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| INTRODUCAO GERAL

A producéo animal encontra-se em constantes transformagdes devido as pressdes
mercadolégicas por alimentos benéficos a salde, em especial com caracteristicas
funcionais, ou seja, que promovam o melhoramento das taxas metabolicas. Nesse
contexto, a introducdo de antioxidantes a dieta dos animais de produgdo se apresenta
com potencial para atender a essa nova realidade.

Os carotenoides sdo pigmentos naturais muito utilizados pelas industrias e
possuem acOes benéficas para salde publica, uma vez que apresentam protecao contra a
acdo dos radicais livres, portanto capazes de retardar o envelhecimento e inibir a
incidéncias de doencas da sociedade moderna, especialmente as cardiovasculares e 0s
canceres.

Destes compostos, a bixina, principal carotenoide encontrado nas sementes do
urucunzeiro (Bixa orellana L.), tem se mostrado eficiente pela alta capacidade de inibir
0s processos oxidativos, devido a habilidade de compartilhar elétrons com esses radicais
em decorréncia do grande nimero de ligacGes conjugadas em sua cadeia. Compostos
que apresentam capacidade de doar ou compartilhar elétrons tém se mostrado eficiente

em combater o aparecimento de patologias da sociedade atual, como as doencas
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cardiovasculares, por estarem intimamente ligadas a oxidacdo das LDL sanguineas, uma
vez que, quando em estado oxidado, sdo mais reativas e, portanto, responsaveis pela
inicializacdo desses processos, bem como a diminui¢do da concentracdo do colesterol
total sanguineo.

Portanto, o objetivou-se do presente experimento foi avaliar o efeito da ingestao
da bixina sobre a concentracdo sanguinea de colesterol total, HDL, LDL e LDL
oxidada, bem como a qualidade do perfil de acidos graxos sanguineo de vacas em

lactacdo.



14

Il REVISAO DE LITERATURA

1. Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos sintetizados por plantas e microrganismos e se
encontram presentes principalmente em frutas e vegetais. Estes sdo responsaveis pela
coloracdo amarela, laranja e vermelha, além de participar em diversas funges vitais do
metabolismo. Quimicamente sdo tetraterpendides compostos por 40 carbonos ligados
por unidades opostas no centro da molécula (Fraser & Bramley, 2004), ja foram
catalogadas mais de 600 estruturas. Os carotenoides mais comuns presentes nos
alimentos de origem vegetal sdo o [-caroteno (cenoura), licopeno (tomate), xantofilas
(manga e mamao) e bixina (urucum).

Em 1999, a legislacéo brasileira autorizou o uso de carotenoides na industria
alimenticia. Atualmente os dois compostos permitidos sdo o B-caroteno sintético e o0s
naturais. Estes pigmentos apresentam um crescimento comercial e expansdo na sua
utilizacdo por serem inocuos, atoxicos e apresentarem boa qualidade colorifica

(Oliveira, 2005) dentre outras fungoes.
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Os carotenoides apresentam propriedades antibacterianas, anti-inflamatoria,
antioxidante, antisséptica, cicatrizante, depurativa e purgativa (Taylor, 2002). Além do
efeito estético, 0 uso de carotenoides em produtos alimenticios pode proporcionar
beneficios a salde do consumidor, uma vez que apresentam atividade de protecdo
contra o cancer e doencas cardiovasculares, decorrente, especialmente, de sua
capacidade de neutralizar radicais livres (Maldonade et al., 2008). Ainda, os a, B e y

carotenos sdo capazes de se converter em vitamina A (Rao & Rao, 2007).

2. Atividade antioxidante dos carotenoides

Antioxidantes sdo substancias que em baixas concentragdes, comparando a um
substrato oxidavel, que retarda ou inibe processos oxidativos. Dado os danos causados
pelos radicais livres, 0s organismos vivos desenvolveram varios mecanismos de defesa,
conforme aponta Shami & Moreira, (2004), o sistema antioxidante encontrado na célula
animal, vegetal e circulacdo sanguinea e séo constituido por complexos enzimaticos as
quais participam superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, e néo
enzimaticos, constituido por vitamina A, ac. ascorbico, tocoferdis, acido urico, vitamina
E, dentre outros.

As enzimas antioxidantes sdo importantes parametros para avaliar a eficacia do
sistema de protecdo, visto que sua alta atividade é benéfica para o organismo, pois
demonstra que seu sistema de defesa enddgena esta sendo capaz de responder ao
estresse oxidativo. Muitos compostos podem ser enquadrados na classe de
antioxidantes. As dietas, por exemplo, sdo ricas ndo apenas em carotenoides, mas em

vitamina C, vitamina E, polifendis (flavonoides).
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Devido a sua atividade antioxidante, os carotenoides sdo habeis em sequestrar o
oxigénio singlete e neutralizar os radicais livres, diminuindo o estresse oxidativo celular
(Barreiros et al., 2006). Provavelmente, isto se deve ao fato de sua estrutura quimica
possuir ligagdes duplas conjugadas que proporcionam distribuicdo eletronica capaz de
permitir a adicdo de radicais livres aos carbonos adjacentes as insaturagfes, assim
promove maior reatividade dessas moléculas frente a agentes oxidantes e como
consequéncia proporciona maior estabilidade e redugéo da concentragéo de oxigénio do
meio. Dado isso, a formacdo de radical peroxido gerada € inibida da auto-oxidagdo
(Kiokias & Gordon, 2003), além de todas essas fungdes vale ressaltar a importancia da
sua origem, tendo em vista os beneficios de produtos naturais.

A busca por antioxidantes ndo sintéticos para produtos alimenticios, cosméticos
e farmacéuticos vem representando um importante desafio para a pesquisa industrial nos
altimos anos (Laguerre et al., 2007). Além disso, alguns produtos naturais (como
extrato de gengibre, urucum e de outros temperos) apresentaram, in vitro, maior
atividade antioxidante que os produtos sintéticos (Murcia et al., 2004), associando mais

um ponto positivo e promissor para este mercado.

3. Bixina como agente antioxidante

A semente do urucunzeiro (Bixa orellana L.), planta nativa do Brasil, é rica em
carotenoides, sendo a bixina o predominante em sua semente cerca de 80%
(Satyanarayana et al., 2003), apresentando-se de ampla utilidade na inddstria de

alimentos, racdes, laticinios, entre outros. Esse carotenoide pode ser um substituinte ao
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corante de origem sintética, pois agrega todas as atribuicdes colorificas, bem como
antioxidante, podendo ser caracterizado como um composto nutracéutico.

Além da bixina, as sementes de urucum apresentam outro importante
carotenoide denominado norbixina, 0 que a caracteriza como um apocarotendide, ou
seja, a juncdo de dois carotenoides, sendo a bixina lipossolivel e a norbixina
hidrossoltvel (Giuliano et al., 2003). O teor de bixina das sementes do urucuzeiro pode
oscilar de acordo com a variedade cultivada, o solo e clima, encontrando-se valores de
1% a 5% (Franco et al., 2002). A bixina apresenta funcdes bem especificas. O extrato
das sementes de urucum tem sido relatado em exibir atividade quimiopreventiva,
antioxidante e anti-inflamatoria (Shilpi et al., 2006).

A bixina é um inibidor muito eficaz do oxigénio singlete, capaz de desativar o
estado triplete animado de sensibilizadores e eliminar espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio (RNS), como radical superdxido, acido hipocloroso e o0xido nitrico
(Chiste et al., 2011). Provavelmente esta capacidade esta ligada a sua estrutura peculiar
contendo 25 atomos de carbono, nove duplas ligagbes conjugadas, e dois grupos
carboxilicos, sendo um éster de metilo (Somacal et al., 2015), o que proporciona alta
atividade, conforme observou Gomes et al., (2008) de 91,6% , Lemos et al., (2008),

63,6% e Moreira, (2013), 82,4 %.

4. Concentracdo de Metabdlitos sanguineos em funcdo da ingestdo de
bixina
v Colesterol: HDL, LDL e LDL oxidada

A perda da propriedade vaso protetora do endotélio representa a etapa inicial da

aterosclerose (Yamamoto et al., 1997), além disso, ocorre diminui¢do do relaxamento
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endotelial vascular via acetilcolina, ocasionando vasoconstricdo e declinio do fluxo
sanguineo. Esses sintomas foram observados em estudos de Sun et al., (2000), em
coelhos recebendo 1% de suplementacéo de colesterol por 8-10 semanas, demonstrando
reducdo da vaso dilatacdo do endotélio na artéria carétida, o que pode ser ocasionada
pela presenca de placas de lipidios na aorta.

Alguns mecanismos sdo responsaveis pela homeostase do colesterol, afetando
sua concentracdo plasmatica. Entre eles seria a expressdo de receptores LDL,
especialmente no figado, onde boa parte deles esta localizada, acarretando diminuicéo
do colesterol plasmatico e reducdo dos niveis de LDL (Dornas et al., 2009). Fato este de
extrema importancia para compreensdo dos efeitos protetores dos antioxidantes, ja que
se identifica um efeito direto do aumento do colesterol HDL com a diminuicdo da
oxidagédo da LDL.

Acredita-se que a ingestdo de carotenoides, através de sua funcdo antioxidante
pode prevenir a aterosclerose. A lipoproteina LDL, quando em estado oxidado danifica
o0 endotélio. A acdo antioxidante dos carotenoides por sua vez, mitigaria o0 processo de
oxidacdo da LDL (Fontana et al., 2000) e como consequéncia inibiria a inicializacdo das
lesbes ateroscleroticas. Este processo inicia-se quando a LDL é atacada pelos radicais
livres, se tornando oxidada. A LDL oxidada (LDL-0x) por sua vez, libera fatores que
iniciam o recrutamento de mondcitos, transformando-os em macréfagos. As LDL-ox
sdo reconhecidas por receptores “scavengers”, formando células “espumosas” que €
exatamente o inicio da lesdo (Yu et al., 2013).

Estes receptores “scavengers” ndo sdo regulados pelo conteddo celular de
colesterol. Dessa forma, ocorre 0 acimulo de colesterol no sangue (Carmena, 2004),

explicando que o aumento da concentracdo de LDL oxidada gera consequentemente um
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aumento no nivel de colesterol sanguineo, justificando os resultados encontrados na
literatura citados anteriormente.

Um estudo relacionando o nivel de colesterol sanguineo com a incidéncia de
aterosclerose foi conduzido por Kritchevsky (1995), quando alimentou coelhos com
dieta normal, e acrescidas com 25, 113, 253 ou 507 mg/dia de colesterol, observou que
71% dos coelhos que receberam a maior dose apresentaram aterosclerose. Ratifica-se
essa relagdo com o estudo conduzido por Meeker & Kesten (1941), quando adicionaram
60 ou 250 mg de colesterol em 6leo vegetal e introduziram a dietas de coelhos por trés
meses. Os animais demonstraram lesdes ateroscleroticas, confirmando a teoria de que o
colesterol é o precursor para o desenvolvimento de doenca vascular aterosclerética.

Em contrapartida Lima et al., (2001), em estudo com coelhos, recebendo dietas
com alta quantidade de colesterol identificaram que a bixina foi capaz de reduzir o
colesterol total em 44% e elevar os niveis de colesterol HDL, sendo isso uma vantagem,
visto que o HDL transporta o colesterol da circulacdo sanguinea para o figado, onde é
metabolizado. Da mesma forma Carvalho et al., (2004), ao adicionar leite de cabra em
poé e bixina a dieta de coelhos verificaram aumento de 40% na concentracdo de
colesterol HDL no 31° dia. De Paula (2009), em estudo com ratos, avaliou também a
atividade da bixina em relacdo as porcGes de colesterol, através de uma dieta
hiperlipidémica e conclui que a bixina aumentou o HDL de 0,62 para 1,17 mmol/L e
diminui o LDL de 5,07 para 2,78 mmol/L, bem como o colesterol total de 6,15 para
4,15 mmol/L.

Diante desses resultados identifica-se a relacdo direta entre inclusdo de bixina na
dieta e a diminuicdo do colesterol total e LDL sanguineo, o que como citado

anteriormente é alcancado através do mecanismo antioxidante deste carotenoide, capaz
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de reduzir essas concentragdes e consequentemente prevenir a aterosclerose, ja que esta
esta intimamente relacionada com o aumento do colesterol LDL.

Muitas pesquisas foram realizadas no sentido de diminuir o colesterol circulante
em cobaias, com o intuito de estudar seu efeito sobre pardmetros sanguineos em
humanos. Porém poucas avaliaram seu efeito sobre animais domésticos, que lancaria
uma inovagdo dentro desse meio, visto que melhorias no metabolismo desses animais
trariam beneficios a populacdo. Por meio do consumo de carne, leite, ovos ou qualquer
outro produto de origem animal que tivesse 0s produtos do seu metabolismo
manipulado qualitativamente.

Dessa forma, os poucos estudos encontrados na literatura permitem observar
resultados promissores como o0s obtidos por Harder et al., (2007), ao fornecer dietas
contendo bixina (0,5 a 2% na MS) a galinhas poedeiras, verificaram reducdo de 60%
(2% na MS) na concentracdo do colesterol das gemas dos ovos quando da adigdo do
maior nivel. Confirmando esses resultados promissores em animais de producédo, Rocha,
(2014) verificou redugdo em cerca de 70% do colesterol da carne de ovinos que
receberam dietas contendo bixina.

Ratificando os resultados positivos da bixina sobre parametros bioquimicos
sanguineos, Somacal et al., (2015) verificaram que a ingestdo do carotenoide bixina foi
capaz prevenir a formacdo de placas ateroscleroticas. Quando submeteram coelhos a
dietas hiperlipidémicas verificaram que o carotenoide bixina preveniu o aumento do
colesterol ndo HDL e triglicerideos; e aumentou em mais de 150% o colesterol HDL,
bem como, impediu a formacdo de placas aterosclerdtica, agindo diretamente na

capacidade antioxidante enddgena através do aumento da enzima catalase. Ou seja, a
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bixina melhorou o equilibrio redox intracelular, protegendo-a do estresse oxidativo
(catalase).

De acordo com esses estudos observa-se a estreita relacdo entre o carotenoide do
urucum e a diminuicdo do colesterol total e LDL, como também o aumento do
colesterol HDL, porém ndo se deixa claro ao certo qual seria 0 mecanismo de acdo que
leva a melhorias nos pardmetros bioquimicos sanguineos, especialmente os relacionados
a fracdo do colesterol. Uma justificativa plausivel para tal fato pode ser hipotetizada
através do estudo de Silva, (2013) onde se observou que a suplementacdo de urucum na
dieta aumenta significativamente a expressdo da CYP7AL, a principal enzima envolvida
no catabolismo do colesterol.

Diante disso, pode-se concluir que o efeito hipocolesterolemiante do urucum
envolve a regulacdo também da CYP7A1 a qual aumenta a conversdo do colesterol a
acidos biliares. Sendo isto, um fato positivo e relevante para este contexto, pois com a
elevacdo da excrecdo de colesterol na bile apenas uma pequena parte do colesterol ira
formar as LDL e ser direcionado para os tecidos, ja que a maior parte dele sera
excretado como &cidos biliares, o que possibilita perdas via fezes (Silva et al., 2013).

Associada a essa hipotese, outra teoria coadjuvante a este mecanismo, seria a
captacdo atraves de receptores da LDL oxidada, como dito anteriormente, onde tais
receptores ndo sdo regulados pelo volume de colesterol, acarretando o aumento do
colesterol no sangue, ou seja, a formacdo de LDL oxidada na corrente sanguinea sera

diretamente proporcional ao acumulo de colesterol no sangue.

v Perfil de &cidos graxos
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Paralela a ingestdo de bixina, diversas mudancas no perfil lipidico podem ser
observadas, como aumento do chamado colesterol “bom” e diminui¢do do colesterol
“ruim”, porém, poucos estudos tiveram como objetivo avaliar alterages no perfil de
acido graxo atraves da inclusdo desse carotenoide. Rocha, (2014) verificou que a adi¢éo
de bixina a dietas de ovinos promoveu alteracdo no perfil de acidos graxos da carne com
diminuigcdo na concentracdo de acidos graxos de cadeia impar (C15:0 e C17:0). Este
fendmeno foi associado a possiveis modificacdes no ambiente ruminal promovidas pelo
carotenoide, visto que esses acidos graxos sdo de origem exclusiva da sintese
microbiana (Jenkins, 1993), o que pode ser confirmado pelos resultados obtidos por
Braga et al., (2007) ao trabalhar com bixina verificou que este carotenoide foi efetivo ao
inibir algumas espécies bacterianas presentes no rdmen, especialmente as gram-
positivas o que levou a inibi¢do da sintese de acidos graxos dessa classe.

Além disso, Rocha, (2014) verificou reducdo na concentragdo de acidos graxos
insaturados (estearico) da carne, o que pode ser associada a acdo inibitéria da bixina
sobre a biohidrogenacdo, que compreende o mecanismo ruminal de adicionar
hidrogénio na cadeia carbénica do acido graxo, afim de ndo causar toxidade ao animal,
mas em contrapartida, torna-o mais saturado. Fato interessante visto que a oferta de uma
carne menos saturada para sociedade moderna é de grande importancia, uma vez que
gorduras saturadas sdo promotoras de doencas crbnicas advindas do excesso de

gorduras contidas na dieta.
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Inclusédo de colorifico de urucum em dietas de vacas leiteiras como agente antioxidante

de parametros bioquimicos

RESUMO - Excesso de colesterol sanguineo pode ser responsavel pelo aparecimento das
doencas cardiovasculares, especialmente a aterosclerose. A inclusdo de carotenoides na dieta
dos animais pode trazer beneficios a saide humana, alterando a concentracdo de colesterol e
perfil de &cido graxo, devido acdo antioxidante. O urucunzeiro (Bixa orellana L.) apresenta
um potente carotenoide natural. Objetivou-se avaliar o perfil lipidico plasmatico e de acidos
graxos de vacas leiteiras que receberam dietas contendo urucum. Foram utilizadas 32 vacas
Holandesas (550 kg), distribuidas em delineamento inteiramente casualizado alocadas em
baias individuais submetidas aos seguintes tratamentos: (1) dieta sem inclusdo de colorifico,
(2) 0,089 de colorifico/kg de MS, (3) 0,12g de colorifico/kg de MS e (4) 0,16g de
colorifico/kg de MS. A amostra de sangue foi coletada via puncdo da veia epigastrica,
centrifugada e congelada para analise posterior. Os resultados mostraram que a incluséo do
urucum ndo promove melhorias na qualidade do colesterol plasmatico, aumento do HDL e
diminuicdo do LDL (P>0,05). Os resultados indicam que a utilizacdo de urucum na dieta de
vacas ndo possibilita a melhoria na concentracdo de colesterol total, entretanto promove

alteracdo no perfil de acido graxo plasmatico (p<0,05).

Termos para indexacao: Bixa orellana L., colesterol, urucum.
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Spice inclusion of annatto in dairy cows diets as antioxidant of biochemical parameters

ABSTRACT - Blood cholesterol excess can be responsible for the onset of cardiovascular
disease, especially atherosclerosis. The inclusion of carotenoids in the diet of animals can
benefit human health by changing the concentration of cholesterol and fatty acid profile, due
antioxidant action. The urucunzeiro (Bixa orellana L.) features a powerful natural carotenoid.
Aimed to evaluate plasma lipids and fatty acids in dairy cows fed diets containing annatto. 32
Holstein cows were used (550 kg), distributed in a completely randomized design allocated in
individual pens submitted to the following treatments: (1) diet without spice, (2) 0.08 g of
spice / kg DM, (3) 0, 12g of spice / kg DM and (4) 0.16 g of spice / kg DM. The blood
sample was collected via the epigastric vein puncture, centrifuged and frozen for later
analysis. The results showed that the inclusion of annatto not promote improvements in the
quality of serum cholesterol, increase HDL and LDL decreased (P> 0.05). The results indicate
that the use of annatto in cows diet does not allow improvements in total cholesterol

concentration, however leads to changes in plasma fatty acid profile (p <0.05)

Index terms: cholesterol, Bixa orellana L., urucum

1. Introducéo
As doencas cardiovasculares (DCV) sdo uma das principais causas de mortalidade no
mundo. Ja se tém elucidado os efeitos negativos de uma alimentacdo rica em colesterol e
gorduras saturadas e a estreita relacdo com o desenvolvimento das DCV (Leifert &
Abeywardena, 2008). A fim de tentar minimizar os efeitos da hipercolesterolemia,

interferéncias de origem dietética tém sido propostas com a finalidade de atingir uma
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diminui¢do na concentracdo do colesterol circulante (Park et al., 2009), como por exemplo a
ingestdo de compostos que possuam efeitos antioxidantes.

Na industria de alimentos, os carotenoides sdo frequentemente utilizados como corantes
naturais com a finalidade de atrair a atencdo do consumidor. Porém, sua funcdo pode ser
referenciada de forma muito mais nobre, benéfica e funcional & salde. Dentre outras
propriedades, o0s carotenoides sdo capazes de desempenhar funcdo antioxidante,
anticancerigena e preventiva de doencas cronicas ndo transmissiveis (Maiani et al., 2008).
Diversos carotenoides podem ser encontrados na natureza, alguns com atividades
reconhecidas, podendo se destacar nesse grupo a bixina, encontrada na semente do
urucunzeiro (Bixa Orellana L.), planta nativa do Brasil.

A bixina é conhecida na prevencdo de doencas, possuindo funcBes bioativas, em
decorréncia da sua atividade antioxidante, mais especificamente na regulacao da producdo de
espécies reativas ao oxigénio e nitrogénio (Rossoni Jr et al., 2011) e no efeito hipolipidémico
(Ferreira et al., 2012). Paula et al. (2009), observaram reducdo dos niveis de lipoproteina de
baixa densidade (LDL), do colesterol total e elevagdo do HDL em ratos submetidos a dieta
rica em colesterol (1% da MS) por 60 dias e suplementados com extrato de urucum.

Objetivou-se avaliar os efeitos da adi¢do do carotenoide bixina, contido no colorifico de
urucum a dieta de vacas em lactacdo sobre os parametros bioquimicos e perfil de acido graxo

sanguineos.

2. Material e Métodos
O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Sdo Bento do Una — PE
pertencente ao Instituto Agrondmico de Pernambuco - IPA, no segundo semestre de 2014,

localizado na mesorregido do Agreste Setentrional e microrregido do Vale do Ipojuca, a
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8°31'16" de latitude sul e 36°33'0" de longitude oeste e 650 m de altitude. A precipitacdo
pluvial média da regido é de 601,6 mm por ano e concentrando-se nos meses de marco a
julho, quando corresponde a aproximadamente 60% do volume total anual. As temperaturas
mais elevadas podem ser constatadas nos meses de novembro a janeiro, sendo superiores a
30°C. As analises foram realizadas no Laboratério de nutricdo animal da Universidade
Federal Rural de Pernambuco — Unidade Académica de Garanhuns.

Utilizou-se 32 vacas leiteiras da raga holandesa em lactacdo (3° semana) com peso
corporal médio de 550+70 kg e producdo média de 20+7 kg de leite por dia, sendo 8 animais
por tratamento e alocados em baias individuais (Figura 1). A dieta foi composta por silagem
de cana, palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill) e concentrado comercial, a base de
milho e soja. A racdo foi elaborada conforme preconiza o0 NRC para vacas em lactacdo (2001)
e ofertada 40% da dieta pela manha, juntamente com o colorifico, e 60% da dieta a tarde
(Tabela 1) permitindo sobras de 5 a 10% do total de matéria seca fornecida como forma de
manter os niveis dos ingredientes das racdes.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado composto por
quatro dietas que caracterizavam os tratamentos: sem fonte de colorifico (controle — T1); com
inclusdo de colorifico a 0,089 /kg de MS da dieta (T2); com incluséo de colorifico a 0,129 /kg
de MS da dieta (T3) e com inclusdo de colorifico a 0,16g /kg de MS da dieta (T4). Como
fonte de carotenoide foi utilizada o composto colorifico em p6 a base de urucum, adquirido da
fabrica Ouro Verde, situada na regido de Garanhuns. Mensurou-se a concentracdo de bixina
do material, encontrando um valor de 1,8% desse carotenoide. O composto de colorifico em

po foi fornecido aos animais uma vez ao dia diretamente no cocho sobre a dieta dos animais.
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O periodo experimental foi de 51 dias por animal, dos quais os 21 primeiros foram
destinados a adaptacéo e ao 30° dia foi realizada uma coletada de amostra de sangue, em tubo
“vacutainer” de 40 mL contendo EDTA K, via puncdo da veia epigastrica, apos a ordenha da
manhd. Devido a indisponibilidade de baias para alocar os animais, a disposi¢do dos animais
foi feita com base em dez baias (quantidade de baias disponivel), dessa forma, depois de
passado o periodo de 51 dias de experimento, o animal era retirado e alocado um novo animal
no espaco liberado, de modo que se esperava o término do periodo experimental de cada
animal para introducdo de outro, totalizando 204 dias corridos de experimento. O sangue foi
centrifugado a 3200 rpm por 20 minutos e o plasma foi separado e armazenado a -20° C para
analises posteriores.

A quantificacdo da bixina foi realizada segundo protocolo Yabiku & Takahashi (1991),
com algumas modifica¢des, conforme segue: primeiro foi feita uma solucdo de hidréxido de
potassio (KOH) a 0,5%, onde se dissolveu sob agitacdo, 5g de hidroxido de potassio em
aproximadamente 400 mL de agua destilada. Apos esfriar, aferiu-se em baldo volumétrico de
1000 mL. Em seguida foi feita outra solucao a 5%, repetindo o procedimento acima, pesando-
se 50g de KOH. Em seguida, adicionou-se 150 mL da solucdo de KOH a 5% no Erlenmeyer
de 500 mL e aqueceu até chegar a ebulicdo; Adicionou-se 25g da amostra e manteve por um
minuto; Retirou-se o Erlenmeyer da chapa quente e resfriou em agua corrente (sem agitar);
Filtrou-se o extrato em papel de filtro (utilizando o funil) e recolheu-se em baldo volumétrico
de 1000 mL; Apds a completa passagem do extrato, lavou-se e aferiu o baldo com agua
destilada; Passando 1 mL do filtrado com pipeta volumétrica para outro baldo de 100 mL e
aferindo com solucdo de KOH a 0,5%.

Para determinacdo do perfil de acidos graxos, a fracdo lipidica do sangue foi extraida

conforme protocolo proposto por Folch et al., (1957), utilizando-se aliquotas de 3 ml de
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plasma, 20 mL de cloroférmio e metanol solucéo de (2:1) e 4,4 mL de solugdo 1,5% de NaCl.
Apos isso, as amostras foram centrifugadas a 2400 rpm, durante 10 min a 22° C, quando
foram coletadas entre 300-350 mg da gordura, e posterior metilagdo em duas etapas, sendo a
primeira com 3 mL de HCI metandlico a 10% e a segunda com a utilizacdo de 1 ml de
hexano e 10 mL de 6% de carbonato de potéssio; as amostras foram centrifugadas a 500 x g
por 5 min para separagdo das camadas (Kramer et al., 1997). A camada apolar foi transferida
para um tubo de 13 x 100 mm contendo 1 g da mistura de sulfato de sddio e carvdo ativado
(1:1), tampado com tampa de rosca de teflon, centrifugado, transferido para frasco
“eppendorf” para analise em aparelho de cromatografia gasosa.

Para determinagdo da LDL oxidada, colesterol total e HDL foram utilizados Kkits
colorimétricos comerciais das marcas Elisa MBS738313, vida biotecnologia e labtest Ref. 13,
respectivamente. Com a diferenca entre colesterol total e HDL obteve-se a LDL.

As analises referentes a bioquimica e perfil de acidos graxos foram realizadas por
analise de variancia de regresséo, utilizando o procedimento GLM do pacote estatistico SAS
(2003).

3. Resultados e Discussao

3.1 Perfil lipidico sanguineo

O efeito da adicdo do colorifico como fonte de carotenoide sobre o colesterol total,
HDL, LDL e LDL oxidada pode ser observado na tabela 2. Em relacdo a todos os parametros
citados anteriormente ndo se constatou efeito (P>0,05) da adicdo do colorifico, sem inducdo
de hiperlipidemia, em nenhum dos tratamentos utilizados. Esses resultados estdo de acordo
com Oliveira et al., (2006) que embora suplementando dietas de codornas com colorifico,
concluiram que a bixina do colorifico ndo apresenta atividade hipolipidémica sobre o perfil

lipidico no sangue de codornas sem inducdo de hiperlipidemia. Ratificando esse resultado
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Luiggi (2015), alimentando frangos de corte hipolipidémicos com urucum (0,05% de bixina)
e 0 Oleo de girassol, concluiu que a bixina ndo apresenta atividade hipolipidémica sobre a
qualidade do perfil lipidico sanguineo de frangos sem inducgéo de hiperlipidemia.

Resultados diferentes foram encontrados por Silva et al., (2011), avaliando a
suplementacdo de extrato de urucum para ratos hipercolesterolémicos e observaram a reducao
dos teores do colesterol ndo HDL e maiores teores de colesterol HDL. O autor induziu a
hiperlipidemia e observou que o tratamento contendo bixina reduziu a concentragdo de
colesterol total (24,52% ap6s 16 dias).

Percebe-se, dessa forma, que diversos trabalhos foram realizados com a inclusdo de
urucum para reducédo dos teores de colesterol sanguineo em animais de laboratdrios induzidos
a hiperlipidemia, porém sdo escassos os trabalhos utilizando como modelo experimental os
animais domésticos comerciais, como vacas leiteiras, por exemplo, e sem a indugédo
hiperlipidémica, concluindo que a bixina apresenta propriedades hipolipidémicas apenas em
animais hiperlipidémicos.

Os valores médios de colesterol encontrados para as vacas Holandesas estdo dentro da
literatura, onde Pogliani & Birgel Junior (2007), avaliaram a concentracdo de colesterol total
em vacas holandesas e encontraram valores semelhantes. Entre 86,4 e 105,0 mg/dL para
novilhas com 12 a 24 meses de idade e entre 116,0 e 147,9 mg/dL para vacas adultas com
mais de 24 meses. Kappel et al., (1984) demonstraram que o colesterol esta diminuido durante
os primeiros 45 dias pds parto. Da mesma forma, Souza (2005), afirma que para o colesterol
ser utilizado como um parametro do metabolismo lipidico deve-se utilizar na fase pos-
puerperal — mais de 45 dias de paridas, com valores de referéncia entre 32,2 e 103,3 mg/dL.

Chama-se atencdo para o fato que atualmente existe uma intensa procura da populacéo,

por produtos principalmente de origem vegetal, que contenham efetiva atividade antioxidante,
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capaz de reduzir a fragdo LDL do colesterol. Contudo, extratos de plantas utilizados para esta
finalidade, s&o misturas complexas de diferentes compostos, com polaridades distintas,
propriedades antioxidantes e pro-oxidantes, algumas vezes apresentando acgdes sinérgicas
entre os componentes individuais (Parejo et al., 2002).

Utilizando a analise dos dados por boxplot verifica-se nos graficos 2, 3, 4 e 5 a
variabilidade dos dados para o colesterol total, LDL, HDL e LDL oxidada. Observa-se que
valores mais elevados e com maior dispersdo foram observados no tratamento 1, ja no
tratamento 2 os valores se encontram menores, pouco dispersos e mais proximos da mediana,
0 que pode ter sido ocasionado exatamente pelo efeito antioxidante da bixina. Os dados do
tratamento 4 se distribuem de forma assimétrica, caracteristica essa, que também se destaca
para o parametro de LDL. De forma geral, percebe-se para todas as variaveis que os dados se
encontram fora da média, no terceiro quartil e bastante dispersos. Percebe-se também que os
outliers encontrados sdo todos pertencentes ao grupo 2. Uma sugestdo para estes
acontecimentos é o baixo nivel de inclusdo da bixina, onde percebe-se a necessidade de uma
inclusdo maior para supostos resultados significantes.

Resultados semelhantes foram observados por Rodrigues (2003), com o objetivo de
avaliar o efeito do flavonoide naringenina e bixina e suas associacdes com o leite em po de
vaca, cabra e o extrato hidrossollvel de soja, sobre o metabolismo lipidico do coelho. Em
relacdo a fracdo HDL ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos utilizados.
Uma possivel explicacdo para este fato seria relacionar a maior concentracdo de colesterol
total e das suas fracGes com uma ndo conversdo do colesterol em sais biliares pela enzima 7-
a-hidroxilase, ou seja, a bixina de alguma forma pode estar influenciando estd conversao.
Bem como, uma inibicdo da acil-CoA-colesterol acil transferase (ACAT), deixando assim de

ocorrer a esterificacdo do colesterol.
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Com relagdo a LDL oxidada Huang et al. (2012), investigaram o valor de LDLox e
razdo de oxidacdo da LDL no diagnéstico de pacientes com Doencga Arterial Coronariana
(DAC). Os resultados demonstraram que o valor médio da LDLox e razdo de oxidacdo das
LDL foi significativamente maior no grupo com DAC do que os dois grupos controles. Esse
grupo concluiu que a LDLox e a taxa de oxidagdo da LDL estdo intimamente relacionados
com a aterosclerose e eles sdo melhores biomarcadores para discriminar entre pacientes com
DAC e individuos saudaveis. No presente experimento o colorifico adicionado a dieta ndo
ocasionou efeito na LDLox plasmatica das vacas sem indugéo de hiperlipidemia.

3.2 Perfil de acidos graxos plasmatico

Os perfis de é&cidos graxos plasmatico das vacas submetidas aos tratamentos
experimentais estdo apresentados na Tabela 3. Os &cidos graxos de cadeia impar C11:0 e
C17:0 foram alterados pelo tratamento (P<0,05) enquanto que os C13:0 e C15:0, nao foram
alterados pelo tratamentos (P>0,05). Esses resultados podem ser explicados devido ao fato
desses compostos ndo estarem presentes na alimentacdo fornecida, uma vez que acidos graxos
de cadeia impar sdo originarios exclusivamente de microrganismos (Jenkins, 1993).
Entretanto os que sofreram alteracdo provavelmente devem-se ao fato que a bixina possui
atividade inibitoria sobre varias espéecies bacterianas, onde ja foi comprovada maior atividade
supressora deste carotenoide sobre as bactérias Gram-positivas (Braga et al., 2007; Majolo et
al., 2013).

A concentracdo total dos &cidos graxos saturados e insaturados plasmaticos ndo sofreu
influéncia da inclusdo de bixina (P<0,05), provavelmente devido a elevada queda do acido
miristico e miristoléico. Isto deve ter sido proveniente de alteracBes nos padrdes de
biohidrogenacdo ruminal ocorridos pela adicdo da bixina. Tal hipétese pode ser confirmada

por Majolo et al., (2013) que observaram atividade antibacteriana da bixina sobre culturas de
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Escherichia coli (ATCC 11229), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e Listeria
monocytogenes (ATCC 19114), além de verificar que o potencial de agdo foi dependente da
quantidade do carotenoide adicionado.

O 4acido palmitoleico (C16:1) pode ser oriundo da dieta ou sintese enddgena a partir da
atividade da A9- desaturase sobre o C16:0, que adiciona uma dupla ligacdo no carbono 9 de
sua cadeia. A concentracdo deste acido foi alterada pela adicdo do urucum, reduzindo em
68,63%, do tratamento controle para o T3 (Figura 6), com adicdo de 0,012 g de bixina/ kg de
MS. Pode-se afirmar que sua reducdo pode ser decorrente da inibi¢do da atividade da A9-
desaturase, uma vez que a concentracdo do seu principal inibidor, o ismero C18:2, t10 c12,
conforme aponta Almeida et al., (2013), foi alterada pela inclusdo do carotenoide. O acido
oleico (C18:1) apresentou resultados parecidos dentro de todos os tratamentos. O que pode ter
acontecido devido a ndo expressdo de resultados entre os tratamentos. Este acido pode ser de
origem alimentar ou via biohidrogenacéo parcial do linoleico e linolénico e da desaturacéo do
estearico na mucosa intestinal, via A9- desaturase.

O éacido linoleico (C18:2) foi influenciado pelos tratamentos, 0 que pode ser muito
favoravel devido as suas altas propriedades benéficas. Como, por exemplo, sua atividade
anticarcinogena. Produtos de origem animal tem alta concentracdo desse acido e o principal
microrganismo responsavel pela producdo desse composto é o Butyrivibrio fibrosolvens

(Khanal e Olson, 2004).

4. Conclustes
1. A quantidade de bixina contida no colorifico incluido em conformidade com os
tratamentos utilizados na dieta das vacas leiteiras ndo foi suficiente para alterar

(P>0,05) o perfil lipidico plasmatico.
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2. O perfil de acido graxo plasméatico de vacas leiteiras, pelo contrario, é alterado
(P<0,05) pelos niveis de bixina contido no colorifico adicionado a dieta, a excec¢ao dos

acidos vacénico, estearico, pentadecandico e tridecanoico.
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Tabela 1: Ingredientes e composi¢do quimica das dietas.

Ingredientes Tratamentos (Niveis de colorifico em g/kgMS)
(o/kgMS) 0,00 (T1) 0,08 (T2) 0,12 (T3) 0,16 (T4)
Concentrado 361,6 427,1 375,6 396,8
Silagem de cana 482,2 428,3 467,8 450,1
Palma 156,2 140,5 151,6 146,4
Colorifico 0 4,0 50 6,7

Composic¢éo Quimica (g/kgMS)

Matéria seca 307,1 329,9 313,2 323,6
Proteina bruta 114,3 129,2 117,4 122,2
FDN! 445,6 421,7 438,3 430,3
Extrato etéreo 40,8 42,7 41,1 41,7

'FDN: Fibra em detergente neutro
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Tabela 2: Concentragdo de colesterol total (CT), colesterol LDL, colesterol HDL e LDL
oxidada (ox) (mg/dL) do plasma de vacas leiteiras ingerindo dietas contendo colorifico de

urucum.
Tratamentos (Niveis de colorifico em g/kgMS)
(0,000 T1®  (0,08) T2®  (0,12) T3W (0,16) T4®  pL® PQ®
CT 118,3+£39,7 116,9+36,1 101,3+25,6 116,3+34,1  0,7143™ 0,5399™
LDL 30,8+£27,0 21,4+23,3 21,0£12,2 37,8+£25,0 0,5944"™  0,1429™
HDL 87,3£18,2 97,5£17,5 80,3+19,8 78,4+26,7 0,2107™  0,4468™
LDL ox 0,84+0,10 0,74+0,16 0,84+0,11 0,81+0,12 0,9472™  0,4729™

D Médias + Desvio Padréo
@ probabilidade de efeito linear.
®) probabilidade de efeito quadratico.
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Tabela 3: Perfil de &cidos graxos plasmaticos de vacas em lactagdo ingerindo dietas contendo
colorifico de urucum (mg/100g).

Perfil 0,00 (T1) 0,08g/kg (T2) 0,0129/kg (T3) 0,0169/kg (T4) pt
C10:0 (céprico) 66,15 91,31 93,78 57,85 0,002
C11:0 (undecanoico) 17,12 19,63 27,08 27,27 <0,0001"
C12:0 (laurico) 3,53 7,44 7,33 2,51 <0,000"
C13:0 (tridecanoico) 1,74 1,26 1,79 1,44 0,294™
C14:0 (miristico) 15,90 8,30 9,33 9,73 <0,0001"
C14:1 (miristoleico) 4,96 4,79 4,77 2,86 <0,0001"
C15:0 (pentadecanoico) 4,64 5,31 4,30 4,63 0,545™
C16:0 (palmitico) 155,46 137,36 131,58 151,02 0,004™
C16:1 (palmitoleico) 22,35 17,13 7,01 14,89 <0,0001"
C17:0 (heptadecanoico) 6,43 7,59 8,79 6,72 0,003
C18:0 (esteérico) 149,86 145,65 135,52 151,34 0,381"™
C18:1 trans (vacénico) 259,96 256,14 264,39 257,29 0,978™
C18:1 cis (oleico) 261,81 260,46 263,95 278,98 <0,0001"
C18:2 trans (ruménico) 5,6 6,03 5,75 3,98 <0,0001"
C18:2 cis (linoleico) 7,48 8,50 11,09 11,03 <0,0001"
C18:3 (linolénico) 0,54 0,60 1,36 1,31 0,003™
C20:0 (araquiddnico) 1,03 1,12 7,58 5,74 <0,0001"
AGS® 421,80 425 4271 418,3 0,2936"™
AGI® 578,20 571,10 572,90 581,70 0,1164™

@ probabilidade de efeito linear, @ acidos graxos saturados, ® acidos graxos insaturados

" Efeito significativo <0,05

™ Efeito ndo significativo >0,05
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APENDICE A - FIGURAS

Figura 1. Distribuicdo das vacas em baias individuais.

200,000

- 150,000

=)

~~

=4 _

e

N

=

o

|_

s 100,000

3

wn

2

(@]

&

50,000 o'
T T T T
T1 T2 T3 T4
Tratamentos

Figura 2. Grafico boxplot para concentracdo de colesterol total plasmatico de vacas leiteiras ingerindo
dietas contendo colorifico de urucum.
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Figura 3. Gréfico boxplot para concentracéo de colesterol LDL plasmaético de vacas leiteiras
ingerindo dietas contendo colorifico de urucum.
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Figura 4. Grafico boxplot para concentragdo de colesterol HDL plasmatico de vacas leiteiras
ingerindo dietas contendo colorifico de urucum.

46



1,000

500

500

700

LDL oxidada (mg/dL)

600

500

T T2

Tratamentos

T4

47

Figura 5. Gréfico box plot para concentracdo de LDL oxidada plasmética de vacas leiteiras ingerindo

dietas contendo colorifico de urucum.
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Figura 6. Comportamento do acido palmitoléico no perfil de &cido graxo plasmatico de vacas leiteiras

ingerindo dietas contendo colorifico de urucum.
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Tabela 1. Dados de absorbancia e parametros analisados para vacas em lactacdo ingerindo dietas
contendo colorifico de urucum (mg/dL).

Trat
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T2
T3
T3
T3
T3
T3
T3
T4
T4
T4
T4
T4
T4
T4

Bixina
0

O O O O o o

o

0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,12
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16

Vaca
Alcalina
Batizada

Divinolandia
Dourada
Endira
Endya
Estrela
Fragata

Ativa
Bandeira
Baronesa
Diagonal
Dualista

Faceira
Resposta
Valiosa
Duquesa
Ecologia
Elegancia
Espléndida
Flora
Florata
Campinas
Elba
Encantada
Engenheira
Enluarada
Eva
Fortaleza

Absorb. COL COL_TOTAL

0,165
0,297
0,292
0,24
0,229
0,171
0,225
0,338
0,232
0,325
0,197
0,244
0,257
0,202
0,292
0,122
0,192
0,211
0,171
0,151
0,227
0,249
0,237
0,207
0,306
0,282
0,225
0,168
0,226

67,07
164,09
118,70

97,56

93,09

94,48
124,31
186,74
128,18
179,56
108,84
134,81
104,47
111,60
118,70
49,59
106,08
116,57

94,48

61,38

92,28
137,57

96,34

84,15
169,06
155,80

91,46

92,82
124,86

LDL
15,13
62,33
12,33
18,16
12,57
15,48
27,03
83,85
22,11
73,39
0,34
28,57
24,67
6,54
11,33
4,80
39,65
15,52
15,02
5,78
19,04
31,07
66,20
19,41
60,99
65,94
11,93
21,19
19,43

HDL
51,94
101,75
106,37
79,40
80,52
79,00
97,28
102,89
106,07
106,17
108,50
106,23
79,80
105,06
107,37
60,83
66,43
101,05
79,46
55,60
73,24
106,50
30,14
64,74
108,07
89,86
79,53
71,63
105,43

LDLox
0,825
0,667
0,946
0,941
0,933
0,777
0,777
0,921

0,63
0,99
0,686
0,664
0,732
0,764
0,965
0,527
0,974
0,726
0,889
0,935
0,844
0,696
0,932
0,701
0,799
0,743
0,872
0,99
0,637
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Tabela 2. Perfil de acidos graxos plasmaticos de vacas ingerindo dietas contendo colorifico de urucum (mg/100g).

BIXINA  Trat. C10.0 c11 0 C12.0 C130 C14 0 Cl4.1 C150 C16.0 C16 1 C17.0 C18 0 C18 1t C18 1c C18:2t C18 2t C20 0 C18 3
Alcalina 1 6495 1763 389 182 1654 532 536 15826 23,76 6,68 150,12 258,16 25673 554 7,50 1,49 0,00

Batizada 1 6633 1794 3,70 182 1556 5,04 0,00 15936 2363 6,44 150,62 262,66 257,42 5,55 750 0,00 0,00
Divinolandia 1 6521 17,27 362 180 1653 527 521 14653 23,09 6,45 15580 256,14 266,88 5,81 764 0,00 0,00
Dourada 1 6681 1649 3,18 1,79 1506 4,85 523 157,78 20,69 6,30 154,68 263,98 258,25 5,33 732 143 0,00
Endira 1 6733 1647 3,18 162 1579 435 532 15385 20,02 6,31 145,67 26587 263,18 5,84 7,44 139 1,45
Endya 1 6665 17,19 368 184 16,00 491 510 15832 2227 6,42 144,68 257,14 264,02 5,68 75 1,19 148
Estrela 1 6427 1720 332 166 16,17 498 537 15560 23,36 6,44 147,98 259,25 262,75 5,73 750 125 1,43
fragata 1 6763 16,73 3,68 157 1556 499 549 15395 2196 6,37 149,37 256,51 265,25 5,27 7,40 1,50 0,00
Ativa 2 8945 1964 726 130 7,75 453 520 131,74 1728 7,04 140,03 251,13 253,52 5,69 886 098 0,64
Bandeira 2 90,84 1994 730 15 7,82 4,48 547 137,34 1696 7,65 149,80 257,02 259,86 6,71 8,68 129 0,00
Baronesa 2 9741 1899 741 044 909 500 518 13316 17,63 7,73 141,40 265,82 258,68 5,77 860 1,09 0,00
Diagonal 2 9785 1841 788 148 8,16 489 500 132,16 16,53 7,49 14793 257,40 260,50 6,61 830 136 098
Dualista 2 9130 20,74 767 127 895 492 510 14191 16,78 7,95 141,12 253,66 264,93 5,25 846 1,00 1,25
Faceira 2 9153 2021 762 1,40 7,72 498 550 13798 17,33 7,27 147,29 257,56 260,47 541 812 145 0,63
Resposta 2 8383 18,76 743 138 841 4,15 551 13974 17,73 7,72 149,49 254,92 267,26 6,37 8,88 0,61 0,00
Valiosa 2 8828 20,38 6,98 124 854 537 554 14481 16,81 7,83 148,14 251,60 258,49 6,42 811 116 1,34
Duquesa 3 9574 2732 766 1,77 991 460 3,88 13409 731 862 13151 257,77 269,77 555 1058 638 151
Ecologia 3 9461 2742 729 198 950 493 452 13358 6,47 8,81 13559 26565 26863 6,39 1138 641 124
Elegancia 3 9228 2713 7,02 1,77 9,02 468 3,88 130,88 7,87 893 13566 264,50 26599 564 1031 819 1,06
Explendida 3 96,00 2949 751 164 924 463 380 12920 6,23 9,12 137,97 258,21 266,33 4,36 10,00 855 1,56
Flora 3 9281 2542 692 159 851 467 45 131,89 785 8,78 13845 269,04 25597 6,88 1163 7,50 1,77
Florata 3 90,38 2543 7,10 180 899 494 481 12849 7,38 858 138,09 26881 261,70 5,38 11,85 8,77 164
Floresta 3 9188 2714 788 199 984 501 515 13488 6,40 893 13246 266,24 25935 6,14 1190 7,99 1,20
Ufologia 3 9652 2728 724 1,79 963 4,74 384 12966 6,53 854 13443 26492 26383 569 11,10 6,86 0,88
Campinas 4 44,70 2363 18 129 835 255 427 156,98 14,68 7,33 156,53 258,67 283,48 4,04 1086 7,08 1,80



Elba
Engenheira
Enluarada
Eva
Fortaleza
Vaidosa

B S ST T e -

56,62
58,35
60,88
60,55
61,52
62,33

28,04
28,90
27,16
27,93
28,39
26,85

2,44
2,41
2,55
2,76
2,77
2,81

1,42
1,58
1,53
1,65
1,13
1,46

9,37
10,55
10,08

9,74
10,63

9,41

2,67
2,80
2,84
3,23
2,80
3,16

4,48
5,39
4,67
4,75
4,48
4,41

151,22
151,06
149,69
152,32
149,47
146,39

14,77
15,67
14,47
14,85
14,42
15,35

6,29
6,67
5,40
6,73
7,42
7,18

150,01
155,45
147,50
150,80
143,33
155,77

247,65
259,19
259,17
250,17
262,47
263,69

288,62
267,53
281,85
282,72
276,43
272,23

3,58
4,17
3,79
3,28
4,47
4,50

11,59
10,89
10,58
10,89
10,86
11,54

7,03
6,92
6,87
5,69
6,58
0,00
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1,81
1,50
1,43
1,31
1,33
0,00
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ANEXO — DIRETRIZES PARA AUTORES DA “REVISTA PESQUISA

AGROPECUARIA BARSILEIRA”

Forma e preparacéo de manuscritos

- Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e ndo podem ter sido encaminhados a outro
periddico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250
palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho;

- Sdo considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos, Notas
Cientificas, Novas Cultivares e Artigos de Revisdo, este Gltimo a convite do Editor. Os
trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia. O texto deve ser digitado no editor de
texto Microsoft Word, em espaco duplo, fonte Times New Roman, corpo 12, folha formato

A4, com margens de 2,5 cm e com paginas e linhas numeradas.

Organizacédo do Artigo Cientifico

A ordenacéo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrdnicos, Resumo,
Termos para indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, Concluses, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e

figuras.
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- O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos
redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracdes (tabelas e

figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o contelldo e o objetivo do trabalho e ter no méximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as conjuncoes;

- Deve ser grafado em letras mindsculas, exceto a letra inicial, e em negrito;

- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como "efeito” ou "influéncia".
Né&o deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso, apresentar
somente 0 nome binario;

- N&o deve conter subtitulo, abrevia¢des, formulas e simbolos. As palavras do titulo devem
facilitar a recuperagdo do artigo por indices desenvolvidos por bases de dados que catalogam

a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maidscula, por extenso, separados por virgula;
os dois ultimos sdo separados pela conjuncdo "e", "y" ou "and", no caso de artigo em
portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente;

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arabico,

em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco do autor.
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Endereco dos autores

- S80 apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 nome e 0 endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletronico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente;

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicéo;

- Os enderecos eletrdnicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.

Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao;

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo ndmeros, preposi¢des, conjuncdes e
artigos;

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e 0os métodos, 0s
resultados e a concluséo;

- N&o deve conter citagOes bibliogréficas nem abreviaturas;

- O final do texto deve conter a principal concluséo, com o verbo no presente do indicativo.

Termos para indexacao

- A expressdo Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
mindsculas, exceto a letra inicial;

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mindscula;

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras;

- Ndo devem conter palavras que componham o titulo;
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- Devem conter o0 nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada;

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural

Thesaurus (http://www.fao.org/aims/ag intro.htm) ou no indice de Assuntos da base SciELO

(http://www.scielo.br).

Introducéo

- A palavra Introdugdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a letra
inicial, e em negrito;

- Deve ocupar, no maximo, duas paginas;

- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto;

- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do

Resumo.

Material e Métodos

- A expressao Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mindsculas, exceto as letras iniciais;

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica;

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar 0s
tratamentos, o nimero de repeti¢bes e o tamanho da unidade experimental,

- Deve conter a descricdo detalhada dos tratamentos e variaveis;

- Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas;
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- Os materiais e 0s métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
0 experimento;

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢coes de técnicas de uso corrente;

- Deve conter informacao sobre os métodos estatisticos e as transformacées de dados;

- Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras

mindsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressdo Resultados e Discusséo deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial,

- Deve ocupar quatro paginas, no maximo;

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos;

- As tabelas e figuras sdo citadas sequencialmente;

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relacéo
aos apresentados por outros autores;

- Evitar o uso de nomes de variéveis e tratamentos abreviados;

- Dados ndo apresentados ndo podem ser discutidos;

- N&o deve conter afirmacGes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio
trabalho ou por outros trabalhos citados;

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracdo do texto
em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada;

- N&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras;

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.
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Conclusoes

- O termo ConclusBes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras mindsculas,
exceto a letra inicial;

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo;

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho;

- N&o podem consistir no resumo dos resultados;

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa;

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial;

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com "Ao, Aos, A ou As" (pessoas ou instituicoes);

- Devem conter 0 motivo do agradecimento.

Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minusculas,
exceto a letra inicial;

- Devem ser de fontes atuais e de periodicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
Gltimos 10 anos e 70% de artigos de periodicos;

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacdes descritas

a sequir;
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- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeragé&o;

- Devem apresentar 0os nomes de todos os autores da obra;

- Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito;

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacao de citacao;

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada; -
Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0o manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa
Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia Florestal,
2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO,
N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegécio da
mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algoddo; Brasilia: Embrapa Informacéo
Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.

Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura,
2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de producao, 6).

- Teses
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HAMADA, E. Desenvolvimento fenologico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliagdo dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatorio do ano de 2003. Dourados:
Embrapa Agropecuéria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Documentos, 66).
Disponivel em:
<http://www.cpao.embrapa.br/publicacoes/ficha.php?tipo=DOC&nNumM=66&an0=2004.Acesso
em: 18 abr. 2006.

Citac0Oes

- Nao sdo aceitas citacdes de resumos, comunicacdo pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados;

- A autocitacdo deve ser evitada;

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptacdes

descritas a seguir:

Redacéo das citacOes dentro de parénteses

- Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiuscula, seguido de
virgula e ano de publicacao;

- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maiuscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacéo;

- Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira
letra mailscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de publicacéo;

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronolégica e em seguida a ordem

alfabética dos autores;
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- Citagdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem ser repetidos;
colocar os anos de publicacdo separados por virgula;

- Citacdo de citacao: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original, seguido
da expressao "citado por" e da citacdo da obra consultada;

- Deve ser evitada a citacdo de citagdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de uso

de citacdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

Redacdo das citacOes fora de parénteses

- CitacBGes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orienta¢Ges anteriores,
com o0s anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Formulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da
fonte Times New Roman;

- Nao devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos

convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas
em folhas separadas, no final do texto, apos as referéncias;

- Devem ser auto-explicativas;

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis;

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliogréaficas;
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- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes;

- No cabecalho, os nomes das variaveis que representam o contetdo de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no titulo
Ou nas notas-de-rodapé;

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades;

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo;

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela;
dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé
explicativa;

- Na comparacéo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras mindasculas ou maiusculas, com a indica¢do em nota-de-rodapé
do teste utilizado e a probabilidade;

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usa-los
ainda na base da tabela, para separar o conteudo dos elementos complementares. Fios
horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios
verticais;

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do menu

Formatar Paragrafo.

Notas de rodape das tabelas
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- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias;

- Notas de chamada: sdo informacfes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. S&@o indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna
indicadora. Sdo apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto;
- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativoa 5 e 1%

de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o
texto;

- S0 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacéo dos
fatos descritos;

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do numero em
algarismo arébico, e do ponto, em negrito;

- Devem ser autoexplicativas;

- A legenda (chave das convencGes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo,
ou entre a figura e o titulo;

- Nos gréaficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais maidsculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses;

- Figuras ndo originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes

devem ser referenciadas;
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- O credito para o autor de fotografias € obrigatério, como também é obrigatério o crédito
para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acao criativa em sua elaboragéo;

- As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser
padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios);

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante;

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informacGes que
comprometa o entendimento do grafico;

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducao grafica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edicdo
em possiveis corregoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis);

- N&o usar negrito nas figuras;

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto. Evitar usar cores nas

figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.



