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RESUMO

A industria de alimentos busca a reducgdo de residuos de antibidticos na criagdo intensiva de
animais de producdo devido ao desenvolvimento de bactérias resistentes. Nesse contexto, tem
havido um aumento no uso de aditivos fitogénicos como alternativa para a incorporagdo nas
racdes e promocdo de melhora de pardmetros zootécnicos em aves criadas em sistemas
intensivos. A planta medicinal Marrubium vulgare, devido as suas propriedades
farmacoldgicas, tais como anti-inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana, seria um potencial
fitobidtico promotor de crescimento para a adi¢do a racdo ou a 4gua de bebida em substituicdo
aos antibidticos promotores de crescimento. O presente trabalho teve como objetivo investigar
evidéncias fitobidticas e toxicoldgicas da infusdo M. vulgare (IMV) em frangos de corte tipo
griller, avaliando pardmetros fisiologicos, indices de desempenho zootécnico, pardmetros
hematoldgicos e bioquimicos, morfologia e morfometria do jejuno, cromatografia da infuséo
M. vulgare, desenvolvimento de 6rgdo internos e qualidade sensorial da carne de frangos. O
experimento foi conduzido na cidade de Ampére, Parana, em ambiente controlado em sistema
de criacdo Dark Houser. 200 fémeas de frango recém-nascidas (pintainhas), linhagem COBB,
um dia de idade, foram distribuidas em cinco grupos experimentais: Grupos Controle
Negativo (CN, que receberam agua); Controle Positivo (CP, receberam tilosina 1%, 50ppm);
trés grupos foram tratados com IMV: IMV 2% (IMV2), 4% (IMV4) e 6% (IMV6). Todos 0s
grupos receberam doses relativas correspondendo a percentagem de peso vivo, em mililitros,
pela via oral. Durante o periodo da experimentacdo (28 dias), ndo se observou alteracfes
deletérias dos parametros clinicos fisiologicos, e a presenca de desordens gastrointestinais 0s
quais foram rigorosamente mensurados e avaliados diariamente. Houve maior ganho de peso
no 28° dia nos grupos IMV6 e melhor conversdo alimentar em IMV4 e IMV6. Além disso, foi
observado aumento no peso e na circunferéncia dos muasculos peitorais nesses grupos. Em
relacdo aos padrdes sanguineos fisioldgicos ndo houve alteracdes hematoldgicas e
bioguimicas, afastando a possibilidade de efeitos toxigénicos nas doses relativas testadas. A
analise sensorial revelou que amostras de carne do grupo IMV tiveram sabor mais intenso do
que no grupo controle. A melhoria do desempenho produtivo e das caracteristicas sensoriais
da carne de frangos pode estar associado a atividade fitobidtica da IMV. Assim, nossos
resultados sugerem que a Marrubium vulgare pode ser usada como promotor de crescimento
natural para frangos de corte, misturada & racao ou a agua de bebida.

Palavras-chave: Planta medicinal. Fitogénicos. Desempenho zootécnico.



ABSTRACT

The ongoing food industry aims to reduce the residue of antibiotics in intensive poultry
farming due to the development of resilient bacteria. In this context, there is an enhancement
of the usage of phytogenic additives as an alternative for the incorporation in ration and the
promotion of an improved zootechnical parameter in poultry raised under intensive systems.
Due to the pharmacological properties of the medicinal plant Marrubium vulgare, essentially
as being anti-inflammatory, antioxidant and antimicrobial, it could be potentially a
phytobiotic growth booster when added to the ration and drinking water as an alternative to
the antibiotics currently used as growth boosters. The aim of this project is to investigate the
phytobiotic and toxicological evidences present in the M. vulgare (IMV) infusion in griller
type poultry assessing their physiological parameters, zootechnical performance rate,
hematological and biochemical parameters, morphology and morphometry of the jejunum,
chromatography of the M. vulgare infusion, development of internal organs, and the sensory
quality in the poultry’s meat. The experiment was conducted by a family property based in the
region of Ampére, in the state of Parana. In a restrained environment along with the Dark
House light restriction system, 200 one-year-old hens of the COBB breed were distributed
into five experimental groups: The Negative Control group (NC, allowed water intake),
Positive Control group (PC tylosin 1%, 50 ppm intake), and three groups were treated with
IMV: IMV 2% (IMV2), 4% (IMV4) and 6% (IMV6). Apart from this, it was observed an
enhancement in weight and in the pectoral muscles girth in these groups. In relation to the
physiological blood patterns, there were no hematological and biochemical alterations nor in
relation to the metabolites, distancing it from the possibility of toxigenic effects in the relative
dosage tested. A sensory analysis revealed that the meat samples of the IMV group had a
more intense flavour in comparison to the control group. The improvement of the productive
performance and of the sensory characteristics of the poultry meat may be associated with the
phytobiotic activity of the IMV. Therefore, our results suggest that the plant Marrubium
vulgare can be used as a natural growth booster for poultry when mixed in their ration and

drinking water.

Keywords: Medicinal plants. Phytogenics. Zootechnical performance.
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1 INTRODUCAO

A inddstria avicola registrou um crescimento consideravel nas Ultimas trés décadas e
agora é reconhecida como um dos subsetores da agropecuaria que mais crescem devido ao
aumento do consumo de ovos, carne, facilidade de acesso e relativamente de baixo custo,
sendo seus produtos e subprodutos ricos em nutrientes essenciais. No entanto, as aves
representam uma ameaca a saude humana, principalmente como vetor de doencas infecciosas
e por seu papel na resisténcia aos antimicrobianos (MOTTET; TEMPIO, 2017).

Em 2004, o Brasil conquistou a lideranca mundial nas exportac6es de frango, quando
ultrapassou os Estados Unidos, que é o maior produtor de frangos do mundo. Devido ao ciclo
rapido de producéo e a demanda por produtos de origem avicola, a busca por aditivos capazes
de promover o crescimento ou ainda melhorar a produtividade e a rentabilidade deste setor é
altamente significativa (MARTINS, 2005; MOTTET; TEMPIO, 2017).

Os agentes antimicrobianos sdo substancias essenciais para o tratamento e controle
doencas infecciosas. Em subdosagens, atuam como melhoradores de desempenho zootécnico
em animais de producdo. O uso adequado destas drogas depende do conhecimento das inter-
relacBes entre microrganismos, agentes antimicrobianos, anatomia e fisiologia dos animais
(LANDONI; ALBARELLOS, 2015). O uso de antibidticos na producdo animal como
promotores de crescimento abriu 0 caminho para o surgimento de bactérias resistentes, muitas
das quais sdo patogénicas para 0s seres humanos. Resisténcia cruzada e corresisténcia de
antibidticos em bactérias patogénicas estdo fortemente ligadas a terapéuticas e/ou ao uso
profilatico de antibidticos em humanos e em animais de producdo (MIRANDA et al., 2008).

Na Unido Europeia, 0 uso de antibidticos promotores de crescimento como aditivos
alimentares € restrito. Esta restricdo, no entanto, resultou em aumento da incidéncia de
desordens gastrointestinais nas aves de corte. Paises como a Australia e os Estados Unidos
estdo seguindo o exemplo europeu que regula a utilizacdo de antibioticos na alimentagdo. A
industria alimenticia busca uma reducdo no uso de antibioticos sintéticos em criagdes
comerciais de animais devido as preocupacfes perante a saude publica, do desenvolvimento
de bactérias resistentes a antibiéticos. Recentemente, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS)
lancou novas diretrizes sobre o uso de antimicrobianos importantes em animais produtores de
alimentos, recomendando que os produtores e a agroindustria parem de usar antimicrobianos
rotineiramente para promover 0 crescimento e prevenir doengas em animais saudaveis.
(BARTON, 1998; MCEWEN; COLLIGNON, 2018).
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No Brasil, conforme portaria MAPA 171/2018 (MAPA, 2018), foi restringido o uso
dos antimicrobianos que sdo utilizados na saude humana e também com a finalidade de
aditivos melhoradores de desempenho em animais de producdo, seriam eles: tilosina,
lincomicina, virginiamicina, bacitracina e tiamulina. Porém, ndo se estabeleceu datas
especificas para a proibicéo efetiva dos antimicrobianos (MAPA, 2018)

A etnoveterinéria lida com o conhecimento, pericia, métodos, atitudes e crencas das
pessoas sobre o cuidado de seus animais em manté-los saudaveis, que sdo adquiridos atraveés
da experiéncia prética e tradicionalmente transmitidos oralmente de uma geracdo para outra
(TOYANG et al.,, 2007). Neste contexto, tem havido um interesse crescente no uso de
produtos biolégicos melhoradores de desempenho alternativos, incluindo as enzimas, os
probidticos, os prebioticos, os simbioticos, os &cidos organicos e, mais recentemente, 0S
fitobidticos ou fitogénicos, como alternativas de aditivos aos antibidticos na alimentagédo
animal em racGes, sem causar perdas de produtividade e que ndo afetem a qualidade da carne
produzida, e consequentemente, a salde do consumidor (WENK, 2003; OGBUEWU;
OKORO; MBAJIORGU, 2020). Os fitobioticos sdo compostos bioativos naturais derivados
do metabolismo secundario de plantas, que podem ser administrados para melhorar o
desenvolvimento zootécnico e bem-estar dos animais (VIDANARACHCHI et al., 2005;
WINDISCH et al., 2008; HASHEMI; DAVOODI, 2010).

Os metabdlitos secundarios sdo agentes fitoquimicos envolvidos na atividade
bioldgica e terapéutica de uma planta, amplamente estudados por sua acdo farmacoldgica em
animais (WINDISCH et al., 2008; HASHEMI; DAVOODI, 2012). Dentre estas moléculas
estdo os taninos, esteroides, fenois, flavonoides, terpenos e saponinas (LIMA et al., 2006).
Muitas vezes as formulacdes fitobidticas sdo produtos derivados diretamente do material
boténico da planta e exercem um efeito sinergético quando em associacdo, ndo podendo ser
separados sob pena de perda dos efeitos. Neste sentido, os fitobi6ticos tém recebido maior
atencdo nos ultimos anos, por serem melhor aceitos pelos mercados consumidores como
aditivos naturais (ORLOWSKI et al., 2018).

Um grande numero de produtos e compostos fitoquimicos de plantas sdo estudados
como promotores de crescimento, e trabalhos tém demonstrado que esses produtos de origem
natural podem incrementar ganhos na avicultura industrial (VIDANARACHCHI et al., 2005;
WINDISCH et al., 2008; ORLOWSKI et al., 2018; FLEES et al., 2020). Muitas vezes as
formulacdes fitobidticas ou fitogénicas sdo produtos derivados diretamente do material
boténico da planta e exercem um efeito sinergético quando em associagdo, ndo podendo ser

separados, sob pena de perda dos efeitos. Neste sentido os fitobioticos tém recebido maior
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atencdo nos ultimos anos, por serem melhores aceitos pelos mercados consumidores como
aditivos naturais (TOGHYANI et al., 2010; MURUGESAN et al., 2015).

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da planta M. vulgare como suposta
candidata a essa categoria de fitogénicos para aves, baseado em observacdes preliminares da
melhoria da performance zootécnica de bovinos jovens ndo-ruminantes (SOARES et al.,
2016). Um dos mais bem conhecidos diterpenoides foi caracterizado como a marrubiina,
isolado pela primeira vez da M. vulgare em 1842. Este diterpeno furanico-labdano € pelo
menos em parte, responsavel pelas propriedades terapéuticas observadas para a Marrubium sp
(STULZER et al., 2006).

Foram validadas cientificamente acGes farmacoldgicas da planta M. vulgare, as quais
poderia ser relacionada a acdo fitobidtica nas aves, tais como anti-inflamatéria (SAHPAZ,
HENNEBELLE; BAILLEUL, 2002) antioxidante (WEEL et al., 1999; KADRI et al., 2011;
SALAJ et al., 2018), antimicrobiana (MASOODI et al., 2008).

O presente trabalho teve o objetivo de investigar evidéncias fitobidticas e
toxicoldgicas da infusdo M. vulgare em frangos de corte tipo griller, avaliando parametros
fisioldgicos, indices de desempenho zootécnico, pardmetros hematoldgicos e bioguimicos,
morfologia e morfometria do jejuno, cromatografia da infusdo M. vulgare, desenvolvimento

de érgdo internos e qualidade sensorial da carne.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A planta Marrubium vulgare L. (M. vulgare), originaria da regido entre o Mar
Mediterraneo e Asia Central, tornou-se uma espécie difundida, atualmente habitando todos os
continentes. Do latim, o nome Marrubium deriva da palavra hebraica marrob, que significa
“suco amargo”, enquanto vulgare significa “comum” ou “bem conhecido”. No idioma inglés,
0 nome “horehound” vem do inglés antigo, das palavras har e hune, significando “planta
felpuda” (Figura 1 e Figura 2) (KNOSS, 1999; ACIMOVIC et al., 2020).

No Brasil, a M. vulgare é popularmente conhecida como “maromba” ou “marroio”, foi
introduzida pelos imigrantes europeus, adaptando-se na Regido Sul do pais (Figura 1).
Tradicionalmente é utilizada na medicina popular sob a forma de infusdo ou decocto de suas
partes aéreas floridas para tratamento de afeccbes do sistema respiratério e do trato
gastrointestinal (SCHLEMPER et al., 1996; WICHTL; ANTON, 2003; ACIMOVIC et al.,
2020).

2.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS E AGRONOMICAS

A M. vulgare (Figura 1) é uma planta anual ou perene da familia Lamiaceae, com uma
casca rigida e caule lenhoso, as raizes primarias apresentam ramificac@es, e numerosos caules,
quadrangulares, eretos e felpudo medindo entre 20 a 100cm de altura. As folhas séo pilosas,
arredondadas, ovadas, geralmente dentadas, pecioladas, com veias na superficie, e sdo
dispostas em pares opostos em uma haste longa. Inflorescéncias sdo formadas na base das
folhas superiores, com flores brancas em espirais. Suas flores geralmente aparecem no inicio
da primavera (AHVAZI et al., 2018; YABRIR, 2019).
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Figura 1 — A planta M. vulgare no seu habitat natural na S

erra Catarinense
i\ e : o 4 = 0

Fonte: Kohler (1897)

Do ponto de vista ecoldgico e agronémico, a M. vulgare se estabelece em solos
inférteis e é frequentemente o primeiro colonizador de areas erodidas, embora raramente
persista na competicdo de espécies de pastagens anuais ou perenes. A M. vulgare é
reproduzida exclusivamente por sementes, através da semeadura direta ou producdo de mudas
(ZAWISLAK, 2015).

A planta se adapta em solos alcalinos, pobres e tolerantes a seca e amplamente
distribuidas em areas com precipitacdo anual minima de 200mm. Devido a sua adaptabilidade
a diferentes condicdes ambientais, é considerada uma erva daninha problematica. Apesar de
sua capacidade adaptativa em solos pobres e fracos, o cultivo de M. vulgare deve ser realizado
em locais com alta fertilidade e com adicdo de doses de biofertilizante nitrogenado e potassio,
quando aplicados em abundancia, os fertilizantes permitem que a planta M. vulgare atinja sua
altura maxima e tenha um acréscimo de pesos e producio de dleo essencial (ZAWISLAK,

2015; EL-LEITHY etal., 2013; MOLINETTI; SCHRAN; SCHLEMPER, 2017).
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Tendo em vista seu vasto potencial para uso medicinal, bem como a descoberta
continua de suas propriedades benéficas alternativas, tem havido um crescente interesse e
demanda pela M. vulgare. Para garantir o fornecimento de matéria-prima de boa qualidade
com alto teor de marrubiina e outros diterpenos, o cultivo da planta esta se tornando cada vez
mais comum, sendo assim € necessario observar tragos culturais apropriados, além disso, o
processamento pds-colheita de matéria-prima desempenha um papel fundamental na
qualidade do produto obtido (LIPPAI et al., 1996; ACIMOVIC et al., 2020).

Devido aos beneficios mencionados, ha uma tendéncia ao cultivo de M. vulgare, a fim
de garantir matéria-prima de alta qualidade, desta forma é necessério evidéncias cientificas e
ensaios clinicos para o uso adequado da M. vulgare e seus preparos (ACIMOVIC et al., 2020)

2.2 COMPOSICAO FITOQUIMICA

A Marrubium vulgare € uma planta com alto potencial bioativo por ser uma fonte
abundante de terpenos, com destaque para a marrubiina, um diterpeno labdano caracteristico
desse género, além de uma complexa mistura de compostos fenolicos, diterpenos, polifendis,
esteroides, lactonas, fenilpropanoides, flavonoides, taninos, agucares e vitamina C, alguns dos
quais tem importantes propriedades biologicas (ACIMOVIC et al., 2020; STULZER et al.,
2006).

A marrubiina (Figura 3) foi isolada e identificada em 1842 das folhas da M. vulgare
(APPLETON et al., 1967; HENDERSON; MCCRINDLE, 1969). Sendo quantitativamente
um dos principais constituintes da M. vulgare e que confere um sabor amargo a “maromba” e
a muitas outras plantas medicinais da familia Lamiaceae (ABBONDANZA; BRECCIA;
CRESPI 1964; ACIMOVIC et al., 2020). Grande parte de suas atividades farmacologicas in
natura sao atribuidas principalmente ao diterpeno marrubiina, presente em grande
concentragéo na planta (SCHLEMPER et al., 1996).
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Figura 3 — Marrubiina: estrutura quimica da molécula

Fonte: Stulzer et al. (2006); Lodhi et al. (2017).

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse na marrubiina devido as suas
propriedades farmacoldgicas comprovadas em modelos experimentais pré-clinicos, tais como
atividades antinociceptiva (JESUS et al., 2000) antioxidante (KADRI et al., 2011),
vasodilatador (EL BARDAI et al., 2004), gastroprotetora (OLIVEIRA et al., 2011),
antiespasmaddica (ZAABAT et al.,, 2011), imunomoduladora (KARIOTI et al., 2007),
antiedematogénica (STULZER et al., 2006), analgésica (MEYRE-SILVA et al., 2005;
SOUZA et al., 1998). A marrubiina também apresentou, em estudos anteriores, significante
efeito anti-inflamatério (STULZER et al., 2006); mimetizando em alguns casos as a¢des do

extrato hidroalcéolico da M. vulgare.

2.3 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DA PLANTA

A farmacologia da planta foi descrita pela primeira vez por Schlemper et al. (1996)
seguindo a etnoindicacdo da mesma como digestivo e antiespasmodico, o estudo foi realizado
com varias preparages de musculo liso in vitro onde o extrato hidroalcoolico das partes
aéreas da M. vulgare inibia a acdo de neurotransmissores contracturantes tais como
acetilcolina, bradicinina, prostaglandina E2, histamina e ocitocina, validando seu efeito
antiespasmadico.

A planta é classificada como altamente importante na medicina tradicional, atuando
principalmente em distdrbios respiratérios e gastrointestinais (JUAREZ-VAZQUEZ et al.,
2013), sendo as partes mais usadas as folhas e os topos de flores, a fresco ou secas
(VILLANUEVA,; ESTEBAN; VILLANUEVA, 2017). Um provérbio da medicina tradicional
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italiana afirma que “a M. vulgare destroi as doengas” (QUAVE et al., 2008). De fato, 0 uso
na medicina popular na forma de infusdo inclui tratamento da diabetes (RAMOS et al., 1992;
BOUDJELAL et al., 2012; OHTERA et al., 2013; MAITI et al., 2016; REZGUI et al., 2016;
BARKAOQUI et al., 2017), distarbios inflamatérios (SAHPAZ; HENNEBELLE; BAILLEUL,
2002); STULZER et al., 2006; OHTERA et al., 2013; REZGUI et al., 2016), distarbios
gastrentéricos (REDZIC, 2007; OLIVEIRA et al., 2011; REZGUI et al., 2016) e distarbios
respiratorios como bronquite, tosse, expectorante e asma (BOUDJELAL et al., 2012;
REZGUI et al., 2016), bem como tratamento da perda de apetite ( BOUDJELAL et al., 2012),
indigestdo (REDZIC, 2007; BOUDJELAL et al., 2012; OHTERA et al., 2013), condicdes
intestinais (viscerais) e hepaticas (VILLANUEVA,; ESTEBAN; VILLANUEVA, 2017),
manchas, hanseniase, dor no pé, nduseas (ROBLES-ZEPEDA et al., 2011; THOMAS, 2011).

Adicionalmente as propriedades polifarmacoldgica multifuncionalidade da planta,
verificadas atraveés de efeitos hipoglicémicos (RAMOS et al.,, 1992; VILLANUEVA,;
ESTEBAN; VILLANUEVA, 2017), e anti-hipertensivas (EL BARDAI et al.,, 2004;
BOUDJELAL et al., 2012; NAMJOYAN et al., 2015); reducédo de colesterol (BERROUGUI
et al., 2006; IBRAHIM et al., 2016), protecdo cardiovascular (REDZIC, 2007; YOUSEFI et
al., 2013) imunoestimulante (DAOUDI et al., 2013); analgésico (SOUZA et al., 1998; WEEL
etal., 1999; MEYRE-SILVA et al., 2005).

Além disso, sua acdo antioxidante devido a presenca de flavonoides e terpenos
(WEEL et al., 1999; MATKOWSKI; PIOTROWSKA, 2006; MATKOWSKI; TASARZ;
SZYPULA, 2008; ORHAN et al., 2010; KADRI et al., 2011; PUKALSKAS et al., 2012;
PEREZ-CRUZ et al., 2013; AMESSIS-OUCHEMOUKH et al., 2014; BOULILA et al., 2015;
BRAHMI et al., 2015; YOUSEFI et al., 2016) estudos demostraram que 0 extrato
hidralcodlico das partes aéreas da M. vulgare, atividade gastroprotetora da planta (antidlcera)
(TOSO; SKLIAR, 2000; OLIVEIRA et al., 2011) antiespasmddico (SCHLEMPER et al.,
1996; WEEL et al., 1999; BOUDJELAL et al., 2012), antifungico (BOUTERFAS et al.,
2016), propriedades antibacterianas (MASOODI et al., 2008; QUAVE et al., 2008; WARDA
et al., 2009; GONZALEZ; MARIOLI, 2010; ROBLES-ZEPEDA et al., 2011; ZARAI et al.,
2011; BOKAEIAN et al, 2014; ELAHE et al, 2014; KHALED-KHODJA;
BOULEKBACHE-MAKHLOUF; MADANI, 2014; BRAHMI et al., 2015; SAEIDI et al.,
2015) hepatoprotetor, e para tratar tumores (PAUNOVIC et al., 2016). A planta também foi
estudada para propriedades de prevencdo de deméncia (ORHAN et al., 2010), e demonstrou
ter um efeito abortivo em ratos (AOUNI et al., 2017). Os efeitos colaterais relatados da M.
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vulgare observados na fitoterapia tradicional incluem voémitos e dor de cabeca (JUAREZ-
VAZQUEZ et al., 2013).

2.3.1 Atividade antioxidante

O desequilibrio nos processos homeostaticos entre oxidantes e antioxidantes no
organismo é causado por radicais livres, levando ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo é
considerado a causa principal do envelhecimento e causa uma grande variedade de doengas,
como cancer, diabetes, distarbios neurodegenerativos, artrite entre outras. Os antioxidantes
sdo substancias que retardam, impedem ou inibem significativamente dano oxidativo as
moléculas alvo (AKTHER et al.,, 2013). Antioxidantes sdo regularmente incluidos na
alimentacédo das aves como protecdo contra a deterioracdo durante o armazenamento da ragéo.
Recentemente verificou-se um interesse pelo uso de fitoquimicos naturais em dietas de
animais que apresentam caracteristicas antioxidantes por serem eficazes para estender a
qualidade da carne durante o armazenamento, com agdo semelhante ao hidroxitolueno
butilado (BHT) amplamente utilizado (LUNA et al., 2010).

As propriedades antioxidantes in vitro dos extratos de M. vulgare foram determinadas
usando 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), os resultados revelaram uma significante
atividade neutralizante de radicais livres, com a concentracdo inibitoria semiméxima. A alta
atividade antioxidante da M. vulgare foi associada a presenga de marrubiina, juntamente
com compostos fenolicos e flavonoides que exercem um efeito sinérgico (YOUSEFI et al.,
2016).

2.3.2 Atividade anti-inflamatoria

Os testes pre-clinicos realizados em animais de laboratorio demostraram promissor
efeito da M. vulgare em termos de atividade anti-inflamatéria. Estudos demonstraram 0s
extratos da planta tendo efeito de protecdo contra o infarto do miocéardio induzido por
isoproterenol, além disso também demostrou um efeito de inibicdo moderado na citocinina
pré-inflamatoria TNF-a, atividade inibitoria em relagdo a enzima ciclooxigenase (COX), que

desempenha um papel fundamental na transformacdo do &cido araquidénico em
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prostaglandinas  pré-inflamatérias (SAHPAZ; HENNEBELLE; BAILLEUL, 2002);
GHEDADBA et al., 2016).

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria mostrou que a administracéo oral do extrato
metabolicos da M. vulgare na dose de 200mg/kg em ratos tratados com carragenina causa
uma significativa diminuicdo (87,30%) da inflamagdo em comparagdo com o controle
positivo padrdo (diclofenaco), que mostrou 85,52% de protecéo neste teste (GHEDADBA et
al., 2016). Uma investigacdo in vitro do efeito anti-inflamatdrio de compostos da M. vulgare
concluiu que ela inibe a formacdo de mediadores pré-inflamatorios, oriundos da cascata do
acido araquidénico (NEAMAH; SARHAN; AL-SHAYE'A, 2018).

2.3.3 Atividade antimicrobiana

Foi demonstrado que o extrato metandlico da M. vulgare possui um espectro de
atividade antimicrobiana significativa contra Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris e Candida
albicans (PASCAL et al., 2011). Além disso, foi realizado um estudo para determinar a
atividade antifungica dos flavonoides extraidos das folhas de M. vulgare contra as linhagens
de fungos Aspergillus niger e Candida albicans através do método de difusdo em meio solido,
uma significante inibicdo fungica, que muitas vezes excedeu o efeito dos antiflngicos
comerciais utilizados no experimento, levando os pesquisadores a concluir que flavonoides da
M. vulgare possuem potencial para se tornar um medicamento antifungico (BOUTERFAS et
al. 2016).

2.3.4 Atividade antiparasitaria e pesticida

Foram avaliadas as atividades molusquicida e parasitaria de M. vulgare sobre adultos e
ovos de Biomphalaria alexandrina e em teste in vitro de Toxoplasma gondii, bem como
atividade mosquitocida do 6leo essencial da planta para estagios larvais e pupais de Culex
pipiens, demostrando efeitos inibitdrios significantes em todos os estudos (SALAMA;
TAHER; EL-BAHY, 2012; BAHADORY; HOLT; RASBURY, 2018). Corroborando com
sua acao antiparasitaria, outros estudos foram realizados com 0leo essencial de M. vulgare e

seus extratos apresentaram potente atividade antiprotozodria contra Trichomonas vaginalis e
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Plasmodium berghei-berghei (ABDUSSALAM; ALIYU; MAJE, 2018; AKBARI et al.,
2018).

2.3.5 Medicina veterinaria

As atividades anti-helminticas do extrato etanolico e aquoso de M. vulgare foram
avaliadas em ensaios de eclosdo dos ovos e o teste de mortalidade larval. Apés um periodo de
exposicdo de 24 horas a uma concentracdo de 50mg/mL, a taxa de mortalidade foi de 45,8%
para 0 extrato aquoso e 51% para 0 extrato etandlico. Esses achados mostraram que 0S
extratos da M. vulgare tém potencial efeito anti-helmintico em ovos e larvas de parasitas
Strongyloides spp de bovinos in vitro (MOUSSOUNI et al., 2018).

Em estudo realizado com Staphylococcus spp e Escherichia coli resistentes isoladas de
mastite bovina o extrato da M. vulgare demostrou atividade antibacteriana (SAIDI et al.,
2019).

2.4 ATIVIDADE FITOBIOTICA

Os fitobidticos sdo compostos bioativos naturais derivados do metabolismo secundéario
de plantas, que podem ser administrados para melhorar o desenvolvimento zootécnico e bem-
estar dos animais (VIDANARACHCHI et al., 2005; WINDISCH et al., 2008; HASHEMI;
DAVOODI, 2010).

Wenk (2003) relatou que a utilizagdo de plantas medicinais e de seus extratos podem
estimular o apetite liberacdo de secrecbes enddgenas como enzimas ou ainda possuir
atividades antimicrobianas, coccidiostaticas ou anti-helminticas em animais monogastricos.
Além disso, podem contribuir com a modulagdo da microflora intestinal, de maneira direta,
exercendo sua acdo antibidtica na modulagcdo da membrana celular das bactérias patogénicas,
e/ou de maneira sinérgica atuando de forma prébiotica ao influenciar o crescimento da
microflora intestinal comensal de bactérias benéficas ao organismo (LAN et al. 2005;
VIDANARACHCHI et al., 2005; WINDISCH et al., 2008).

Porém, outros pesquisadores sugerem que o principal mecanismo de acgéo fitobidtico
esteja ligado ao efeito anti-inflamatério dos antibioticos e compostos fitogénicos, pois as

subdoses usualmente utilizadas destes farmacos ndo atingem a concentragéo inibitéria minima
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(MIC) capaz de eliminar as bactérias patogénicas. Sua hipotese anti-inflamatoria e ndo-
antibidtica dos promotores do crescimento antimicrobianos fundamenta-se em testes in vitro,
com oxitetraciclina e extrato de Macleaya cordata que demostrou efeito anti-inflamatério
utilizando a metade da MIC recomendada para acao antibiotica de cada droga (KHADEM et
al., 2014). Ademais possui evidéncias do mecanismo de agdo fitobitico na modulagao
imunolégica, no combate de radicais livres (antioxidantes) (VIDANARACHCHI et al., 2005;
WINDISCH et al., 2008).

Os metabdlitos secundarios sdo agentes fitoquimicos envolvidos na atividade
biolbgica e terapéutica de uma planta, amplamente estudados por sua a¢do farmacolédgica em
animais (HASHEMI; DAVOODI, 2010). Dentre estas moléculas estdo os taninos, esteroides,
fenois, flavonoides, terpenos e saponinas (LIMA et al., 2006). Muitas vezes as formulacdes
fitobidticas sdo produtos derivados diretamente do material botanico da planta e exercem um
efeito sinergistico quando em associacdo, ndo podendo ser separados, sob pena de perda dos
efeitos. Neste sentido, os fitobioticos tém recebido maior atencdo nos ultimos anos, por serem
melhor aceitos pelos mercados consumidores como aditivos naturais (TOGHYANI et al.,
2010).

Um grande nimero de produtos compostos fitoquimicos de plantas sdo estudados
como promotores de crescimento e varios trabalhos tém demonstrado que esses produtos de
origem natural podem incrementar ganhos na avicultura industrial (VIDANARACHCHI et
al., 2005; WINDISCH et al., 2008; LANDY et al., 2011).

Aditivos fitogénicos para racdes sao incorporados a racdo animal para aumentar a
produtividade por melhoria da digestibilidade, absorcdo e eliminacdo de nutrientes de
patdgenos residentes no intestino do animal (ATHANASIADOU; GITHIORI;
KYRIAZAKIS, 2007). A estimulacdo digestiva por aditivos fitogénicos é alcangada através
da estimulagdo da secre¢do de saliva, atividade de enzimas do figado, pancreas e intestino,
fungdo intestinal e morfologia e metabolismo (PERIC et al., 2010).

Os principais fitobidticos utilizados atualmente nas racOes, derivados de ervas,
especiarias ou outras plantas por exemplo, alho, orégano, tomilho, alecrim, coentro e canela,

bem como seus respectivos extratos (WINDISCH et al. 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COMISSAOQ DE ETICA

O protocolo experimental foi autorizado e homologado pela Comissdo de Etica para o
Uso de Animais (CEUA), de acordo com os principios do bem-estar animal orientados e
regidos pelas normativas do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), de 2013 e atualizadas em 2018. E pelo Comité de Etica para Pesquisa com Seres
humanos (CEP) da Universidade Federal da Fronteira Sul, sob 0s ndmeros
23205.003123/2016-77 e 68761017.3.0000.5564 respectivamente.

3.2 COLETA E PREPARACAO DA Marrubium vulgare

Foram utilizadas as partes aéreas da M. vulgare e o material boténico obtido em
plantacdo particular, em Bom Retiro, Santa Catarina - Brasil. As partes aéreas da planta foram
trituradas em moinho de facas em particulas de 2cm para favorecer a liberacdo dos principios
ativos na agua de infusédo.

A identificacdo botéanica de M. vulgare foi realizada pela Dr.2 Leila da Graga Amaral
do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em

Florianopolis, Santa Catarina, e a exsicata armazenada no herbario sob o nimero 26699.

3.3 PREPARO E ADMINISTRACAO DO INFUSO DA Marrubium vulgare

A infusdo foi produzida no laboratério de farmacologia, foram adicionados 50g da
planta em 500 mL de &gua a 100°C por 20 minutos, e em seguida filtrado, sendo a solucao

obtida esfriada em temperatura ambiente para ser administrada aos animais.
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3.4 MANEJO DAS AVES

O experimento foi executado em granja industrial especializada na criacdo de aves de
corte em condicGes controladas de temperatura, foto-periodo de 1/23 horas, dgua e racédo de
crescimento ad libitum. Foram utilizadas 200 fémeas de frango recém-nascidas (pintainhas),
linhagem COBB, e peso de 49g. A administracdo dos farmacos foi realizada pela via oral
através de gavagem, do 1° ao 28° dias do protocolo experimental.

Os animais foram divididos em cinco grupos em quadruplicata cada, totalizando 40
animais por grupo ao final do protocolo experimental (quatro repeticdes cada grupo). Os
grupos tratados com as IMV, IMV 2%, IMV 4%, IMV 6%, receberam doses correspondentes
a percentagem do peso vivo dos animais, em mililitro; Grupo controle Negativo (CN),
receberam solucdo fisioldgica, e o Grupo controle Positivo (CP), receberam antibidtico
promotor de crescimento para aves (tilosina 1%) na dose de 50ppm.

A andlise da higidez e os parametros clinico-fisioldgicos foram monitorados
diariamente, temperatura cloacal, coloracdo de cristas e barbelas, fezes e estado

comportamental dos animais.

3.5 ANALISE DA CONVERSAO ALIMENTAR (ICA)

A racdo fornecida aos animais foi mensurada diariamente, e ao final dos experimentos
foi quantificado o consumo total e o0 peso total das aves, sendo que as aves mortas registradas
e descontadas para analise da conversao alimentar (ICA).

ca=
GP

Onde,
ICA é o indice de conversdo alimentar:
CR é 0 Consumo de racao;

GP ¢é 0 Ganho de peso.
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3.6 GANHO DE PESO MEDIO DIARIO (GPD)

Os animais foram pesados coletivamente em seus respectivos grupos, todos os dias no
mesmo horario, obtendo o peso médio semanal aos sétimo, décimo quarto, vigésimo primeiro

e vigésimo oitavo dia.

3.7 COLHEITA DE SANGUE E ANALISE SANGUINEA

As analises laboratoriais foram realizadas no laboratério de analises clinicas da
Universidade Federal da Fronteira Sul. A colheita de sangue foi realizada no 28°dia do
experimento para os cinco grupos do experimento, com agulha esterilizada de 25x7mm por
puncdo da veia ulnar. As amostras para realizacdo dos exames bioquimicos foram
acondicionadas em tubos sem anticoagulante para testes bioquimicos e com anticoagulante
para hemograma. Para a extracdo do soro sanguineo, os tubos que ndo continham
anticoagulante foram submetidos a centrifugacdo em rotacdo de 1.500rpm por 5 minutos.

As andlises bioquimicas foram realizadas por meio do método cinético, em analisador
semiautomaético, calibrado com soro controle. Foram mensuradas as enzimas marcadoras de
lesdo hepatica: aspartato-aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT), Fosfatase
alcalina e Gama glutamiltransferase (GGT). E niveis de albumina e marcadores de lesdo
renal: ureia e para mensuragdo de acido Urico foi utilizado espectrofotometro de Hayley 1800.

Em laboratério, foi realizada a contagem manual de heméacias em cémara de
Neubauer. O hematdécrito foi realizado através de centrifuga de microhematocrito a
12.500rpm por 5 minutos e o volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), calculadas através de férmulas padronizadas. No
leucograma, a contagem de leucdcitos totais também foi realizada em camara de Neubauer de
forma manual e o diferencial de leucdcitos foi realizado em esfregaco sanguineo corado
através da técnica do Pandptico simples, para analise microscépica da lamina com 1.000x de
aumento, utilizando a objetiva de imersdo. Apos a diferenciacdo celular, a razdo

heterdfilos/linfocitos (H/L) foi determinada como um indicador de estresse.
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3.8 ANALISE SENSORIAL E DE COR DA CARNE

As anélises sensoriais e de cor foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia de
Alimentos da UFFS, em Realeza - PR. Foram recrutados 120 provadores ndo treinados,
aleatoriamente, sem restri¢des quanto ao sexo ou classe social.

ApoGs serem descongeladas, as amostras de carne foram imediatamente submetidas a
quantificacdo de cor usando um calorimetro Minolta CR — 300 (Mahwah/NJ, EUA),
previamente calibrado em superficie branca de acordo com padrdes predefinidos (BIBLE;
SINGHA, 1993) e sistema CieLab para determinacdo da cor das amostras. A carne era cortada
em uma superficie plana e a medicdo posteriormente realizada. No sistema de cores Hunter
corrigido por valores CieLab, L* correspondem a luminosidade e variam de O (preto) e 100
(branco), e valores das coordenadas a*e b* variam de -a* (verde) a +a* (vermelho) em uma
escala de 0 a 60; e -b* (azul) e a+b* (amarelo) também em a escala de 0 a 60 (HARDER et
al., 2007).

As amostras foram avaliadas quanto a aceitabilidade da textura e do sabor, por meio
de escalas heddnicas de nove pontos (9 = gostei muitissimo, 5 = ndo gostei nem desgostei e 1
= desgostei muitissimo), solicitando-se a descricdo do que o provador gostou e desgostou em
cada amostra, indicacdo da intencdo de compra por meio de escala de cinco pontos (5 =
certamente compraria, 3 = talvez sim, talvez ndo compraria e 1 = certamente ndo compraria),
e através do teste de comparacdo multipla ou teste de diferenca do controle, verificando-se
possivel diferenca significativa entre IMV6%, CN e CP, buscando-se estimar o grau de
diferenca através da comparagdo das amostras com o controle.

Preparo das amostras: os cortes de carcaga (peito, coxa e sobrecoxa) foram realizados,
identificadas e mantidas no freezer a -18°C até a analise. No dia da anélise sensorial, os cortes
de carne foram mantidos sob refrigeracéo (5°C) para descongelar em 24 horas. Os cortes
foram divididos em trés pecas iguais e colocadas em trés panelas de aco inoxidavel com
quatro litros de &gua cada, e 3% de sal de cozinha em relacéo ao peso da carne, que foi cozida
por uma hora. Apés o resfriamento, a carne foi desfiada manualmente e colocada em copos
plasticos para o teste sensorial. As amostras foram servidas em copos plasticos brancos de
50ml codificados com numeros aleatorios de trés digitos e um garfo. Foi oferecido agua
mineral natural para uso antes e entre as amostras visando limpar o palato. O teste foi

conduzido em cabines individuais com iluminacao de lampadas fluorescentes.
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3.9 ULTRACROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM FASE REVERSA
(UCLAE-FR) ACOPLADA A MASSA

Para identificar a presenca do diterpeno, marcador marrubiina ou moléculas
relacionadas, foram realizados experimentos de analise fitoquimica na IMV administrada aos
animais. As analises por Ultracromatografia Liquda de Alta Eficiéncia em Fase Reversa
(UCLAE) em fase reversa da infusdo foram realizadas no laboratério de farmacognosia do
Departamento de Farmacia da (UFSC), de acordo com o método descrito por Francisco e
Ressurreccion (2009), com algumas modificagdes. Dois microlitros de cada amostra foram
injetados em um cromatégrafo liquido equipado de um detector de arranjo de fotodiodos e de
uma coluna de fase reversa C18 (100x10mm), com tamanho de particula de 1,7um. A fase
movel utilizada foi agua/acido férmico (0,1%,v/v) (solvente A) e acetonitrila (solvente B),
utilizado a fluxo de 0,4mL/min. O gradiente foi 95% A (&dgua/acido formico, 99.9/0.1 (v/v)) e
5% B (acetonitrila); 0-2min, 95% of A; 2-10min, 55% of A; 10-15min, 5% desligado A; 15—
20min, 95%. A coluna foi mantida a uma temperatura constante de 40°C. O espectrometro de
massas Xevo G2-S QTof (Waters) com uma sonda de ionizacdo por electrospray (ESI),
operando em modos de ionizacdo positivo e negativo, foi acoplado ao dispositivo UPLC e
usado para detectar o produto quimico, componentes de cada extrato.

Gas nebulizador: nitrogénio; fluxo de gas do cone: 100L/h; fluxo de gas de
dessolvatacdo: 900L/h; cone de amostragem 40V; deslocamento da fonte 80V; gas de colisdo:
argonio; amostra de referéncia lockspray era leucina encefalina com massas de referéncia em
m/z 554,2615 (ESI-). A dessolvatagdo e a ionizacao fonte foram mantidas durante as analises
a 250°C e 90°C, respectivamente, enquanto o capilar a tenséo era de3kV. Uma faixa de 25 a
35eV foi usada como energia de colisdo. Os dados foram adquiridos em um intervalo de 100-
1.500Da, em um tempo de varredura de 1,0s em 20min, e foram processados com MassLynx
V4.1 (Waters). As formulas moleculares foram determinadas por calculo usando a ferramenta
de composicdo elementar do MassLynx. A escolha de cada formula molecular foi restringida

por uma tolerancia de 5ppm entre as e os valores de massa medidos.
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3.10 MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DE JEJUNO

As andlises foram realizadas em quatro aves dos grupos experimentais IMV6% e CN,
eutanasiadas conforme descrito na Diretriz da Pratica de Eutanasia CONCEA (2018). Foram
coletados dois fragmentos do seguimento do jejuno de cada ave, e posteriormente fixadas em
formol 10%. Posteriormente, encaminhados ao laboratorio Mercolab® de Cascavel, Parang, o
qual utilizou a seguinte técnica: foram fragmentos e desidratados em uma série de
concentragdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol e logo apos, incluidos em parafina
para obtencdo dos cortes histoldgicos longitudinais e semisseriados. Na confeccdo das
laminas, cada fragmento foi dividido em um total de cinco cortes semisseriados com
espessura de trés a cinco micrébmetros de espessura, posteriormente corados pelo método de
hematoxilina-eosina (HE).

A analise morfométrica foi realizada através de medi¢Ges em imagens digitais obtidas
em objetiva de 10x. A morfometria foi realizada por meio de uma régua micrométrica
acoplada a ocular do microscopio mensurando a altura das vilosidades e a profundidade das
criptas, randomicamente, em um total de 10 por porcdo intestinal, segundo metodologia
descrita por Alvarenga et al. (2004).

Na morfologia do jejuno, foram avaliados 10 pardmetros: infiltrado, hiperemia,
descamacdo, coccidiose, grumos bacterianos, bastonetes, cistos, muco, células caliciformes,
necrose para cada parametro € dado um escore que vai de 0 a 3. Sendo: 0: ausente 1: discreto

2: moderado 3: intenso.

3.11 PESO RELATIVO DE ORGAO INTERNOS E CIRCUNFERENCIA DA
MUSCULATURA PEITORAL

A pos a realizacdo da eutanasia em camera de gas carbonico, os animais foram
submetidos a necropsia, com o0s 6rgdos descritos selecionados e criteriosamente separados de
forma manual. O ventriculo (moela) sem contetdo, o figado, a musculatura peitoral (peito) e o
intestino (delgado e grosso) foram retirados e pesados individualmente. Calculou-se o peso
relativo de cada 6rgao usando a formula: peso relativo do 6rgao = (peso do 6rgdo/peso Vvivo)
x100. A mensuracgdo da circunferéncia peitoral se deu através afericdo longitudinal de cada

parte anatdbmica retirada, em centimetro.
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3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram tabulados e analisados com o programa estatistico
computadorizado GraphPad Prism versdo 7.0 para Windows. Foi realizada a comparacao
entre os grupos CN, CP e os tratados com a planta. Os dados foram organizados como média
aritmética mais ou menos os erros padrdo das médias (EPM), e submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) de uma ou de duas vias, e confirmados pelo teste de Tukey para dados
zootécnicos, teste t e ANOVA unilateral para dados sensoriais e estatistica descritiva para
dados da morfologia jejunal. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes
quando ultrapassaram o valor de *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de aditivos naturais em formulagdes de racdes tem se tornado tendéncia nos
ultimos anos, conquistando novos mercados e fomentando o desenvolvimento de empresas
especializadas. Os derivados de plantas e produtos naturais denominados fitobidticos podem
aumentar a taxa de crescimento, a imunidade e reduzir o estresse em aninais de producao
(NDELEKWUTE et al., 2015; ADEGOKE et al., 2018).

Umas das alternativas possiveis para substituir os antibidticos promotores de
crescimento utilizados na producdo animal sdo os aditivos fitogénicos (WINDISCH et al.,
2008). Os mecanismos de acdo pelos quais os fitogénicos atuam para obter um melhor
desenvolvimento zootécnico ainda ndo foram claramente elucidados (WINDISCH et al.,
2008; WALLACE et al.,, 2010). Segundo as teorias descritas na literatura, seus efeitos
estariam relacionados as acdes antioxidante, anti-inflamatdria e antibiotica das plantas.

Os resultados encontrados demostram a acdo fitobiotica da planta M. vulgare e a
auséncia de alteracdes toxicoldgicas nas doses administradas. Durante a experimentagdo, nao
se observou alteracGes deletérias dos parametros clinicos fisioldgicos, os quais foram
rigorosamente mensurados e avaliados diariamente, sendo eles: temperatura corporal,
coloracéo e brilho de pena, coloracdo de mucosas, cristas e barbelas. Da mesma maneira, ndo
se observou a presenca de diarreia, inapeténcia e anorexia ou qualquer outra alteragédo
digestiva. Tais dados corroboram com resultados anteriores obtidos em monogéstricos, a
planta apresentou-se como melhoradora de parametros produtivos de leitées (SCHLEMPER
etal., 2019) e em bezerros (SOARES et al., 2016).

4.1 EFEITOS DA INFUSAO DA M. Vulgare SOBRE INDICES PRODUTIVOS

Quando analisado o indice de conversdo alimentar real (CAR) (Figura 4), foi
observado que houve uma tendéncia de reducdo significativa da CA dos grupos tratados
IMV4% (CAR=1,310 = 0,02) e IMV6% (CAR= 1,280 + 0,03) quando comparados ao grupo
CN (CAR= 1,390+0,01) e as inibicbes maximas obtidas foram 5,75+0,88% e 9,49+0,86%,
respectivamente. Neste caso, ndo foi verificado nenhum efeito de melhora na converséo
alimentar (CAR=1,500 £ 0,03) com aumento de 7,91+1,32% pelo antibidtico promotor de

crescimento de tilosina. Esse indice é relevante pois com os avangos da avicultura moderna, o



30

melhoramento genético, a ambiéncia e os altos custos com nutri¢do, qualquer que seja o
ganho sobre a conversdo alimentar, mesmo que em algumas dezenas de gramas deve ser
enaltecido, pois ha consideravel impacto econdmico na reducdo de custos com alimentagédo

quando computado numa instalacdo aviaria com milhares de aves em terminacao.

Figura 4 — Efeito da infusdo da M. vulgare sobre CA de frangos tipo griller; cada barra
representa a média da CA dos grupos tratados e as linhas verticais representam o EPM;
*P<0,05; **P<0,01 consideradas estatisticamente significantes.
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Fonte: Elaborado pelo autor
Diferenca entre grupo CN e tratados com M. vulgare, sendo que: (*P<0,05; **P<0,01; Diferen¢a entre grupo
CN e CP sendo que: (# P<0,05).

Em estudo semelhante, Ghosh et al, (2020) demostraram que a infusdo com casca da
roma melhora a conversdo alimentar, o ganho de peso diario e o peso médio final das aves
tratadas, com a melhora da performance zootécnica em virtude desta planta ser um
antioxidante natural e estimulante do sistema de defesa dos animais.

Os resultados da meta-andlise realizada por Ogbuewu, Okoro e Mbajiorgu (2020)
analisando 15 ensaios clinicos randomizados, indicaram que a intervencdo dietética com
pimenta aumentou o ganho de peso médio final e apresentou melhora nos indices de
conversdo alimentar. A taxa de conversdo alimentar é utilizada como um indice importante
para avaliar o desempenho geral e a economia da producdo em frangos de corte, portanto, é
um fator-chave que contribui para o empreendimento sustentavel da avicultura.

Com relacdo ao peso medio (PM) dos animais, podemos observar que houve
incremento nos individuos tratados com IMV em funcdo do tempo (Figura 5). No grupo
IMV6% (PM=1,245+0,02), houve aumento significativo do peso médio final em relacdo ao
grupo controle negativo (PM=1,126+0,01), elevacdes de 7,28%=0,59% ao 28° dia, valendo
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ressaltar que o grupo IMV4% obteve um aumento de 6,9+0,68%, porém ndo foi

estatisticamente significante.

Figura 5 — Efeito da infusdo da M. vulgare sobre o peso médio semanal das aves tratada;

cada barra representam a média dos pesos semanais dos grupos tratados e as linhas verticais

representam o EPM.
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Diferenca entre grupo CN e tratados com M. vulgare, sendo que: (*P<0,05; **P<0,001; ****P<0,0001).
Diferenca entre grupo CN e CP sendo que: (#P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001).

Ao analisar o desenvolvimento ponderal semanal, houve reducdo significativa ao
sétimo dia dos grupos CP, com 3,01+0,47%; IMV2%, com 3,51+0,79%; e IMV6%,
com3,29+0,34%. Essa reducdo do peso meédio na primeira semana de vida pode estar
relacionada a adaptacdo ao méetodo de gavagem e a dose administrada nos animais. No 14° e
21° dias, foi observado no grupo IMV6% aumento significativo do peso médio das replicatas,
com 7,11+1,11% e 7,17£0,74%, respectivamente, sendo importante destacar o ganho
convergente do peso médio do grupo citado, ao qual se manteve ao longo de trés semanas
(28° dia com 7,28%+0,59%). O grupo IMV4% teve um crescimento ponderal positivo ao

longo das quatro semanas de tratamento, com significancia estatistica em relacdo ao grupo CP

Fonte: Elaborado pelo autor
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ao vigésimo primeiro dia obtendo um incremento de 3,13+0,38%.
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O grupo CP néo demostrou diferenca significativa quando comparado com os demais
grupos tratados ao longo do experimento. Tal resultado pode estar relacionado ao fato de que
0 antibidtico foi administrado pelo método de gavagem em um unico momento do dia, sendo
que no nosso protocolo experimental a dose teoricamente promotora de crescimento
transformar-se inadvertidamente em dose de tratamento.

Na maior parte dos protocolos que usam antibidticos promotores de crescimento
tradicionais, efeitos significativos sobre a conversdo alimentar e peso médio final séo
observados em condices de desafio maximo, em outras palavras, quando existe,
principalmente alta carga bacteriana, parasitiria e ambiente indspito nos alojamentos de
criacdo dos animais (RAMOS et al., 2011). Windisch et al. (2008), em reviséo bibliogréfica
demonstraram que grande parte dos resultados experimentais utilizando aditivos fitogénicos
apresentaram uma reducdo do consumo de ra¢do com incrementos no ganho de peso, levando

a uma melhor conversao alimentar.

4.2 INFLUENCIA DA ADMINISTRACAO DA INFUSAO DA M. vulgare SOBRE
CELULAS SANGUINEAS

N&o houve alteracdo significativa nas células vermelhas, assim como hematocrito e
volume corpuscular médio (Figura 6) entre os grupos tratados durante o experimento. O
diagnostico laboratorial é usado na medicina veterinaria h4 muitos anos para mensurar as
alteracbes metabdlicas que possam indicar algum sinal de doenca nos animais. O uso da
patologia clinica é rotina em animais de companhia, porém néo sdo rotineiramente utilizados
em aves de producdo. Sendo assim, existe uma lacuna entre os valores sanguineos de
referéncia de frangos de corte em razdo da idade, linhagem, manejo e desafios ambientais
(SCHMIDT et al., 2007).

O hematdcrito normal das aves varia de 35 a 55%. Sendo que valores inferiores a 35%
indicam anemia e superiores a 55% sugerem desidratacdo ou policitemia (BOUNOUS;
STEDMAN, 2000). Porém, Cardoso e Tessari (2003) verificaram uma variacao de 30,6 a 37%
do hematocrito em frangos de corte clinicamente saudaveis. Bem como valores muito
semelhantes quando comparados ao grupo CN e CP, os animais ndo demostraram indicativos
de estados anémicos ou ictericia em qualquer periodo do experimento.

Quando analisado e diferenciado o perfil das células brancas das aves, foi possivel

observar reducdo do numero total de leucécitos sanguineos comparados com o grupo CN em
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todos os grupos tratados ao longo do experimento (CP, IMV2%, IMV4% e IMV6%) com
inibigbes méaximas de 18,70+2,43%, 10,93+1,04%, 23,87+3,06% e 19,35+1,93%,
respectivamente.

A reducdo exponencial observada em relacdo aos leucocitos totais pode estar
relacionada as a¢des antioxidantes e anti-inflamatorias as quais atuam de forma sinérgica no
organismo, paralelamente observamos que a reducdo de leucdcitos totais ndo influenciou na
formacéo ou reducdo da memdria imunoldgica (linfécitos) nos grupos tratados com a planta,
justificando a reducdo observada no grupo tratado com antibiotico promotor de crescimento.

Em relacdo aos heterdfilos das aves, podemos observar uma reducdo na dose
dependente nos grupos tratados IMV4% e IMV6% quando comparados ao grupo CN, com
inibicbes maximas significantes de 24+3,28% e 44+1,91%, respectivamente. O padrao celular
dos grupos tratados com IMV em relacdo aos linfécitos se mostrou estavel quanto a
quantidade circulante no 28° dia de tratamento, com reducdo expressiva no grupo CP de
51,87+2,03%.

Tabela 1 — Efeito da infusdo da M. vulgare sobre os padres hematoldgicos das aves
tratadas; os numeros sdo o resultado da média £+ EPM N=5.

CN CP IMV2% IMV4% IMV6%
LEUCOCITOS (x10° /uL) 31,00+2,75 25,20 + 2,68**** 27,60 £9,20** 23,60 £ 1,92**** 2500 + 1,60****
ERITROCITOS (x10° /uL) 2,29+£0,10 2,48 £0,02 2,29+0,14 2,39+0,07 2,51+0,25
VCM (fl) 149+ 2,54 139,2+ 1,75 147,75 £ 2,31 140,4 £ 1,55 136,2+1,15
HEMATOCRITO (%) 34,4+192 34,2+2,88 32,6 £1,52 33,6 7,20 34,2+5,28
HETEROFILO (x10° /uL) 12,48 £ 7,81 13,11 £ 3,45 1542 £5/14 9,35+3,37* 6,91 £ 1,14***
LINFOCITOS (x103 /uL) 12,73+£9,63 6,28 £ 1,36**** 10,20 + 2,88 11,32 +£1,27 14,42 + 4,55
MONOCITOS (x10° /uL) 144 £231 2,47 + 4 54%*** 0,80 = 2,05** 0,99 +2,78* 0,65 £ 1,563***
EOSINOFILOS (x108 /uL) 3,39+8,78 3,47+2,.88 2,44 +5,28** 2,05 £ 7,20%** 1,58 £ 1,52%***

Fonte: Elaborado pelo autor
Diferenca entre grupo CN e tratados com M, vulgare, sendo que: (*P<0,05; *P<0,01; ***P<0,001;
****P<0,0001).

O resultado da analise dos mondcitos demonstrou que houve redugéo significativa no
namero de células circulantes dos trés grupos tratados com a planta, sendo 42,14+7,23%,
31,42+3,97% e 50,00+6,25% para IMV2, IM4 e IMV6, respectivamente, Em relagdo ao grupo
CP, houve um acréscimo de 70£10,76% nas células circulantes,

Com relagéo aos eosindfilos, observamos claramente uma reducéo significante dose-
dependente nos trés grupos IMV2, IM4 e IMV6, com reducdo de 30,38+2,55%, 11,50+3,41%
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e 13,86+1,25, respectivamente, em rela¢do ao grupo CN. O grupo CP manteve-se estavel em
todos os tratamentos,

Quando analisadas a relacéo heterofilos/linfécitos (H/L) como indicativo de estresse
das aves, houve uma reducdo significativa dose-depende em todos os grupos tratados com
IMV (Figura 6). As inibi¢cdes maximas obtidas nos grupos IMV2%, IMV4% e IMV6% foram
de 24,17+1,47%, 59,57+£1,66% e 72,99+1,76%, respectivamente,

Figura 6 — Efeito da infusdo da M, vulgare sobre H/L das aves tratadas; cada barra
representa a média dos pesos semanais dos grupos tratados e as linhas verticais representam
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Fonte: Elaborado pelo autor
Diferenca entre grupo CN e tratados com M. vulgare , sendo que: (*P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001;
****pP<0,0001).
Diferenga entre grupo CN e CP sendo que: (####P<0,0001),

A razdo H/L é um indice confiavel para avaliar o estresse em aves (SCHMIDT et al.,
2007; HABIBIAN et al., 2014), Na avicultura industrial, a busca pela reducdo do estresse
térmico é constante e fator determinante no desempenho zootécnico final. Varios estudos
concluiram que o0 estresse térmico causou um aumento significativo na razdo H/L
(AKHAVAN-SALAMAT; GHASEMI, 2016; GITOEE et al., 2018; HOSSEINI-VASHAN;
GOLIAN; YAGHOBFAR, 2016),

Alguns os autores atribuiram o aumento na contagem de linfdcitos e diminui¢bes na
razdo H/L pela suplementagdo de cromo em galinhas submetidas a estresse caldrico a
diminuicdo da secregédo de glicocorticoides (EBRAHIMZADEH; FARHOOMAND; NOORI,
2012), sugerindo que a administragdo da infusdo da planta possui potencial efeito
imunomodulador e potencial redutor do estresse causado em criagcGes comerciais de frangos

de corte,
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4.3 INFLUENCIA DA INFUSAO DA M. vulgare SOBRE ENZIMAS MARCADORAS DE
LESAO HEPATICA, PROTEINAS E METABOLITOS

A analise sistematica dos compostos bioquimicos sanguineos foi realizada, pois
contribuem para a elucidagédo dos possiveis efeitos toxicoldgicos da M. vulgare em frangos de
conte. Em modelos experimentais de toxidade aguda, a planta demostrou ser hepatoprotetora
(AKTHER et al., 2013; ETTAYA et al., 2016), dentre muitas outras atividades bioldgicas
relatadas.

Sendo a primeira vez que o modelo experimental foi empregado em aves, a
administracdo na forma de infuséo nas doses crescentes aplicadas no nosso estudo nédo foi
observado alteracfes deletérias significantes sobre células vermelhas ou brancas, bem como
sobre 6rgdos como rins e figado na andlise bioquimica enzimética e de metabolitos

sanguineos, (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da bioquimica enzimatica e de metabdlitos sanguineos obtidos no
sangue de aves tratados com a infusdo da M. vulgare ao final do 28° dia de tratamento; os
numeros sao o resultado da média £ EPM, N=5,

CN CP IMV2% IMV4% IMV6%
AST (UI/L) 239,5+2,08 273,715+ 1,17  473,6 £1,36** 465 + 3,52** 248,25 + 1,77
ALT (UI/L) 220+7,0 28,75+ 1,57 32,25 +1,07 29,25+1,43 31,75+1,01
GGT (UIlL) 38,75+ 1,05 39,50+3,70  24,00+1,00** 26,00 +6,80** 29,00 + 6,20
UREIA (mg/dL) 11,50 +9,00 10,00 + 6,00 12,75 +1,48 12,75+ 1,28 12,00 + 6,00
ALBUMIA (g/dl) 155+20 1,42 £2,75 1,25+3,0 1,72+1,48 1,32+1,48
ACIDO URICO (mg/dL) 8,30 £5,21 9,39 +£8,23 7,33+8,32 7,60 £2,94 6,99 + 3,53

Fonte: Elaborado pelo autor
Diferenca entre grupo CN e tratados com M. vulgare, sendo que: (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<0,0001).

A auséncia de sinais clinicos visivel nos animais tratados corrobora para descartar tais
efeitos nocivos da IMV. Devido a auséncia de literatura da administragdo da M. vulgare em
animais de produgéo, procuramos demonstrar que a utilizacdo de doses crescentes de forma
crénica poderia induzir um efeito toxico sobre os animais tratados. Paralelamente a esses
dados, observamos uma maior higidez nos animais do grupo que recebeu a maior dose, com
aumento expressivo do peso final, bem como melhora do indice de CA, maior area absortiva
jejunal e uma reducédo exponencial na relacdo H/L, corroborando com os achados literarios da
planta,

Né&o foi possivel observar alteracdes estatisticamente significantes no perfil da enzima

hepatica ALT entre grupos tratados e grupo controle. A enzima AST demostrou alteragdes



36

significativas nos grupos IMV2% e IMV4% (P<0,01). A literatura demonstra que valores de
AST acima de 275UI/L sugerem aumento da sua atividade, que pode estar relacionado a
distarbios musculares ou hepaticos. Valores de AST acima de 800UI/L sdo sugestivos de
dano hepatico severo, sendo que os valores maximos encontrados em nosso trabalho
correspondem & metade do valor maximo de referéncia (CAMPBELL, 2004).

CAMPBELL, 2004 demostrou que os niveis médios basais da enzima AST foram de
210UI/L, corroborando com nosso estudo que demostrou na dose maxima um valor de
248UI/L. Quando analisada a enzima GGT, obtivamos diferencas estatisticas entre 0s grupos
CN e IMV2%, IMV4% e IMV6%, com inibicdes maximas de 38,06+1,55%, 32,90+2,66% e
25,16+2,44%, respectivamente. A concentracdo da enzima GGT sofreu alteragcdo acima do
limite maximo encontrado na literatura, de 10U/L (SCHMIDT et al., 2007; THRALL et al,
2007).

A albumina é sintetizada exclusivamente no figado, possuindo um importante papel na
elucidacdo de doencas hepéaticas (SCHMIDT et al., 2007). Contudo, como observado na
Tabela 2, ndo houve alteracdes significativas nos niveis séricos de albumina entre grupos
controle e tratados com a planta. Em relacdo aos marcadores renais, ndo se verificou aumento
ou reducdo significativa do acido Urico e ureia.

As concentracfes sanguineas da ureia podem ser influenciadas principalmente através
da dieta, ou por ingestdo de proteinas, hidratacdo da ave, taxa de excrecédo renal, sendo Util na
avaliacdo da funcdo hepética, uma vez que o figado € o responsavel pela sua sintese
(SCHMIDT et al., 2007). Pode-se dizer que apenas em concentracBes superiores a 15mg/dL
de &cido drico indicam algum tipo de lesdo renal (THRALL et al., 2006).

4.4 INFLUENCIA DA INFUSAO DA M. vulgare SOBRE A MORFOLOGIA,
MORFOMETRIA JEJUNAL

O aumento da éarea de superficie das vilosidades proporciona maior absor¢do dos
nutrientes disponiveis e esta intimamente relacionada ao aumento da altura das vilosidades
(AWAD; GHAREEB; BOHM, 2008). Este achado é consistente com os resultados de
Hashemipour et al., (2013), que relataram que a inclusdo de compostos fitogénicos aumentou
a altura das vilosidades e relacdo vilosidade/cripta, corroborando diretamente com nossos
achados, onde obtivemos um aumento significativo da altura da vilosidade em IMV6%

quando comparado com CN (P<0,0001).
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Figura 7 — Efeito da infusdo da M. vulgare sobre a altura da vilosidade (A), profundidade da
cripta (B) e a relacéo vilosidade/cripta (C) jejunal das aves do grupo IMV6% comparados
com CN; cada barra representa a media dos valores mensurados e as linhas verticais
representam o EPM.
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Fonte: Elaborado pelo autor
Diferenca entre grupo CN e MV6%, sendo que: (***P<0,001; ****P<0,0001).

Na andlise estatistica descritiva morfolégica entre grupo CN e IMV6%, ndo houve
alteracdo jejunal significante quanto a infiltrado inflamatdrio, congestdo, descamacdo, lesdes
de coccidiose, grumos bacterianos, criptas cisticas, presenca de muco, necrose ou edema. O
resultado coincide com a morfometria na qual obtivemos uma cripta maior em relacdo ao
grupo nao tratado e ndo encontramos alteracdes deletérias na membrana mucosa de jejuno.

Os estudos avaliando os efeitos fitobidticos produzidos através da adicdo de 6leos
essenciais em dieta de frangos de corte obtiveram um melhor desempenho zootécnico
(ADASZYNSKA-SKWIRZYNSKA; SZCZERBINSKA, 2019; BARBARESTANI et al,
2020), proporcionou alteracdes benéficas na morfologia intestinal e macroflora dos animais.
Isto mostrou uma atividade antimicrobiana sobre os principais patdégenos do intestino
(Escherichia coli e Salmonella sp) sem inibir a quantidade de bactérias de fermentacédo
lactica, que sdo essenciais para a manutencdo de uma estrutura saudavel do intestino
(MOHITI-ASLI; GHANAATPARAST-RASHTI, 2018; ADASZYNSKA-SKWIRZYNSKA;
SZCZERBINSKA, 2019). Isso tudo em associacio com melhorias nas propriedades
histomorfoldgicas, como a altura das estruturas das vilosidades e area de superficie (MOHITI-
ASLI; GHANAATPARAST-RASHTI, 2018), garantindo assim aos animais maior
digestibilidade quando alimentado com racdo, uma melhor absor¢cdo de nutrientes,
aumentando a capacidade antioxidante e impulsionando da imunidade do animal. Juntas, essas
variaveis contribuiram diretamente para a melhor taxa de desempenho (KUMAR et al., 2017;
KHATUN et al., 2018).
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Xu et al. (2009) destacou que a altura das vilosidades para a proporcdo da
profundidade da cripta € um pardmetro crucial para estimar a capacidade de absor¢do do
intestino delgado. Long et al. (2018) relataram que vilosidades intestinais mais longas podem
fortalecer o contato entre o intestino e 0s nutrientes e assim melhoram a digestdo e a absorc¢éo.
Li et al. (2015) relataram que uma propor¢cdo maior da altura das vilosidades para a
profundidade da cripta reflete uma maior capacidade de digestdo e absorgdo. Todos os
trabalhos reforcam os resultados encontrados em nossa morfologia jejunal,

Podemos sugerir nesse trabalho que os mecanismos responsaveis pela acéo fitobiotica
da planta estejam, de alguma maneira, ligados aos efeitos espasmolitico e gastroprotetor
(SCHLEMPER et al., 1996; OLIVEIRA et al, 2011). Seu efeito espasmolitico
(SCHLEMPER et al., 1996) poderia contribuir com o retardo do conteddo em nivel intestinal,
favorecendo maior absorcdo de nutrientes, intrinsicamente conectados com a melhora da
macroflora intestinal e 0 aumento da area absortiva.

Khadem et al. (2014) sugerem que o principal mecanismo de acgdo ligado aos
promotores de crescimento esteja ligado ao efeito anti-inflamatorio dos antibi6ticos e
compostos fitogénicos, pois as subdoses usualmente utilizadas destes farmacos ndo atingem a
MIC capaz de eliminar as bactérias patogénicas, Sua hipGtese anti-inflamatéria e nao-
antibidtica dos promotores do crescimento antimicrobianos fundamenta-se em testes in vitro,
com oxitetraciclina e extrato de Macleaya cordata, que demostrou efeito anti-inflamatério
utilizando a metade da MIC recomendada para acdo antibiética de cada droga, Em teste in
vivo com frangos de corte, a Macleaya cordata apresentou reducéo significante da expressao
de vérios genes inflamatérios no jejuno, sustentando a teoria anti-inflamatoria.

Segundo Soler et al. (2016), em estudo feito com subdoses de oxitetraciclina em
suinos, comprovaram a reducdo de diferentes proteinas séricas agudas relacionadas a
inflamacdo, oxidacdo e metabolismo lipidico, bem como, promoveu maior crescimento nos

animais tratados,

4.5 ANALISE METABOLOMICA ULTRACROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA ACOPLADA AS MASSAS

Em geral, o esqueleto labdano é o esqueleto marcador para todo o género Marrubium
sp e particularmente para a Marrubium vulgare. Investigacfes prévias com M. velutinum e M.

cyllenium revelaram que estas plantas sdo uma rica fonte de diterpenos, glicosideos
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feniletandides e flavonoides com interessantes atividades bioldgicas (KARIOTI;
HEILMANN; SKALTSA, 2005). Os diterpenoides, em particular, tem uma ampla variedade
de usos farmacéuticos, além de suas diversas outras aplicacdes industriais (BOHLMANN;
KEELING, 2008; HILLWIG et al., 2011).

Para acompanhar em plasma de aves, os derivados metabdlicos dos componentes
quimicos presentes no extrato obtido por infusdo, um estudo comparativo do extrato e do
plasma de aves foi realizado. A amostra bioldgica e extrato aquoso foram submetidos a
analises de cromatografia liquida ultra eficiente acoplada a espectrometria de massas (UPLC-
ESI-MS) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Anélise UPLC-ESIMS, ESI-MS (modo Negativo) e ESI-MS (modo Positivo) obtida
a partir da injecdo da infusao da M. vulgare (extracédo aquosa).

Tempo -
retencio Massa(;)neigzrvada fon Mas??n';;) "8 Eormula molecular Identidade
(min)
ESI-MS (modo negativo)
0,64 191,0199 - 191,0192 [CeHgO; -H] Acido citrico
5,78 243,1230 - 243,1232 [C1H,005-H] -
6,14 253,1450 - 253,1440 [Cy4H»0,-H] Sesquiterpeno
6,81 327,2162  135,0289 327,2171 [CygH3,05-H] Fitoprostanoid
171,1031 relacionado a Ent-16-epi-
211,1336 16-F1t-PhytoP
7,10 329,2338 197,1141 329,2328 [C1gH3405-H] Fitoprostanoid
relacionado a Ent-16-epi-
16-F1t-PhytoP
7,25 327,2162 - 327,2171 [CygH3,05-H] Fitoprostanoid
relacionado a Ent-16-epi-
16-F1t-PhytoP
7,69 307,1910 - 307,1909 [C1gH2704-H] Phytoprostanoid
relacionado a 16-B1-
PhytoP
8,13 381,2295 - 381,2277 [Cy1H3406-H] Diterpeno
8,64 377,1951 - 377,1964 [C,1H306-H] Diterpeno relacionado a
Callihypolin A
9,15 369,2656 - 369,2641 [C,1H3305-H] -
ESI-MS (modo positivo)
0,49 198,0521 - - [C/H;N3O4+H]* -
1,08 166,0870 120,0805 166,0868 [CoH1;NO,+H]" Fenilalanine
1,89 205,0980 188,0714 205,0977 [C11H1,0,+H]" Triptofano
6,29 579,1495 271,0625 579,1503 [C3oH01,+H]" Protoantocianidin
7,03 287,2001  269,1905 287,2011 [C1gH260,+H]" Nor-diterpeno
243,1753 relacionado a &cido
221,1530 abiético
7,54 315,0880 - 315,0869 [C17H1.06+H]" Pectolinarigenin
8,13 301,2185/ 301,2185 319,2273 [CyH3005 +H]* Marrubenol
319,2286 289,2170
283,2079
271,2073;
8,64 665,4077 315,1969 665,4053 [2 X CoH250,+H]"  Marrubiina
287,2000
269,1905
221,1530
9,08 315,1970/  315,1969 333,2066 [CyH250, +H-H,0]"/ 1sémero de
333,2072  287,2000 [CaoH2504 +H]" Marrubiina
269,1905
221,1530
9,52 277,2177 - 277,2168 [C1gH50,+H]" Acido graxo
poliinsaturado
9,96 279,2335 - 279,2324 [C1gH300,+H]" Acido graxo

poliinsaturado

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os constituintes caracteristicos do género Marrubium sp sdo considerados 0s
diterpenos, incluindo a marrubiina como seu principal composto que é o mais conhecido e 0
primeiro a ser isolado (PIOZZI et al.,, 2006). Neste estudo, quando comparados 0S
cromatogramas da infusdo da planta e da furanolactona diterpénica marrubiina, que é um
marcador padrdo da M. vulgare, podemos observar que o pico do ponto de retencdo desse
composto fitoquimico coincide com o pico obtido com a injecdo da infusdo. Em nosso estudo
ndo podemos identificar um pico no ponto de retencdo no plasma das aves, que poderiam
denotar a absorcéo de diterpenos transformados farmacocineticamente (Figura 8).

Em estudo realizado com frangos de corte, avaliou a presenca de compostos polifenois
em individuos alimentados com subprodutos da uva, por possuir efeitos antioxidantes. A
analise cromatografia liquida de alta eficiéncia revelou a presenca de 32 compostos
metabolicos fendlicos, alguns dos quais encontrados apenas em aves que receberam o
subproduto da uva. Além disso, 21 compostos foram identificados em concentracdes
significativamente maiores nos animais tratados com subprodutos (MUNOZ-GONZALEZ et
al., 2019). O trabalho tem analogia com nosso estudo, pois demostra ser possivel identificar
compostos secundarios em plasma sanguineo de frangos de corte, podendo assim atribuir tais
efeitos melhoradores de desempenho zootécnico e salde a seus devidos metabolitos. A nao
evidéncia de compostos terpenoides no plasma das aves utilizadas em nosso estudo pode estar
relacionada com o tempo entre a aplicacdo da IMV pela via oral e a coleta de plasma dos

animais.
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Figura 8 — Cromatograma obtido a partir de UPLC-MS, ESI - modo Negativo,
representativo da infusdo do extrato aquoso na dose de 50g da planta em 500ml de &gua.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9 — Cromatograma obtido a partir de UPLC-MS, ESI - modo Positivo, representativo
da infusdo do extrato aquoso na dose de 50 g da planta em 500 mL de &gua (A) e da injecdo
de marrubiina pura(B). A seta indica a coincidéncia do pico de retencdo de marrubiina em
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A absorcdo e o metabolismo de aditivos fitogénicos em racOes de aves devem ser
investigados e estudados em relacdo ao metabolismo e deposicdo de seus principais
compostos nos tecidos destinados a producdo de alimentos, A utilizacdo de 6leo essencial de
tomilho (Thymus vulgaris L.) em alimentacdo de frangos de corte resultou em aumento
significativo das concentraces de timol em seu plasma sanguineo quando analisado por meio
da cromatografia (OCEL’OVA et al., 2016).

4.6 DESENVOLVIMENTO DE ORGAO INTERNOS E MUSCULO PEITORAL

N&o houve diferenca significativa com base na andlise estatistica do desenvolvimento
dos 6rgdos internos quando comparados com o peso relativo do figado, intestino e ventriculo
de cada animal entre grupos (Tabela 4), Ao analisar o peso relativo do musculo peitoral,
observou-se uma diferenca significativa (P<0,05) em todos os grupos tratados com infusao a
infusdo da planta em relacdo ao CN. Em um teste estatistico para circunferéncia do musculo
peitoral, obtivemos diferenca significativa em IMV4 e IMV6 (P<0,05) (Tabela 4). No
decorrer da necropsia, ndao foram encontradas alteracdes patoldgicas macroscopicas
identificaveis dos 6rgdos,

Isabel e Santos (2009) registraram um importante aumento na musculatura peitoral de
frangos alimentados com uma mistura de cravo e canela, de modo similar aos resultados deste
estudo. A auséncia de diferenca de peso dos 6érgdos internos estd em concordancia com
pesquisas anteriores, onde os efeitos dos aditivos fitogénicos sobre o peso relativo dos érgaos
ndo puderam ser observados (HERNANDEZ et al., 2004; AMAD et al., 2011).

Tabela 4 — Efeito da infusdo de M. vulgare sobre o peso relativo (% do peso relativo) dos
orgaos selecionados, em relacdo a média do peso final e a circunferéncia peitoral (cm) dos
grupos tratados; os nimeros séo o resultado da média + EPM.

CN cP IMV2% IMV4% IMV6%

Figado (%) 340+002  358+001 287001  321+000  3,10+0,01
Peito (%) 20434007  21,43+0722 2334+0,08* 2431+010%  24,45+0,0*
Ventriculo (%) 3994001 4284001 3774000  3,80+001  351+0,01
Intestino (%) 483+001  4,81+0,01 5,07 0,02 508+003  505+001
g‘r:lc)“”ferenc'a peitoral 22404070  21,40+370  22,90+2,20 23,904,770 24,40 + 0,70%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7 EFEITOS DA INFUSAO DA M. vulgare SOBRE A QUALIDADE SENSORIAL DA
CARNE

As caracteristicas L* (luminosidade), a* (intensidade da cor vermelha) e b*
(intensidade da cor amarela) ndo diferiram estatisticamente, porém houve tendéncia néo
significante do grupo tratado se apresentar mais luminosos que o controle. Da mesma forma,

médias positivas demostraram reducdo na intensidade da cor amarela (Tabela 5).

Tabela 5 — Efeito da administragdo da infuséo de M. vulgare sobrea a cor da carne
produzida; os nimeros sdo o resultado da média £ EPM.

Grupos L* a* b*

CN 33.39+1.76 3.87+0.39 6.97 £0.29
MV6% 3414 +1.34 416 +0.20 6.42 +0.28

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relagcdo a analise dos testes sensoriais, na comparagdo multipla o CP e o CN
obtiveram médias semelhantes de 4,80+0,17 e 5,0+0,17, respectivamente, ndo diferindo
estatisticamente em relacdo ao sabor. O Grupo IMV6% teve o sabor ligeiramente mais intenso
que o controle (valor médio de 5,40+0,18), diferindo no teste estatistico (P<0,05). Na escala
hedo6nica ndo houve diferenca significativa entre a planta e o CP no quesito de gosto (P<0,05),
porém houve uma tendéncia ndo significante do grupo CP ter sido mais preferido do que o
IMV6%, evidenciando as médias de pontuacao entre os provadores foram gostei ligeiramente
(7,0£0,16) e regularmente (6,6+0,18).
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Figura 10 — Efeito da infusdo de M. vulgare sobre qualidade sensorial da carne de
frangos Griller; as barras representam o valor real de aceitacdo nas comparagdes multiplas
e na escala hedbnica ou na intencdo de compra; cada barra representa a média dos valores

mensurados e as linhas verticais representam os EPM.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Diferenca entre grupo CP, CN e M. vulgare, sendo que: (*P<0,05; **P<0,01).

Quando perguntados sobre a intencdo de compra da carne das aves do grupo CP,
houve diferenca estatisticamente significante (P<0,05) em relacdo a carne dos animais que
receberam a administracdo de IMV6%. Sendo que a média da intencdo de compra ficou entre
compraria sempre e compraria frequentemente (1,70£0,20 e 2,30+0,14, respectivamente), 0
que concorda com os resultados obtidos pela escala hedonica.

Quanto ao padrdo de cor L* (luminosidade), a*(intensidade da cor vermelha) e b*
(intensidade da cor amarela), ndo houve diferenca entre grupos, mas possui uma tendéncia
ndo significativa dos grupos tratados mostrando mais luminosidade do que o grupo controle.
De forma similar, médias positivas demonstraram uma reducdo na intensidade amarela
(Tabela 5).

De acordo com Moraes et al. (2016), a adicdo de Oleo de canola ndo promoveu
variacdo da intensidade luminosidade entre frangos tratados e controle. No entanto, havia uma
diferenca consideravel nas médias do grupo em termos de intensidade de cor, com aumento
no nivel de farinha de canola em comparagdo com as médias em nosso estudo. A cor da carne
varia de acordo ao teor de milho na dieta das aves ou outros ingredientes contendo substancias
chamadas xantofilas, que séo substancias solGveis em gordura, conferindo coloracédo laranja-
amarelado (SILVA et al., 2000). Portanto, todos os grupos foram alimentados com a mesma
formulacdo de racdo, reforcando assim nossos resultados. Também foi notado que a planta

n&o causou alteragcdo do padréo de cor e gosto da carne.
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4.8 ATIVIDADES BIOLOGICAS QUE CONTRIBUEM PARA A ACAO FITOBIOTICA

Quando observamos de maneira global e analisamos sistematicamente os resultados
obtidos na pesquisa, pode-se dizer que a acdo fitobidtica esta intimamente ligada a
mecanismos sinérgicos de melhoria da sadde animal. Com a mensuracao conjunta, de todos 0s
dados ja mencionados, podemos enaltecer as agBes antioxidantes, anti-inflamatoria,
imunomoduladora e antibidtica no controle da disbiose intestinal.

As aves que receberam a infusdo de M. vulgare se sobressairam na melhoria da saude
intestinal, com uma maior area de absor¢do e com aumento da relacdo vilosidade/cripta,
corroborando com os resultados, Baurhoo et al., (2007) descreveu que o aumento da relagéo
vilo/cripta aumenta a atividade das enzimas digestivas da mucosa, resultando em melhor
digestibilidade. Windisch et al. (2008) descreveram que este aumento estaria relacionado as
acOes anti-inflamatdria e antioxidante das plantas, pois os radicais de oxigénio liberados
durante os processos digestivos atuam na mucosa superficial do intestino e encurtam as
vilosidades intestinais. A reducdo das bactérias patogénicas intestinais, associado a reducdo da
inflamacédo contribuiu para uma melhor morfologia e morfometria intestinal (ZENG et al.,
2015).

Recentemente tem crescido o interesse em plantas medicinais contendo antioxidantes e
fitoquimicos ativos, tais como compostos fendlicos, terpenoides e vitaminas, e seu potencial
uso como nutracéuticos e/ou aditivos de ragdes na prevencgdo de muitas doencas (WINDISCH
et al.,, 2008). A M. vulgare é essencialmente rica em compostos fendlicos entre outros
fitoguimicos e é largamente usada na medicina tradicional humana e animal.

Os principais indicadores do efeito de intensificacdo nos indices zootécnicos, no sabor
da carne e na reducdo do estresse podem estar relacionados a interacdo de antimicrobiano
(ZARAI et al.,, 2011), antioxidante (WEEL et al., 1999), protetor de membrana mucosa
(OLIVEIRA et al.,, 2011), anti-inflamatério (EL ABBOUYI et al., 2013) e atividades
imunomoduladoras (DAOUDI et al., 2013), que juntos podem contribuir para uma melhor
salde animal dos animais, resultando assim em um efeito fitogénico. Em conjunto, essas
acOes farmacoldgicas podem contribuir na melhoria da saude animal através do efeito
fitogénico e minimizando as variaveis dos sistemas de confinamento intensivo.

LEE et al. (2018) avaliou a atividade antioxidante em frangos ap6s adicionar Allium

hookeri a racdo e monitorou enzimas especificas do metabolismo oxidativo, obtendo assim
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resultados importantes na promoc¢ao do crescimento e, a0 mesmo tempo, confirmando a acéo

antioxidante do suplemento e melhoria da produtividade e saude animal.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a administracdo da infuséo de M. vulgare levou a
um aumento no peso final das aves e uma reducdo significativa da conversdo alimentar, sem
alteracbes nas caracteristicas sensoriais ou de cor da carne, bem como, ndo se observou
alteracBes na higidez das aves e alteracfes toxicoldgicas. Dessa forma, qualquer ganho em
gramas na conversao e no peso individual é um grande avanco para a producdo industrial,
pois representa uma reducao nos custos globais da avicultura. Os mecanismos para melhorar o
desempenho produtivo dos frangos ainda precisam ser investigados no futuro, a fim de
confirmar a M. vulgare como potencial agentes fitobioticos que podem ser adicionados as

racOes a fim de aumentar os indices zootécnicos e desenvolver a avicultura industrial.
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