24.2795
1616.309
482.3241
632.1032
302.2137

224.2154
1084.421
822.7345
1450.501
1311.395
807.3671
1132.794
908.7134
9309.057
4017.162
1057.437
86.0416
62.0851
300.2617
6995.206
152.5261
102.0503
621.6377
23.7665
208.3185
88.5905
77.7824
70.0826
3213.954
1419.231
219.8652

46.3711

21.516
4153.538
54.8003
53.6811
45.1375
38.7199

532.6071

5.59/30.680
5.46/136.571

5.43/73.741
5.51/69.918
5.59/30.680
6.07/48.174
5.51/69.918

8.82/20.234
5.59/30.680
6.09/11.361
6.09/11.361
5.55/11.695
5.59/30.680
5.59/30.680
6.09/11.361
5.59/30.680
6.09/11.361
5.55/11.695
8.71/39.687
5.04/32.914
5.59/30.680
5.51/69.918
5.51/69.918
6.85/77.777
6.07/48.174
5.51/69.918
6.85/77.777
6.07/48.174
7.18/52.678
5.51/69.918
5.69/82.438
7.18/52.678
7.29/58.015

9.15/42.042

8.86/36.675
5.51/69.918
5.69/82.438
6.85/77.777
5.41/55.084
9.02/45.724

8.82/20.234



199

200
201

203

207
208

209

210
211
213
214

215

218

220

P00356
093256
Q6PVZ1
Q03352
P01875
P02789
093510
Q5F3X0
P51890
Q03352
P14448
P19121
P19121
P14448
Q02020
Q8JHUO
Q90X25
Q90965
P27177
P02789
P14448
P19121
Q02020

Q5ZKN2
P02789
P00565
093256
Q6PVZ1
P08250
P01875
P19121
P68139
P68034
P08023

P63270
P60706
Q5ZMQ2
P53478
P08250

Q03696
Q90827
P19121
P08250

GAPDH
KRT19
KRT14
SERPINC1
N/A

N/A

GSN
LCLAT1
LUM
SERPINC1
FGA
ALB
ALB
FGA
FGB
HOPX
HOXA13
RAB2A
PRNP
N/A

FGA
ALB
FGB

PRNP
N/A
CKM
KRT19
KRT14
APOALl
N/A
ALB
ACTAl
ACTC1
ACTA2

ACTG2
ACTB
ACTG1
N/A

APOA1
N/A

NEL
ALB
APOA1

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Keratin_ type | cytoskeletal 19
Keratin_ type I cytoskeletal 14
Antithrombin-I11 (Fragment)
Ig mu chain C region
Ovotransferrin

Gelsolin

Lysocardiolipin acyltransferase 1

Lumican

Antithrombin-I11 (Fragment)
Fibrinogen alpha chain
Albumin

Albumin

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Homeodomain-only protein
Homeobox protein Hox-A13
Ras-related protein Rab-2A
Major prion protein homolog
Ovotransferrin

Fibrinogen alpha chain
Albumin

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Membrane-associated

progesterone receptor component

1

Ovotransferrin

Creatine kinase

Keratin_ type I cytoskeletal 19
Keratin_ type | cytoskeletal 14
Apolipoprotein A-I

Ig mu chain C region
Albumin

Actin_ alphaskeletal muscle
Actin_ alphacardiac muscle 1

Actin_ aortic smooth muscle
Actin_ gamma-enteric smooth
muscle

Actin_ cytoplasmic 1
Actin_ cytoplasmic 2
Actin_ cytoplasmic type 5
Apolipoprotein A-I
Neuronal-glial cell adhesion
molecule

Protein NEL
Albumin
Apolipoprotein A-I

82.5583
68.9292
12.8929
179.0228
1050.64
158.4458
61.3835
31.0184
295.536
255.2984
202.2245
175.0153
4940.736
7136.016
5293.257
1003.681
188.7423
140.1222
125.1133
3754.755
1365.317
576.3815
161.0473

86.5684
71.0412
95.4364
210.7867
28.9377
951.0492
549.8384
985.2855
473.5603
473.5603
473.5603

449.4176
300.2132
293.3659
293.3659
142.2986

488.8876
77.0211
22.495
210.423

8.70/35.704
4.94/46.082
5.02/50.986
10.29/11.281
6.07/48.174
6.85/77.777
5.93/85.832
8.81/44.448
6.06/38.642
10.29/11.281
5.69/82.438
5.51/69.918
5.51/69.918
5.69/82.438
7.18/52.678
4.92/8.342
9.24/31.944
5.98/23.522
9.05/29.909
6.85/77.777
5.69/82.438
5.51/69.918
7.18/52.678

9.05/29.909
6.85/77.777
6.50/43.328
4.94/46.082
5.02/50.986
5.59/30.680
6.07/48.174
5.51/69.918
5.23/42.051
5.23/42.019
5.24/41.995

5.31/41.877
5.29/41.737
5.31/41.793
5.30/41.836
5.59/30.680

5.46/136.571
5.23/90.969
5.51/69.918
5.59/30.680



228
230

231

232

233

234
237
238
242

243

244

246

247

248

249

251

P14448
P20763
Q5ZLN1
P04210
P08250
P02789
P19121
P01875
093510
P02789
P14448
P19121
P02789
P19121
P08250
P19121
P02789
P01875

Q9I9R0

Q5F3R7
Q02020
P14448
P02789
P14448
P02789
Q02020
Q02020
P14448
P00330
P02789
P01875
P14448
Q02020
P02789
P19121
P02128

Q5ZLY?2
P14448
P19121
P02789
Q02020
P00548
P02789
P14448

FGA
N/A

PGAM1
N/A

APOALl
N/A

ALB
N/A

GSN
N/A
FGA
ALB
N/A
ALB
APOA1

ALB
N/A

N/A

HABP4

DCAF12
FGB
FGA
N/A

FGA
N/A

FGB
FGB
FGA

ADH1
N/A

N/A

FGA
FGB
N/A

ALB
HBE

HAGHL
FGA
ALB
N/A
FGB
PKM
N/A

FGA

Fibrinogen alpha chain

Ig lambda chain C region
Phosphoglycerate mutase 1
Ig lambda chain V-1region
Apolipoprotein A-I
Ovotransferrin

Albumin

Ig mu chain C region
Gelsolin

Ovotransferrin

Fibrinogen alpha chain
Albumin

Ovotransferrin

Albumin

Apolipoprotein A-I
Albumin

Ovotransferrin

Ig mu chain C region

Intracellular hyaluronan-binding

protein 4

DDB1- and CUL4-associated

factor 12

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Fibrinogen alpha chain
Ovotransferrin
Fibrinogen alpha chain
Ovotransferrin

Fibrinogen beta chain (Fragment)
Fibrinogen beta chain (Fragment)

Fibrinogen alpha chain
Alcohol dehydrogenase 1
Ovotransferrin

Ig mu chain C region
Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Ovotransferrin
Albumin

Hemoglobin subunit epsilon
Hydroxyacylglutathione
hydrolase-like protein

Fibrinogen alpha chain
Albumin
Ovotransferrin

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Pyruvate kinase PKM
Ovotransferrin
Fibrinogen alpha chain

73.4457
3370.311
2217.941

438.219

153.062
5169.573
2418.158
910.5436
138.5865
1008.015
192.0651
3694.292
192.5896
2771.146

402.871

65.8236
14776.42

628.316

108.4903

50.6597
6331.043
954.7752
470.9244
1470.919
104.8316
102.3622
8261.576
1970.427
1313.948
15647.53

247.242
144.3586

124.674
2467.128
197.0748

92.0274

82.5444
70.9615
645.3977
537.0554
1841.205
1359.055
303.2449
72.6801

5.69/82.438
6.09/11.361
7.02/28.898
5.55/11.695
5.59/30.680
6.85/77.777
5.51/69.918
6.07/48.174
5.93/85.832
6.85/77.777
5.69/82.438
5.51/69.918
6.85/77.777
5.51/69.918
5.59/30.680
5.51/69.918
6.85/77.777
6.07/48.174

8.74/39.968

9.24/47.618
7.18/52.678
5.69/82.438
6.85/77.777
5.69/82.438
6.85/77.777
7.18/52.678
7.18/52.678
5.69/82.438
6.21/36.849
6.85/77.777
6.07/48.174
5.69/82.438
7.18/52.678
6.85/77.777
5.51/69.918
9.07/16.603

6.03/32.228
5.69/82.438
5.51/69.918
6.85/77.777
7.18/52.678
7.29/58.015
6.85/77.777
5.69/82.438



252 P02789
253 P19121
P02789
254
P53478
P60706
P68139
P68034
P08023

P63270
P19121
P02789
P01875
P02789
093510

255

256 P81475
P02789
093256
P01875

P20785
P13538

Q01841
Q02020
P02789
P19121
P01875
Q02020
P19121
P02789
P19121
P01875
P14448

257
259

260
261

P79765
Q02020

Q92010

Q9PTR5

262 P02789
P19121
P14448
P01875
P14448

Q02020

263

Q5ZMQ?2

N/A

ALB
N/A

ACTG1
N/A
ACTB
ACTA1l
ACTC1
ACTA?2

ACTG2

ALB
N/A

N/A
N/A
GSN
N/A

N/A

KRT19
N/A

COL6A1
N/A

TGL2
FGB
N/A

ALB
N/A
FGB
ALB
N/A
ALB
N/A
FGA

NEUROD1
FGB

ZBTB14
PAFAH1B1
N/A

ALB

FGA

N/A

FGA

FGB

Ovotransferrin

Albumin

Ovotransferrin

Actin_ cytoplasmic 2

Actin_ cytoplasmic type 5
Actin_ cytoplasmic 1

Actin_ alphaskeletal muscle
Actin_ alphacardiac muscle 1

Actin_ aortic smooth muscle
Actin_ gamma-enteric smooth
muscle

Albumin

Ovotransferrin

Ig mu chain C region
Ovotransferrin

Gelsolin

Complement factor B-like
protease (Fragment)
Ovotransferrin

Keratin_ type I cytoskeletal 19
Ig mu chain C region
Collagen alpha-1(VI) chain
Myosin heavy chain_skeletal
muscle_adult
Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase 2

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Ovotransferrin
Albumin
Ig mu chain C region

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Albumin
Ovotransferrin
Albumin

Ig mu chain C region
Fibrinogen alpha chain

Neurogenic differentiation factor

1

Fibrinogen beta chain (Fragment)

Zinc finger and BTB domain-
containing protein 14

Lissencephaly-1 homolog
Ovotransferrin

Albumin

Fibrinogen alpha chain

Ig mu chain C region
Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen beta chain (Fragment)

1152.981
303.2892
99.5529
3146.722
3146.722
3146.722
1753.041
1753.041
1753.041

1729.452
318.0641
81.2027
4186.515
45.2259
45.1774

1651.669
294.5805
55.6422
43.6255
18.4183

17.4861

15.732
2551.667
3797.153
3710.614
589.0931
277.7514

39.4715
8042.198
379.6893
288.1642
162.0565

155.1055
127.0352

102.3945
83.636
9084.689
1404.831
740.4574
132.3301
7023.691
1237.081

6.85/77.777
5.51/69.918
6.85/77.777
5.31/41.793
5.30/41.836
5.29/41.737
5.23/42.051
5.23/42.019
5.24/41.995

5.31/41.877
5.51/69.918
6.85/77.777
6.07/48.174
6.85/77.777
5.93/85.832

127.059
6.85/77.777
4.94/46.082
6.07/48.174

5.63/107.984

5.62/223.145

4.90/77.970
7.18/52.678
6.85/77.777
5.51/69.918
6.07/48.174
7.18/52.678
5.51/69.918
6.85/77.777
5.51/69.918
6.07/48.174
5.69/82.438

5.21/38.809
7.18/52.678

5.86/51.050
6.97/46.664
6.85/77.777
5.51/69.918
5.69/82.438
6.07/48.174
5.69/82.438
7.18/52.678



Po2789 N/A Ovotransferrin 643.5668 6.85/77.777

264 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 3014.248 5.69/82.438
Q02020 FGB Fibrnogen betachain (Fragment) 458.9699 7.18/52.678
Po2789 N/A Ovotransferrin 162.4428 6.85/77.777
Q5ZLA9 TMEM263 Transmembrane protein 263 81.1194 9.30/11.712

F-actin-capping protein subunit
P28497  CAPZA2 alpha-2 44,7253 5.54/32.845

265 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 16.6886 5.69/82.438

266 P68139 ACTAl Actin_ alphaskeletal muscle 182.2554 5.23/42.051
Q5ZMQ2 ACTG1 Actin_ cytoplasmic 2 182.2554 5.31/41.793

P68034 ACTC1 Actin_ alphacardiac muscle 1 182.2554 5.23/42.019
Actin_ gamma-enteric smooth

P63270 ACTG2 muscle 182.2554 5.31/41.877
P08023  ACTA2 Actin_ aortic smooth muscle 182.2554  5.24/41.995
p53478  N/A Actin_ cytoplasmic type5 182.2554 5.30/41.836
P60706 ACTB Actin_ cytoplasmic 1 182.2554 5.29/41.737
269 093256 KRT19 Keratin_type | cytoskeletal 19 ~ 138.8839  4.94/46.082
271 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 5743.185 5.69/82.438
Q02020 FGB Fibrinogen beta chain (Fragment) 2562.035 7.18/52.678
P00548 PKM Pyruvate kinase PKM 254.1833 7.29/58.015
Q8JHUO HOPX Homeodomain-only protein 170.1757  4.92/8.342
P58268 REQ Zinc finger protein ubi-d4 40.8643 6.57/45.884
272 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 165.3767 5.69/82.438
093256 KRT19 Keratin_ type | cytoskeletal 19 75.4914  4.94/46.082
273 P19121 ALB Albumin 1750.318 5.51/69.918
274 P19121 ALB Albumin 1377.234 5.51/69.918
275 p02789  N/A Ovotransferrin 1904.608  6.85/77.777
276 Q02020 FGB Fibrinogen beta chain (Fragment) 2574.051 7.18/52.678
P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 48.0836 5.69/82.438
po2789  N/A Ovotransferrin 37.835  6.85/77.777
277 pPo2789  N/A Ovotransferrin 6318.591 6.85/77.777
po1875 N/A lg mu chain C region 378.5493 6.07/48.174
N/A Complement factor B-like
P81475 protease (Fragment) 216.1593 127.059
SPRY domain-containing protein
Q5ZHV7 SPRYD7 7 48.8658 6.28/21.735
Q90Y35 ZNF622 Zinc finger protein 622 44,8703  5.20/46.109
E3 ubiquitin-protein ligase
Q5Z2J41 MARCHF5 MARCHF5 35.0398 9.10/31.422
278 p02789  N/A Ovotransferrin 63.2487  6.85/77.777
279 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 3839.373 5.69/82.438
Q02020 FGB Fibrinogen beta chain (Fragment) 1526.527 7.18/52.678
280 P14448 FGA Fibrinogen alpha chain 55.0614  5.69/82.438
284 P19121 ALB Albumin 147.9799 5.51/69.918
057401 SOX1 Transcription factor SOX-1 63.8744  9.70/37.935

Q679P3  PDLIM7 PDZand LIM domain protein7 ~ 54.8496  9.02/45.724
P53352 INCENP Inner centromere protein 43.7749 9.54/100.941
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Figura 1 - Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) obtido por eletroforese 2D-PAGE (faixade pH 3-
10) para amostras de plasma sanguineo, A: tratamento 0% OSM Estresse térmico; B: tratamento
0% OSM Termoneutro.
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Figura 2- Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) obtido por eletroforese 2D-PAGE (faixade pH 3-
10) paraamostras de plasmasanguineo, C: tratamento 0,5% OSM Estresse térmico; D: tratamento

0,5% OSM Termoneutro.
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Figura 3 - Gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) obtido por eletroforese 2D -PAGE (faixa de pH 3-
10) para amostras de plasma sanguineo, E: tratamento 0,9% OSM Estresse térmico; F: tratamento
0,9% OSM Termoneutro.




CAPITULO IV



IMPLICACOES

Apesar da crise financeira causada pelo Covid-19 durante o ano de 2020, o
consumo de carne de frangos deve aumentar tanto por conta de suas caracteristicas de
carne magra/saudavel, quanto pelo seu preco acessivel.

O Brasil se beneficiara desse aumento no consumo de carne de frangos, pois o
pais ja tem producdo consolidada e, se beneficia com destaque também na producéo de
grdos, usados na alimentacdo animal. Apesar disso, 0 Brasil enfrenta problemas com o
estresse por calor por conta do seu clima. Buscando uma solugdo, vérias pesquisas sao
feitas utilizando aditivos fitogénicos para tentar controlar os efeitos negativos causados
pelo estresse.

Em contrapartida, o 6leo da semente de maracuja que € um subproduto, apresenta
constituintes que podem melhorar a imunidade dos frangos de corte, com a maior
producéo de anticorpos. Podendo ser aliado a avicultura dependendo do meio de criagéo
desses animais. Além disso, 0 uso desse subproduto na alimentacdo animal gera destino
ambientalmente correto e agrega valor ao produto até entdo considerado descarte da
industria.

Apesar dos beneficios alcangados com o uso do 6leo de semente de maracuja,
tanto no presente estudo, como também em estudos anteriores, que foram importantes
para o descobrimento das fungdes do 6leo, cabe agora o interesse por parte das empresas
em utilizar as propriedades oferecidas por esse subproduto, para o desenvolvimento de
um produto comercial mais puro, destinacéo e agregacao de valor ao 6leo de semente de

maracuja.



