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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes doses de Curcuma longa
no controle de Salmonella Typhimurium, sobre o desempenho, integridade intestinal,
excrecdo fecal de Salmonella, contagem de linfocitos em o6rgdos linfoides secundarios,
exames histopatologicos, perfil bioquimico e pesquisa de Salmonella em orgdos em frangos
de corte experimentalmente inoculados. Foram utilizados 672 pintos, machos, distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x2 (doses Curcuma longa X
inoculacdo com Salmonella Typhimurium), divididos em oito tratamentos e seis repeticdes.
As aves foram inoculadas, via oral, no primeiro dia de idade com 0,5 mL de solucdo salina
tamponada contendo 1,2 x 10* UFC/mL de Salmonella Typhimurium. O tratamento 1
constituiu o grupo controle, que ndo recebeu Curcuma longa e Salmonella Typhimurium; os
tratamentos 2, 3 e 4 constituiram 0s grupos que receberam Curcuma longa nas doses de 1%,
2% e 3% na racdo, respectivamente. O tratamento 5 constitui 0 grupo que recebeu somente
Salmonella Typhimurium; os tratamentos 6, 7 e 8 receberam Curcuma longa nas doses de
1%, 2% e 3% na racdo, mais Salmonella Typhimurium via inglivio, respectivamente.
Observou-se diferenca estatistica no desempenho, com melhores resultados nas aves
suplementadas com 1% de Curcuma longa, e ndo inoculadas com Salmonella Typhimurium,
na analise de regressdo do peso final e ganho de peso demonstraram que a melhor dose para
as duas variaveis foi de 0,82%. Aos 21 dias na regressao houve efeito linear para ganho de
peso e consumo de racdo. Aos 35 dias na regressdo houve efeito quadratico para ganho de
peso e consumo de racdo. A dose de 1% de circuma impediu a colonizagdo intestinal por
Salmonella. Também as doses e a inoculacdo influenciaram na histomorfometria e no pH dos
segmentos intestinais. Verificou-se que aos sete dias, Salmonella foi isolada do figado das
aves do grupo controle e do grupo que recebeu 1% de Curcuma longa. No baco foi isolada
Salmonella Typhimurium em nenhuma das idades estudadas. Aos sete, 21 e 35 dias as aves
inoculadas com Salmonella Typhimurium via oral obtiveram maiores contagens de linfocitos
no baco quando comparadas as aves nao inoculadas. Ndo houve diferenca significativa nas
avaliacGes histopatologicas do figado, rins e tonsilas cecais. Aos 21 dias verificou-se no
duodeno maior frequéncia de muco nas aves suplementadas com 1 e 3%. Constatou-se no
perfil bioquimico aos 14 dias alteracdes nos niveis de aspartatoaminotransferase (AST),
colesterol e triglicérides, e na analise de regressdo houve efeito linear para creatinina e
aspartatoaminotransferase (AST). Aos 36 dias de idade nos niveis de glicose, acido Urico,
aspartatoaminotransferase (AST), gama glutamiltransferase (GGT), proteinas totais e
globulinas, e na analise de regressdo houve efeito linear para proteinas totais e globulinas e
efeito quadratico para acido urico. Conclui-se que a inclusdo de 1% Curcuma longa na racéo
favorece o peso final, ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar, assim como
inibiu a colonizacdo intestinal de Salmonella Typhimurium, e preservou a integridade
intestinal. A inclusdo de 1% também alterou o perfil bioquimico com reducdo nos niveis de
colesterol.

Palavras-chave: aves, desempenho, fitoterapicos, parametros sanguineos, salmoneloses
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ABSTRACT

It was aimed to evaluate the effects of different doses of Curcuma longa in Salmonella
Typhimurium control on performance, intestinal integrity, fecal excretion of Salmonella,
lymphocyte count in secondary lymphoid organs, histopathology, biochemical profile and
Salmonella research in organs of experimentally inoculated broilers. A total of 672 male
chicks were distributed in a completely randomized design, in a 4 x 2 factorial arrangement
(doses of Curcuma longa x inoculation with Salmonella Typhimurium), distributed in eight
treatments and six replications. The birds were orally inoculated, on the first day of age, with
0.5 ml of buffered saline solution containing 1.2 x 10* CFU/mL of Salmonella Typhimurium.
Treatment 1 consisted in the control group, with no addition of Curcuma longa and no
inoculation of Salmonella typhimurium; treatments 2, 3 and 4 consisted in the groups
receiving Curcuma longa at doses of 1%, 2% and 3% in the feed, respectively. Treatment 5 is
the group which received only Salmonella Typhimurium inoculation; treatments 6, 7 and 8
received Curcuma longa at doses of 1%, 2% and 3% in the feed, respectively, besides
inoculation of Salmonella typhimurium in the crop. It was noted statistical difference in
performance, with better results in birds supplemented with 1% of Curcuma longa, and not
inoculated with Salmonella Typhimurium, since the regression analysis of the final weight and
weight gain showed the best dose for the two variables was 0.82%. At 21 days old, the
regression showed a linear effect on weight gain and feed intake. At 35 days old, the
regression showed a quadratic effect for weight gain and feed intake. The dose of 1% turmeric
prevented intestinal colonization by Salmonella.Dosage and inoculation also influenced the
histomorphometry and the pH of the intestinal segments. It was found, at seven days,
Salmonella was isolated from the liver of birds in the control group and birds in the group
treated with 1% of Curcuma longa. Salmonella Typhimurium was not isolated in the spleen,
in any of the studied ages. At seven, 21 and 35 days old, birds orally inoculated with
Salmonella Typhimurium had higher lymphocyte counts in the spleen when compared to not
inoculated birds. There was no significant difference in histopathological evaluations of liver,
kidney, and cecal tonsils. At 21 days old, there was a higher frequency of mucous in the
duodenum of birds supplemented with 1 and 3% of turmeric. It was found in biochemical
profile, at 14 days old, changes in levels of aspartate aminotransferase (AST), cholesterol and
triglycerides, and regression analysis showed a linear effect for creatinine and aspartate
aminotransferase (AST). At 36 days old, in glucose levels, uric acid, aspartate
aminotransferase (AST), gamma glutamyl transferase (GGT), total protein and globulin,
regression analysis showed a linear effect for total protein and globulin, and quadratic effect
for uric acid. In conclusion, the inclusion of 1% of Curcuma longa in the feed improves the
final weight, weight gain, feed intake and feed conversion, as well as inhibited the intestinal
colonization of Salmonella Typhimurium and preserved intestinal integrity. The inclusion of
1% has also altered the biochemical profile, with a reduction in cholesterol levels.

Key-words: birds, blood parameters, performance, phytotherapy, salmonellosis
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da cadeia avicola ocorreu com maior intensidade nas ultimas
décadas, principalmente, pelos avancos genéticos e melhorias no manejo, que colaboraram
para producéo de aves mais pesadas em menor periodo de tempo 2. A alta eficiéncia se deve
também a aplicacdo de antimicrobianos melhoradores de desempenho (AMD), que reduzem
as infeccBes subclinicas e a mortalidade causada por infeccdes clinicas . Entretanto, a
exposi¢do continuada dos animais aos AMD pode potencialmente selecionar bactérias
resistentes na microbiota intestinal e serem incorporadas aos alimentos * dentre elas,
destacam-se as do género Salmonella, um enteropatdgeno responsavel por hospitalizacdes e
mortes em humanos a cada ano em todo o mundo.

Salmonella sp. inclui um grande numero de sorovares, alguns dos quais
apresentam predilecdo por um hospedeiro particular e causam doengas, enquanto outros
sobrevivem no hospedeiro, que passa a estado de portador e dissemina o patégeno no
ambiente °. Os sorovares da Salmonella podem ser encontrados no trato gastrintestinal de
praticamente todas as espécies animais, tanto domésticas como silvestres ° e ainda em plantas,
insetos e algas, aumentando as fontes de transmissdo do patégeno ’. Alguns sorovares da
Salmonella séo considerados potencialmente patogénicos, sendo que aqueles pertencentes a
espécie Salmonella enterica subesp. enterica sdo basicamente responsaveis pela quase
totalidade das enfermidades ®.

Pela provavel ocorréncia de resisténcia aos antimicrobianos e recomendacéo de
sua retirada da ragcdo como aditivo, estudos com novos produtos estdo sendo continuamente
desenvolvidos, como é o caso de produtos naturais, 0s quais apresentariam uma alternativa
para os ja existentes. Nesse sentido, destacam-se trabalhos que utilizam 0leos volateis, que
s30 misturas complexas de substancias nas quais 0s compostos terpénicos predominam °.

Os terpenos desempenham papel de protecdo na planta, com atividades
antibacteriana, fungicida, inseticida e também evitam ataques e infestacfes de insetos. A
natureza lipidica deles possibilita interagir com membranas bacterianas, e podem levar a
ruptura e ao extravasamento de componentes celulares, bem como alterar canais de potassio,
ocasionando a morte celular. No entanto, existem poucos estudos que utilizam produtos

derivados de plantas medicinais na melhoria do desempenho alimentar de animais
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monogastricos, incluindo suinos e frangos, e sobre a sua seguranga para a producdo de

alimento animal °.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fitogénicos

Durante décadas os antibioticos foram amplamente utilizados na producao
animal’®. Na década de 1940, houve grande expansdo da producéo avicola nos Estados
Unidos. Nesta época, ocorreu escassez de proteina animal para fabricacdo de ragdo, e ao
mesmo tempo ocorreu grande oferta de proteina de origem vegetal, sendo assim a proteina
vegetal substituiu a animal. No entanto, as proteinas de origem animal utilizadas continham
um fator desconhecido que estimulou o crescimento dos frangos. Foi entdo que alguns
pesquisadores isolaram a vitamina B12 pressupondo ser este o fator promotor, e sé mais tarde
perceberam que esse efeito ndo era da vitamina e sim de um antibio6tico produzido por certos
fungos presentes na ragdo **.

Os antibioticos promotores de crescimento agem principalmente no intestino
melhorando a eficiéncia alimentar **. Entretanto, com a proibicdo de muitos AMD na ragéo
de frangos de corte, véarias pesquisas vem sendo desenvolvidas com o objetivo de obter
alternativas eficientes, de modo a enfatizar em especial o uso de probidticos, prebioticos e
outras formas de reduzir os microrganismos patogénicos nas aves, como os aditivos
fitogénicos 2.

As propriedades das plantas medicinais e de seus extratos tem sido observada ha
vérios anos, e as tentativas de caracterizar suas propriedades datam de 1900 . A primeira
avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos de plantas foi realizado em 1881 *. Desde
a década 1990 tem sido estimulada a utilizacdo de plantas como melhoradores de desempenho
animal, com aumento nas vendas principalmente de 6leos essenciais para a Unido Europeia *°.

Os aditivos fitogénicos sdo compostos derivados de plantas que sdo adicionados a
dieta dos animais, visando melhorar a produtividade e a qualidade dos produtos *°. Sdo
produtos compostos de 6leos essenciais e/ou extratos vegetais utilizados nas racdes sem efeito
medicamentoso, seja pelo principio ativo ou dose utilizada *’. Os fitoterapicos compreendem
0s medicamentos que utilizam exclusivamente matérias—primas vegetais ativas e, que assim
como todo medicamento, deve existir a caracterizacdo da sua eficacia e risco de seu uso por
meio de estudos etnofarmacoldgicos, além de permitir a reprodutibilidade e controle de
qualidade®®.

O fator mais importante que contribuiu para o surgimento desse interesse no uso
de plantas na producdo animal € o rigor das legislagdes em torno dos aditivos convencionais,

como os antibiéticos, anticoccidianos, anti-helminticos *°. A legislacdo brasileira define
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critérios que recomendam a fiscalizacdo de todo produto e estabelecimento destinado a
alimentacdo animal através da Lei 6198 de 26/12/1974, regulamentada pelo Decreto 6296 de
11/12/2007, que “dispde sobre a Inspecdo ¢ a Fiscalizagdo Obrigatoria dos Produtos a
Alimentagdo Animal, e da outras providencias” 19.20

A Instrucdo Normativa n°13 de 30/11/2004 tem por objetivo estabelecer os
procedimentos basicos que devem ser adotados para avaliacdo de seguranca de uso, registro e
comercializacdo dos aditivos utilizados nos produtos destinados & alimentacdo animal 2.
Segundo a mesma, para ser considerado aditivo, o produto tem que ser indispensavel como
componente da racdo, influir positivamente nas caracteristicas dos produtos de origem animal,
“ser utilizado em quantidade estritamente necessdria a obtencdo do efeito desejado” e ser
autorizado e registrado no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento®.

Alguns termos sdo empregados para classificar a grande variedade de compostos
fitogénicos, principalmente referindo-se a origem ou processamento, tais como ervas (produto
de floracéo), especiarias (ervas com cheiro e sabor intensos, comumente usados na culinaria),
oOleos essenciais (compostos volateis lipofilicos) e oleorresinas (extratos obtidos por solventes
ndo aquosos). Os compostos quimicos estdo diretamente relacionados com suas propriedades
bioldgicas, sendo que o acafrdo da india pertence ao género Curcuma longa, e tem como
principio ativo principal a cucumina que possui atividade antioxidade, anti-inflamatorio,
auxilia na reducdo de colesterol e no aumento da secregédo biliar, indutor de apoptose de
células defeituosas 2"

Dentro do grupo dos aditivos fitogénicos, o teor de substancias ativas pode variar
amplamente, dependendo da parte da planta utilizada (semente, folha, raiz, casca), estagéo /do
ano (incidéncia de raios ultra violeta), tipo de solo, ciclo vegetativo, época de colheita,
origem geografica e técnica de extracéo ** *°.

As propriedades antimicrobianas dos fitogénicos sdo determinadas por suas
caracteristicas fisico-quimicas, como pH, solubilidade, pKa e polaridade %. Devido & grande
variedade de compostos quimicos, a sua capacidade antimicrobiana ndo é atribuida somente a
um mecanismo especifico, mas a vérios alvos dentro da célula . Aditivos fitogénicos tem
acao direta no intestino dos animais alimentados com ragdes contendo esse tipo de composto.
Estas substancias controlam o crescimento de microrganismos patogénicos, pois estimulam a
producdo de muco intestinal o que dificulta a aderéncia das bactérias na mucosa® 2.

Em estudo conduzido por Wiest et al. % foi verificada a atividade de inibicdo

bacteriana e a intensidade de atividade de inativacdo bacteriana in vitro frente a Salmonella
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sp. de 86 plantas de uso medicinal ou condimentar encontradas na regido de Porto Alegre —
RS. Das plantas testadas, 50 apresentaram alguma atividade seletiva contra a bactéria.

Embora existam muitos resultados realizados in vitro, resultados avaliados in vivo
sdo limitados '°. Para garantir a utilizagdo adequada, deve ser consenso entre a comunidade
cientifica a preocupacdo com a qualidade, padronizacdo, realizacdo de ensaios clinicos e
verificacdo da eficacia 2.

Cravotto et al. 2’ fizeram uma revisdo sobre a utilizacdo de extratos vegetais e
identificaram os principais métodos de estudos das plantas que estdo sendo comercializados
nos paises ocidentais. Os autores relataram que mais de 50% destes extratos avaliados, foram
realizados ensaios in vitro e in vivo para verificacdo da eficécia e validacdo; 20,8% s&o de
estudos fotoquimicos; 15,7% sdo ensaios clinicos; 12,1% nao estdo disponiveis e 0,5% com
plantas toxicas.

A variacao nos resultados de eficiéncia dos 6leos essenciais na producdo animal
deve-se principalmente aos seguintes fatores: composicdo da racdo (ingredientes menos
digeriveis), nivel de ingestdo da dieta, padrdo de higiene e condi¢cdes ambientais. Entre outros
fatores que poderiam influenciar os resultados de experimentos realizados in vivo séo citados:
época e método de colheita, estado de maturacdo da planta, método de conservacao, tempo de
armazenamento e possivel efeito sinérgico ou antagonico dos compostos bioativos 2.

Entre os fitoterdpicos estudados estd a Curcuma longa (Zingiberacea) € uma
planta herbacea, perene e de pequeno porte, origindria do sudeste asidtico e conhecida
popularmente como acafrdo. Muitas espécies de Curcuma tém sido utilizadas pelo homem nos
ultimos 6000 anos com fins socio-religioso e medicinais, além de ser empregada como

I 29, 30, 31

especiaria, tempero e corante natura . Introduzida no Brasil por volta de 1980, a

circuma teve boa adaptacdo, sendo cultivada principalmente nos estados de Goias, Minas
Gerais, Mato Grosso e S&o Paulo. A produtividade média nacional é de 12 ton/ha 3 %,

O municipio de Mara Rosa em Goias é considerado a capital do acafrdo por
responder por cerca de 90% da producdo goiana sendo realizada principalmente por pequenos
agricultores familiares que obtém sua renda parcial ou total, proveniente do cultivo do
a(;afréo33. Tém-se relatos de que 80% da producdo mundial de curcuma esta na india (14
ton/hd), sendo, o maior exportador mundial **.

E constituida pelo rizoma, que recém-cortado apresenta odor agradavel, sabor
picante e ligeiramente amargo. Seu principal constituinte quimico é o 6leo volatil, composto
por monoterpenos e sesquiterpenos. As principais atividades farmacologicas atribuidas a essa

espécie vegetal sdo antiinflamatoria, antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante,
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imunoestimulante, hepatoprotetora e atividades anticancerigenas > **. A curcumina também
exibe atividades nefroprotetor, suprime trombose, protege contra infarto do miocérdio, e tem
propriedades anti-reumaticos e hipoglicémico **. A qualidade dos rizomas é caracterizada e
avaliada pela presenca do corante curcumina e dos 6leos essenciais *. E quimicamente
variavel e até o ano de 2014, cerca de 235 compostos, principalmente compostos fenolicos e
terpenoides, foram identificados *.

Wahlstron et al. %

, em um estudo com ratos observaram que quando administrada
a dose de 1g/Kg p.v. a curcumina foi excretada em grande quantidade nas fezes (cerca de
75%), enquanto que quantidades insignificantes de curcumina foram encontradas na urina.
Lao et al. * também constataram em humanos que receberam 12g/ dia de cdrcuma na
alimentacdo apresentardo fezes mais amarelas.

Apesar da sua eficacia e seguranca, a curcumina ainda ndo foi aprovada como um
agente terapéutico. Tem solubilidade aquosa fraca, biodisponibilidade relativamente baixa e
intensa coloragdo apontados como seus principais problemas * 4% 4142 43 * A curcumina tem
sido proposta como potencial candidata ao tratamento de vérias doencas. Estruturalmente,
consiste em uma molécula de dibenzoil-metano (1,7bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5diona) e dois grupos metoxila (OCH3) *.

A curcumina é um polifenol hidrofébico, praticamente insolivel em agua o que
limita ndo apenas a sua solubilidade/dispersdo, mas também a sua biodisponibilidade.
Curcumina é estavel em pH &cido (pH= 3,0 - 6,5), instavel em pH neutro ou alcalino, devido
a répida degradacdo hidrolitica ** ** **. Os curcumindides s&o um grupo de compostos
fendlicos  compostos  principalmente  de  curcumina,  desmetoxicurcumina e
bisdemetoxicurcumina, que sio amplamente utilizados na medicina e culinaria*®.

Alguns estudos vém demonstrando os efeitos benéficos dos curcumindides
derivados da Curcuma longa L. no tratamento de vérias patologias " “® 49 %0 37, 5L 52, 33
Possuem ainda, propriedades anti-inflamatérias, antioxidante, antibacteriana e
antiparasitéria54' 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61.

Samarasinghe et al. ®* relataram que aves suplementadas com niveis de 0,2% a
0,3% de acafréo na racdo tiveram maior ganho de peso. De acordo com os estudos de Al-
Jaleel ®® dosagens menores que 2% incorporadas & racdo propiciam a acdo de Seus
componentes ativos com a atividade antioxidante, o que estimularia a sintese proteica pela
ave, os autores também relataram que quando suplementou os frangos de corte com de 0,5%,

1,0% e 1,5% de acafrdo na dieta estes tiveram maior conversdo alimentar.
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Outro trabalho que verificou a¢do positiva da Curcuma longa na satde das aves foi
desenvolvido por Abbas et al. ®, que utilizaram 1, 2 e 3% de inclusdo de ctrcuma como
promotor de crescimento e observaram melhor consumo de racdo, ganho de peso e acédo
anticoccidiana nas aves que receberam 3% de ctrcuma. Também Abdel-Rahman et al. ®, em
um estudo realizado para determinar o efeito da mistura de ervas (feno-grego & curcumina)
observaram melhor nas aves que receberam a mistura em comparagdo as aves que n&o
receberam (tratamento controle).

Lorenzi e Matos

relatam que a cdrcuma na racdo é habil em impedir a
colonizagdo intestinal da bactéria inoculada, indicando que a curcumina a 1% é capaz de
expressar suas atividades antimicrobianas, promovendo um desequilibrio na populagdo de
bactérias componentes da microbiota e principalmente contra as bactérias inoculadas.

Estudos de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de curcumina sugerem
este composto tem metabolismo rapido, o que tem sido apontado como a causa da baixa
biodisponibilidade na circulacéo sistémica °” ®. Por isso, uma variedade de estratégias e
sistemas de distribuicdo tém sido desenvolvidos para melhorar a biodisponibilidade e eficacia
terapéutica da curcumina, incluindo lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas
lipidicas sélidas, ciclodextrinas, nanoemulses, entre outros > .

Gobbo-Neto e Lopes ° em sua revisdo descreve que a variacdo de resultados
obtidos em estudos com Curcuma longa em desempenho de frangos de corte podem ser
explicada pela variabilidade na quantidade de fitoquimicos na planta, ja que fatores como a
idade e estagio de desenvolvimento da planta, bem como a época em que foi realizada a
colheita, temperatura, disponibilidade de agua, radiacdo UV, nutrientes no solo, altitude e
composi¢cdo atmosféricas influenciam diretamente sobre as propor¢des relativas destes

compostos na planta.

2.2. Salmonella sp

As primeiras informacg6es sobre a histdria das salmonelas sdo de 1885, feito por
Daniel Elmer Salmon. As bactérias do género Salmonella sdo pertencentes a familia das
Enterobacteriaceae e caracterizam-se por serem bastonetes curtos, Gram-negativos,
anaerdbios facultativos, sem cépsula, ndo formadores de esporos imével ou moével com
flagelos peritriquios. Mesofilos capazes de crescerem entre, 5°C — 45°C, apresentando

temperatura 6tima de crescimento de 37°C. Crescem em pH entre 4 — 9, sendo 7 o pH ideal.
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Sdo microrganismos fermentadores de L-rhamnose, L-arabinose, D-sorbitol, D-manitol, D-
manose, D-xilose, maltose e trealose, porém, ndo fermentam lactose e sacarose .

As bactérias deste género se dividem em duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori, sendo os sorovares identificados de acordo com os antigenos somaticos
“O” e flagelares “H”. Salmonella bongori possui 22 sorovares, e Salmonella entérica possui
2.637 sorovares distribuidos em seis subespécies: Salmonella enterica subespécie entérica
(1586), Salmonella enterica subespécie salamae (522), Salmonella enterica subespécie
arizonae (102), Salmonella enterica subespécie diarizonae (338), Salmonella enterica
subespécie houtenae (76) e Salmonella enterica subespécie indica (13) 2.

As espécies e subespécies de Salmonella sdo fenotipicamente classificadas de
acordo com diferentes testes de crescimento bacteriano e diferenciacdo bioquimica, enquanto
sorovares ou sorotipos sdo classificados com base no esquema de Kaufmann - White.
Primeiramente, é determinado o antigeno "O", que é baseado em polissacarideos que estdo
associados com lipopolissacarideos (LPS). Os diferentes antigenos "O" sdo expressos em
nimeros. Em seguida, ¢ expresso o antigeno — “H”, que ¢ determinado com base nas
proteinas flagelares. As salmonelas podem mudar de fase e se diferem por cepas monofasicas
(com uma fase) ou cepas bifasicas (com duas fases) e, ainda, em fendtipos moéveis ou imoveis.
Os antigenos flagelares sdo representados com a combinacdo de letras e nimeros. Cepas
patogénicas de Salmonella Typhi e algumas cepas de Salmonella Dublin contém o
antigeno—Vil (Vi viruléncia) que se relaciona com a presenca de uma cépsula proteica »

Esses microrganismos também podem ser classificados de acordo com a
especificidade do hospedeiro: a) altamente adaptadas ao homem, Salmonella Typhi e
Salmonella Paratyphi A, B e C agentes da febre entérica; b) altamente adaptadas aos animais,
Salmonella Dublin (bovinos), Salmonella Choleraesuis e Salmonella Typhisuis (suinos) e
Salmonella Pullorum (aves) e Salmonella Gallinarum (aves) causadoras da pulorose e tifo
aviario; c¢) salmonelas zoondticas que incluem sorovares ubiquos que afetam homens e
animais. Estas Gltimas sdo normalmente isoladas de animais domésticos e silvestres e podem
causar os quadros de toxinfeccdes alimentares ™.

Beal et al. ", relatam que em um estudo onde desafiaram as aves na primeira,
terceira e sexta semana de vida com Salmonella Typhimurium que as aves demonstraram
uma menor persisténcia da infeccdo e o desenvolvimento da imunidade foi mais efetivo nas
aves que foram desafiadas mais velhas.

No grupo das Salmonellas zoonéticas, Terzolo™ relata que os sorovares

Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium s&o especificos de roedores e que com 0
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passar do tempo estes microrganismos foram evoluindo e, atualmente, diferentes espécies de
animais, inclusive o homem, sdo susceptiveis a infeccdo. No entanto, os humanos e 0s
roedores sdo 0s mais acometidos. Estes sorovares podem permanecer no trato gastro intestinal
ate 0 periodo do abate, e podem promover a contaminacdo de carcaca de animais de
producéo’*.

Um dos grandes desafios da industria avicola é o controle da salmonela, pois sua
infeccdo pode ocasionar restricdes ao comércio dos seus produtos, pelas implicacbes em
salde publica, e grandes prejuizos financeiros devido a alta mortalidade, ao alto custo com
medicacdo, a queda na producédo de ovos, a baixa qualidade dos pintos e ao custo elevado das
medidas de erradicacdo e controle .

Borsoi '’

relata que no momento do abate de frangos, Salmonella podem
contaminar as carcacas e essa condicdo representa uma ameaca para a saide humana, além de
relatar uma reducdo da absorcao intestinal de nutrientes na presenca de enteropatdgenos, além
de aumentar os custos energéticos empregados na recuperacdo dos tecidos destruidos.

Pulido-Landinez et al. "

avaliaram a diversidade dos sorotipos de salmonela em
aves no sul do Brasil e os sorotipos identificados que predominaram foram o Heidelberg

(40,6%), Enteritidis (34,2%), Hadar (8,4%) e Typhimurium (3,9%).

2.3. Integridade intestinal

A evolucdo da avicultura brasileira proporcionou ao frango de corte uma genética
superior, que seleciona melhor desempenho com maior ganho de peso e melhor conversao
alimentar. Essa melhora na utilizacdo de nutrientes se deve as maiores sec¢des do intestino,
permitindo aumento da absorcdo de nutriente .

Um intestino saudavel capacita a ave a atender as necessidades de digestdo,
absorcdo de nutrientes e de defesa. O intestino das aves é dividido em intestino delgado e
grosso, sendo o intestino delgado a porcdo mais longa e tem a funcdo de realizar a digestdo
final dos alimentos e a absorcdo dos nutrientes. O intestino delgado constitui-se de duodeno,
jejuno e fleo, e o intestino grosso de ceco, colén e cloaca & 8.

O epitelio intestinal funciona como uma barreira dinamica, e mantém regulada a
absorcdo de nutrientes e agua, sendo o intestino a mais importante via de entrada para
substancias estranhas. Os trés segmentos se diferem quanto a espessura das paredes, devido

as diferencas de profundidade das criptas e altura e forma dos vilos, que sdo pregas
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microscopicas, com funcdo de aumentar a superficie interna do 6rgéo, e assim a digestéo e
absorcéo 2.

82

Lu et al. *, relatam que diversos fatores podem alterar o pH e a microbiota

intestinal, tais como a idade, administracdo de antimicrobianos como também infeccéo por

microrganismos patogénicos. Huang te al. %

relataram que valores reduzidos de pH podem
ocorrer devido a maior fermentacéo intestinal provocada por Salmonella através da producéo
de &cidos graxos volateis.

O intestino das aves se divide em quatro diferentes camadas denominadas de
mucosa, submucosa, muscular e serosa ®. A mucosa é o elemento funcional do intestino
delgado, que pode ser caracterizada como uma camada permeével a nutrientes e barreira

& o desenvolvimento da mucosa

contra compostos nocivos . Segundo Maiorka et al.
intestinal consiste no aumento da altura e densidade dos vilos, 0 que corresponde a um
aumento em numeros de células epiteliais (enterdcitos, células caliciformes e
enteroenddcrinas).

Alguns autores relatam aumento na densidade das células caliciformes, reduzindo
a area de superficie das vilosidades, aumentou a incidéncia de esfoliacdo do epitélio, e
aumentou da incidéncia de afluxo heterdfilo para a lamina propria quando os frangos
passaram por uma infec¢do por Salmonella Typhimurium. Explicando que os impactos de
uma infecgdo por Salmonella Typhimurium exercem mudangas morfolégicas no intestino de
pintos de corte ¥,

Amit-Romach et al. &

, em estudo com ratos relataram que o aumento na producéo
de muco dificulta a adesdo e proliferacdo de bactérias patogénicas. Bona et al ®, observaram
em um estudo com frangos de corte maior produgcdo de muco no intestino no grupo de
animais que foram tratados com composto vegetal.

O desenvolvimento e manutencdo da mucosa ocorrem devido a eventos
citologicos que sdo: a perda das células (extrusdo que ocorrem na ponta da vilosidade) e a
renovacdo celular (proliferacdo e diferenciacdo de células localizadas na cripta e na
vilosidade). Esses eventos sdo constantes e levam a manutencdo do tamanho e densidade dos
vilos, 0 que mantém a capacidade digestiva e de absorcéo do intestino ®'. Segundo Loddi %09
equilibrio entre esses dois processos determinam um turnover (sintese- migracao- extrusao)
constante, ou seja, a manutencdo do tamanho dos vilos e, portanto, a manutencdo da
capacidade digestiva e de absorcédo intestinal. O tempo que o enterdcito leva para migrar da

base até o apice das vilosidades aumenta com a idade da ave % .
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Conforme descrito por Abdel-Rahman et al. ®

, em um estudo realizado para
determinar o efeito da mistura de ervas (feno-grego e curcumina), observaram maior
profundidade de criptas nas aves que receberam a mistura de ervas composta por circuma em
po e feno-grego em comparacdo as aves que ndo receberam (tratamento controle), o que
indica na profundidade de cripta a tentativa do organismo em recuperar a estrutura do vilo.

O desenvolvimento da mucosa intestinal depende tanto de fatores end6genos
como exogenos. A mucosa do intestino tem crescimento continuo e é afetada ndo somente por
horménios metabdlicos, mas também por outros fatores relacionados com o alimento, como
caracteristicas fisicas e quimicas dos nutrientes e microbiota intestinal ** %.

Estudos com frangos de corte revelaram que uma menor relagéo vilo:cripta pode
indicar a presenca de vilosidades destruidas e maior proliferacdo celular nas criptas,
resultantes da tentativa de restaurar o epitélio intestinal danificado, na ocorréncia de desafios

microbioldgicos no intestino % %

2.4. Bioquimica sanguinea

A avaliacdo dos pardmetros bioquimicos séricos é ferramenta fundamental para a
deteccdo precoce de doencas em aves, sendo que, mesmo sem a manifestacdo de sinais
clinicos, podem ocorrer alteracdes sanguineas que fornecerdo ao clinico uma via para
instaurar o tratamento precocemente. Além disso, essas avaliagdes também permitem estimar
0 estado de saude de populac@es, pois € um reflexo das condi¢des do ambiente, da nutrigdo,
clima e manejo .

Cada célula do organismo possui funcdo especifica e contém enzimas para tal e,
em algumas situacOes, essas enzimas sdo especificas de certo tipo celular, mas por vezes
podem ser encontradas em grande variedade de tecidos. Em geral, a especificidade e
sensibilidade dos valores de atividade enzimatica nas aves podem variar por espécie em
decorréncia das diferencas entre distribuicdo das enzimas nos érgdos. A distribuicdo das
enzimas pode mudar conforme o érgédo e a espécie e sdo produzidas em diferentes partes da
célula. E importante lembrar que valores elevados de enzimas normalmente d&o ideia do grau
de lesdo do 6rgéo de onde provem e n&o da diminuicdo na funcéo deste 6rgdo %.

A elevacdo na atividade das enzimas depende de fatores como a taxa de liberacao,
de producéo e de eliminagdo no plasma e da quantidade de cada uma dentro dos tecidos. Uma
alteracdo celular pode gerar a liberacdo dessas enzimas, que podem ser mensuradas no soro

sanguineo, e o conhecimento destas caracteristicas auxilia o diagnéstico *°. Dentre as enzimas
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que normalmente estdo no citoplasma e auxiliam na avaligdo da fungdo hepéatica podemos
citar: aspartato aminotransferase (AST) e gama glutamil transferase (GGT).

O aspartato aminotransferase (AST) pertence ao grupo de enzimas que catalizam a
conversdo de aminoacidos em oxiacidos pela transferéncia de grupos amino. Esta cascata é
realizada por vérias enzimas, sendo o AST de grande relevancia. Ao contrério do que ocorre
em alguns mamiferos, nas aves a AST ndo é hepatoespecifica, podendo ser encontrada em
diversos tecidos *® como rins, figado e musculatura . Mas mesmo assim, em caso de
suspeitas de lesdo hepatica, a alteracdo dos valores pode auxiliar no diagnéstico **. Ja a
atividade da GGT no figado é muito baixa '®° e sua dosagem nao é um teste sensivel para aves
por ndo se encontrar elevada em doencas hepaticas nem renais, apesar de possuir atividade
nesses tecidos 1,

Além disso a capacidade funcional do 6rgdo envolve processos metaboélicos pelos
quais os animais obtém a energia quimica contida nos alimentos. Este processo engloba um
conjunto de mecanismos bioquimicos que acontecem desde 0 momento da ingestdo, durante a
utilizacdo e até a excrecdo de produtos derivados. Estes processos bioquimicos tém sido
divididos em funcdo do metabolismo dos trés constituintes principais dos alimentos:
carboidratos, protefnas e lipidios **. A mensuracdo dos produtos derivados destes processos

105" nor isso os testes s&o

definird o perfil metabdlico de cada individuo ou espécie
direcionados para produtos de metabolismo final, como proteinas plasmaticas (albuminas e
globulinas), proteinas totais, acido Urico, colesterol, creatinina, glicose e triglicérides. Sendo o
acido urico, ureia e creatinina mais utilizados para avaliacdo da funcéo renal no animal.

O acido Urico é o composto nitrogenado excretado em maior quantidade nas aves
e sua sintese ocorre no figado e parcialmente nos rins ‘. Um estudo com aves silvestres
demonstrou que animais jovens apresentavam valores mais elevados de acido Urico, tendo
sido correlacionado com a dieta rica em proteinas oferecida a esse grupo de animais %, Os
valores de normalidade do acido Urico variam de acordo com uma série de fatores como
idade, sexo, espécie, dieta, entre outros. Os valores em animais jovens sao menores do que em
animais adultos '° e apesar de ser bastante utilizado, valores dentro da normalidade néo
garantem a integridade do 6rgéo.

A creatinina € formada a partir da condensacgéo e da desidratacdo espontanea da
creatina do tecido muscular. Em aves a creatina & excretada pelos rins antes da sua
transformacdo em creatinina e € por isso que sua avaliagdo nédo resulta em dados confidveis de
funcéo renal 108 ' Alguns autores afirmam que a creatinina ndo possui valor diagndstico nas

aves e ainda que alteracdes na sua concentracdo ndo sdo indicativas de doencas renais '%°. As
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concentragcdes de creatinina sdo diretamente proporcionais a massa muscular e reduzem os
valores com a idade '%°.

As proteinas totais podem ser medidas tanto no plasma quanto no soro. A maior
parte das proteinas plasmaticas, com excecao das proteinas hormonais e imunoglobulinas, séo
produzidas pelo figado. As proteinas totais tém valor diagndstico em doencas gastrointestinas,
renais e hepéticas, entretanto estardo alteradas em doencas infecciosas que gerem estimulacéo
antigénica. Quanto maior o valor do hematdcrito, menor serd o valor de proteinas totais, e
esse mecanismo € 0 que permite que animais com alto hematocrito mantenham sua

viscosidade sanguinea dentro da normalidade *°.

Segundo Melillo**

as proteinas sdo responsaveis pelo efeito osmético coloidal
necessario para manter o volume de sangue; pela preservacdo do pH sanguineo, auxiliando
no tamponamento; pelo transporte de horménios e farmacos; e pela coagulacdo do sangue.
Por outro lado, alguns tipos de proteinas estdo envolvidos em processos inflamatorios e
imunes.

De acordo com Emadi et al *?

, em um estudo para avaliar o efeito da Curcuma
(rizoma em pd) em frangos de corte suplementados com 0,00, 0,25, 0,50 e 0,75% de
curcuma, ndo observaram diferenca para 0s niveis de proteinas totais aos 35 e 42 dias de
idade.

As proteinas plasmaticas sdo agrupadas em duas categorias: albumina e
globulinas. Nas aves a maior fracao proteica (40-60%) é a albumina que € sintetizada 100%
no figado, por isso sua medicéo pode ser uma ajuda complementar no diagndéstico das doencas
hepéticas. Os niveis normais variam de 16 a 20 g/L. A albumina transporta anions, cations,
acidos graxos, hormonios; consequentemente, a hipoalbuminemia também afeta as

concentracdes destes compostos 1% 114 102

, N0 entanto ndo se observa hipoalbuminemia ate
que ocorra perda de 60 a 80 % da funcéo hepatica .

Embora a maioria das globulinas seja sintetizada nos tecido do sistema imune, a
insuficiéncia hepética pode resultar em sua menor sintese e, portanto, em menor concentragdo
sérica de globulinas. Geralmente, o teor sérico de globulina ndo diminui tanto quanto a
concentracdo de albumina, em insuficiéncia hepatica € comum se notar menor proporgéo de
albumina:globulina 1%,

O colesterol € o lipideo mais comum nos tecidos corporais e atua como precursor
na sintese de horménios esteroides e de sais biliares. E eliminado na forma de &cidos biliares e
0 aumento das concentragdes pode ser por causa de obstrucao biliar extra-hepética, fibrose

hepatica, hiperplasia do ducto biliar e por dieta rica em gordura. Também é componente
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estrutural das membranas celulares e as bainhas de mielina *°.

A diminuicdo pode estar
associada a insuficiéncia hepatica em fase terminal, m& digestdo ou méa absorcéo, e fome. Em
aves, 0 colesterol também pode ser afetado pela hereditariedade, nutricdo, pelo sexo, pela
idade e pelas condi¢cbes ambientais. A concentracdo plasmatica normal na maioria das
espécies de aves varia de 100 a 250 mg/ gL 1% 1169,

Emadi et al. 1*?

, que em um estudo para avaliar o efeito da Curcuma (rizoma em
po) em frangos de corte suplementados com 0,00, 0,25, 0,50 e 0,75% de curcuma nao
constataram diferencas para os niveis de colesterol aos 21 dias de idade. No entanto Silva et
al. ', em um estudo avaliando dois corantes naturais norbixina (20mg) e cdrcuma (20mg),
observaram que ambos provocaram reducdes significativas nos niveis de colesterol total,
embora os melhores resultados foram observados no grupo tratado com curcuma, cujas
percentagens de reducdo foram de 28% aos 21 dias e de 57% aos 28 dias de idade, o que
demonstram o efeito hipocolesterolémico dos corantes naturais.

Os triglicerideos sdo sintetizados na mucosa intestinal e figado a partir de
componentes da digestdo das gorduras. Os valores de triglicerideos variam com uma série de
fatores como sexo, clima e influéncia hormonal *,

117

Silva et al. ', avaliando frangos de corte suplementados com cdrcuma

observaram uma reducdo de 92% nos niveis de triglicérides nas aves suplementadas. Contudo

Emadi et al. **?

, ndo observaram o efeito da Carcuma (rizoma em pd) em frangos de corte
suplementados com 0,00, 0,25, 0,50 e 0,75% na dieta, para os niveis de triglicérides aos 35 e
42 dias de idade.

A concentracdo sanguinea de glicose de aves sadias varia de 200 a 500 mg/dL. Os
teores normais de glicose sdao mantidos por glicogendlise hepatica durante periodos curtos de
jejum. Periodos prolongados de jejum em aves sadias ndo diminuem a utilizacdo de glicose.
Durante o jejum, a perda de energia estd relacionada com a deplecdo de gorduras e
mobilizacdo de proteinas, resultando em perda de peso, que pode ser observada pela reducdo

da massa muscular peitoral *%.
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3 OBJETIVO

Devido a presenca de compostos terpénicos no 6leo volatil da Curcuma longa e
pelos poucos estudos sobre o desempenho e seguranga do uso de plantas medicinais em
frangos, esse estudo teve como proposito avaliar o efeito de diferentes concentracdes
Curcuma longa como um melhorador de desempenho, assim como verificar seus efeitos sobre
0 trato gastrintestinal e nos pardmetros sanguineos de frangos inoculados com Salmonella

Typhimurium.
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CAPITULO 2 - EFEITOS DO ACAFRAO (CURCUMA LONGA L.) NA SAUDE
INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE
COM SALMONELLA TYPHIMURIUM

RESUMO: Objetivou-se com esse estudo investigar os efeitos da suplementacdo de niveis
crescentes Curcuma longa sobre o desempenho, integridade intestinal e capacidade de inibir a
colonizacdo intestinal de frangos inoculados experimentalmente com Salmonella
Typhimurium. Foram utilizados 672 pintos, machos, de um dia de idade distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x2 (doses Curcuma longa X
inoculacdo com Salmonella Typhimurium), divididos em oito tratamentos e seis repetigdes.
As aves foram inoculadas, via oral, no primeiro dia de idade com 0,5 mL de solucdo salina
tamponada contendo 1,2 x 10° UFC/mL de Salmonella Typhimurium. O tratamento 1
constituiu o grupo controle, que ndo recebeu Curcuma longa e Salmonella Typhimurium; os
tratamentos 2, 3 e 4 constituiram os grupos que receberam Curcuma longa nas doses de 1%,
2% e 3% na racdo, respectivamente. O tratamento 5 constitui 0 grupo que recebeu somente
Salmonella Typhimurium; os tratamentos 6, 7 e 8 receberam Curcuma longa nas doses de
1%, 2% e 3% na racdo, mais Salmonella Typhimurium via inglavio, respectivamente. Foram
realizadas analises de desempenho, exames histomorfométricos do intestino delgado, pH e
pesquisa de Salmonella. Observou-se que houve diferenca no desempenho, com melhores
resultados nas aves suplementadas com 1% de Curcuma longa, e ndo foram inoculadas com
Salmonella Typhimurium, na andlise de regressdo do peso final e para ganho demonstraram
que a melhor dose para as duas variaveis foi de 0,82%. Aos 21 dias na regressdo houve efeito
linear para ganho de peso e consumo de racdo, demonstrando que quanto maior a dose menor
foi o peso final e 0 ganho de peso. Aos 35 dias na regressdao houve efeito quadratico para
ganho de peso e consumo de racdo, demonstrando que a melhor dose para as duas variaveis
foi de 1,11% A dose de 1.0% de cdrcuma impediu a colonizacgdo intestinal por Salmonella.
Também as doses e a inoculagdo influenciaram na histomorfometria e no pH dos segmentos
intestinais. Conclui-se que o nivel de inclusdo de 1% Curcuma longa na ragédo favorece 0 peso
final, ganho de peso, consumo de ragdo e conversdo alimentar, assim como inibiu a
colonizacdo intestinal de Salmonella Typhimurium, e preservou a integridade intestinal.

Palavras-Chave: aves, desempenho, histomorfometria, pH
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CHAPTER 2 - EFFECTS OF SAFFRON ( CURCUMA LONGA L. ) ON THE
INTESTINAL HEALTH OF BROILERS EXPERIMENTALLY INOCULATED WITH
SALMONELLA TYPHIMURIUM

ABSTRACT: It was aimed, with this study, to investigate the effects of supplementation with
increasing levels of Curcuma longa on performance, intestinal integrity and ability to inhibit
the intestinal colonization of broilers experimentally inoculated with Salmonella
Typhimurium. A total of 672 day-old male chicks were distributed in a completely
randomized design in a 4 x 2 factorial arrangement (doses of Curcuma longa x inoculation
with Salmonella Typhimurium), divided into eight treatments and six replications. The day-
old birds were orally inoculated with 0.5 ml of buffered saline solution containing 1.2 x 104
CFU/mL of Salmonella Typhimurium. Treatment 1 consisted in the control group, with no
addition of Curcuma longa and no inoculation of Salmonella typhimurium; treatments 2, 3
and 4 consisted in the groups receiving Curcuma longa at doses of 1%, 2% and 3% in the
feed, respectively. Treatment 5 is the group which received only Salmonella Typhimurium
inoculation; treatments 6, 7 and 8 received Curcuma longa at doses of 1%, 2% and 3% in the
feed, respectively, besides inoculation of Salmonella typhimurium in the crop. There were
analyzed the performance, morphometric examination of the small intestine, pH and
Salmonella research. It was observed differences in performance, with better results in birds
supplemented with 1% Curcuma longa and not inoculated with Salmonella typhimurium,
since the regression analysis of the final weight and weight gain have shown the best dose for
the two variables was 0.82%. At 21 days old, the regression showed a linear effect on weight
gain and feed intake, demonstrating the higher dose, the lowest weight and the final weight
gain. At 35 days old, in regression there was a quadratic effect for weight gain and feed
intake, demonstrating the best dose for the two variables was 1.11%. A dose of 1.0% of
turmeric prevented intestinal colonization by Salmonella. Dosage and inoculation also
influenced the histomorphometry and the pH of the intestinal segments. In conclusion, the
inclusion of 1% of Curcuma longa in the feed improves the final weight, weight gain, feed
intake and feed conversion, as well as inhibited the intestinal colonization of Salmonella
Typhimurium and preserved intestinal integrity.

Key-words: birds, histomorphometry, performance, pH
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INTRODUCAO

Os antimicrobianos moduladores de crescimento séo aditivos utilizados na ragédo
de animais para obtencdo de melhores indices zootécnicos, ou seja, para aumentar o ganho de
peso, melhorar a conversao alimentar e também auxiliar no controle de agentes patogénicos
no trato gastrointestinal. Mesmo assim, para alguns mercados consumidores, principalmente
os da Unido Europeia, o uso destes produtos ndo é recomendado®. Diante deste cenario, a
utilizacdo de antibioticos como melhoradores de crescimento tem levado os pesquisadores e
0s empreséarios a uma busca de aditivos alternativos, 0s quais potencialmente possuem
propriedades antimicrobianas e possibilitam a producéo de alimentos seguros e de qualidade.

Dentre os aditivos alternativos que tém sido utilizados para substituirem os
antibidticos moduladores de crescimento situam-se os compostos fitogénicos. Curcuma longa
(Zingiberacea) tem sido estudada ao longo dos anos e se trata de uma planta constituida por
rizoma que possui como principal constituinte quimico o 6leo volatil, composto por
monoterpenos e sesquiterpenos. Estes terpenos possuem atividades farmacoldgicas, tais como
antiinflamatéria, antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante, imunoestimulante e

hepatoprotetora % 3 *

, com potencial acdo de substituir os promotores de crescimento em
racdes para frangos de corte.

Alguns estudos relatam que os aditivos fitogénicos promovem uma modulagéo
benéfica da microbiota intestinal, promovendo efeito tréfico sobre a mucosa intestinal, além
de estimulos imunomoduladores, resultando em melhor digestdo, absorcdo de nutrientes e
assim melhor desempenho animal sem nenhum risco ao consumidor > °. Pesquisas com esses
produtos tornam-se cada fez mais importantes, uma vez que perdas de produtividade, aumento
da mortalidade e da contaminacao dos produtos avicolas podem ser resultantes da proliferacdo
de enteropatégenos no intestino .

O intestino possui grande diversidade de bactérias que influenciam diretamente o
seu hospedeiro °. A microbiota intestinal proporciona efeitos benéficos, tais como a promogéo
da maturacdo e integridade intestinal, acdo antagbnica contra patégenos pela exclusdo
competitiva e atuacdo na imunomodulacdo, sendo de grande importancia a regulacdo da
fisiologia da microbiota, uma vez que ela pode prevenir os possiveis efeitos patoldgicos de
bactérias indesejaveis *°.

Neste contexto, situam-se bactérias do género Salmonella que apresentam grande
complexidade epidemioldgica, por estarem amplamente difundidas na natureza, por

apresentar uma diversidade de sorotipos capazes de infectar diferentes espécies de animais,
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inclusive o homem ** 2 Salmonella Typhimurium, sorotipo apontado como zoondtico,
merece destaque por ser patogénica para 0 homem, o qual pode se infectar pelo consumo de
carne e ovos contaminados ** 4,

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com os objetivos de avaliar o0s
efeitos da Curcuma longa (Zingiberacea) sobre o desempenho, integridade intestinal e
capacidade de inibir a colonizagéo intestinal de frangos inoculados experimentalmente com

Salmonella Typhimurium via inglavio.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Sanidade de Aves e
Laboratdrio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria, Setor de Preventiva
da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goiéds (UFG), e no
Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal de Goias (LPPN/FF/UFG).

O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais/ CEUA-UFG sob o n° 127/14.

Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2,
(doses de Curcuma Longa x inoculacdo com Salmonella Typhimurium). Foram utilizados 672
pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade, divididos em oito tratamentos, com
seis repeticdes cada, alojados em grupos de 14 aves por unidade experimental, em um total de
48 unidades experimentais com 84 aves por tratamento. Os frangos de corte de um dia de
idade foram pesados, identificados e distribuidos conforme o delineamento apresentado no
Quadro 1.

QUADRO 1- Delineamento experimental detalhando os dois fatores, em arranjo fatorial
completo 4x2 com oito tratamentos.

Tratamento Curcuma longa L. Salmonella Typhimurium.
(Fator 1) (Fator 2)

Controle Nao Nao - Solugdo salina a 0,85%

CL1 1% Néo - Solucdo salina a 0,85%

C.L.2 2% Néo - Solucdo salina a 0,85%

C.L3 3% Nao - Solugdo salina a 0,85%
Controle + ST Néo Sim (1° dia de idade) - Via ingluvio
C.L1+ST 1% Sim (1° dia de idade) - Via inglGvio
C.L2+ST 2% Sim (1° dia de idade) - Via inglGvio
C.L3+ST 3% Sim (1° dia de idade) - Via inglGvio

C.L.: Curcuma longa; ST: Salmonella Typhimurium.
C.L.1: 1,0% Curcuma Longa; C.L.2: 2,0% Curcuma Longa; C.L.3: 3,0% Curcuma Longa.

As aves inoculadas e ndo inoculadas foram alojadas separadamente, mantendo-se

a mesma ambiéncia, em baterias com quatro andares de a¢o galvanizado, equipadas com
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comedouros e bebedouros tipos lineares e bandejas para retirada de excretas. As baterias
foram aquecidas com uma lampada incandescente de 60 W, por andar, até os 14 dias de idade.

Caracterizagéo do material vegetal

Rizomas secos e pulverizados de Curcuma longa (p6) cultivados no Estado de
Goias (Julho-2013) foram adquiridos da Cooperativa de Produtos do Acafrdo de Mara Rosa
(Cooperagafrdo) localizada no Municipio de Mara Rosa, Estado de Goias, Brasil.

Para o controle de qualidade foi realizada a avaliagdo farmacognostica do material
botanico no Laboratdrio de Pesquisa em Produtos Naturais da Faculdade de Farméacia UFG
(LPPN/FF/UFG).

Foram realizadas a analise macroscopica e a cromatografia em camada delgada
(CCD) dos rizomas pulverizados utilizando como padréo curcumina (Sigma), de acordo com
técnicas descritas pela Farmacopéia Brasileira®.

Os rizomas pulverizados de Curcuma longa apresentaram uma coloracdo
fortemente amarelada e granulages esbranquicadas e odor aromatico caracteristico para essa

espécie vegetal.

Figura 1 - Cromatografia em camada delgada dos rizomas pulverizados de Curcuma longa
evidenciando mancha verde fluorescente correspondente a curcumina (seta).
Na cromatografia em camada delgada sob luz ultravioleta (365 nm) evidenciou-se

no terco superior da placa, a presenca de uma mancha com coloragéo fluorescente verde que
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corresponde ao padrdo curcumina (Rf= 0,68). Na amostra dos rizomas pulverizados da
Curcuma longa observou-se uma mancha com as mesmas caracteristicas descrita para o
padrdo (Rf=0,68) (Figura 1).

Os dados obtidos na avaliacdo farmacogndstica estdo de acordo com o descrito na
Farmacopéia Brasileira® para essa espécie vegetal, indicando que o material testado

corresponde aos rizomas pulverizados da Curcuma longa.

Preparacéo do inoculo

O indculo foi preparado com Salmonella Typhimurium isolada de amostras de
frangos de corte cedidas pelo Laboratorio de Bacteriologia, da EVZ/ UFG e tipificada pelo
Laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ (RJ).

O isolado foi replicado em agar Xylose-Lysine-Tergitol4 (XLT4) e incubada a
37°C por 24h. Em seguida, as células foram suspensas em solucdo salina tamponada a 0,85%,
e ajustada com auxilio da escala de Mac Farland a concentracdo de 1,2 x 10* Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC)/mL de Salmonella Typhimurium®.

A concentracdo foi confirmada por plagueamento das diluicdes decimais seriadas
em agar XLT4 com posterior incubacdo a 37°C e contagem das Unidades Formadoras de

Colénia (UFC) de Salmonella Typhimurium.

Inoculacdo das aves

Com um dia de vida, no momento do alojamento, utilizando seringas de 1mL
esterelizadas, os pintos foram inoculados via oral, com 0,5 mL de solugéo salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 1,2 x 10*UFC/mL de Salmonella Typhimurium.

Programa alimentar

O programa alimentar foi constituido por trés racdes experimentais diferentes:
pré-inicial, inicial e crescimento (Tabela 1). As racOes fornecidas aos animais, na forma
farelada a base de milho moido e farelo de soja, foram formuladas de acordo com a
composicdo dos alimentos e exigéncias nutricionais preconizadas por Rostagno et al. %7,

fornecida a vontade durante todo o periodo experimental.
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TABELA 1 — Composicdo das racdes experimentais fornecida aos frangos de corte durante todo o
periodo experimental (1 - 35 dias de idade)

Inaredientes Pré- Inicial Inicial Crescimento
’ (1-7dias) (8-21dias)  (22- 35 dias)
. « 51,33 53,26 56,20
Milho grao
Farelo de soja (45%) 36,12 33,78 30,15
Oleo de soja 3,63 4,95 549
Fosfato bicalcico 1,92 1,82 1,68
. 0,84 0,81 0,77
Calcario
0,45 0,44 0,42
Sal comum
L-lisina HCL 0,38 0.22 0,20
DL-metionina 0.37 0.26 0.24
i 0,16 0,07 0,05
L-treonina
Premix vitaminico** 0,20 0,20 0,20
Premix mineral*** 0,05 0,05 0,05
Inerte (amido) 4.5 4.5 45
100,000 100,000 100,000
Total
Nutrientes
Energia metabolizével 2,960 3,050 3,150
Célcio (%) 0,942 0,899 0,837
Fésforo Disponivel (%) 0,471 0,449 0,418
Sédio (%) 0,224 0,218 0,208
Lisina Total (%) 1,503 1,316 1,212
Metionina + cistina Total (%) 0,968 1, 005 0,947
Metionina Total (%) 0,790 0,673 0,632
Proteina Bruta (%) 22,110 21,140 19,730

* Suplemento vitaminico (niveis de garantia por kg do produto): vit. A, 1.680.000 Ul; vit.D 3, 400.000 Ul; vit. E, 3500 mg; vit. K, 360 mg;
vit. B1, 436,50 mg; vit. B2, 1.200 mg; vit. B6, 624 mg; vit. B12, 2.400mcg; &c. Félico, 200 mg; &c. pantoténico, 3.120 mg; niacina, 8.400
mg; biotina, 10.000 mcg. ** Suplemento mineral (niveis de garantia por kg do produto): zinco, 17.500 ppm; ferro, 12.500 ppm; cobre, 2.000
ppm; iodo, 187,50 ppm; selénio, 75 ppm. ***sem adigdo de promotor de crescimento e sem adig&o de anticcicidiano.

A clurcuma em poé foi adicionada a racdo em substituicdo ao material inerte, de

acordo Abbas et al. 8,

Desempenho

Aos sete, 21 e 35 dias de idade foram avaliadas as seguintes variaveis:
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- Peso Médio (PM): obtido dividindo-se o peso total das aves de cada parcela, pelo nimero
médio de aves da parcela, PM=PF/NMA,;

- Ganho de Peso (GP): calculado pela diferenca entre o peso final e o peso inicial das aves
somado ao peso da ave morta e dividindo pelo numero médio de aves, GP= [(PF-PI) + Peso
da ave morta]/NMA;

- Consumo de racdo (CR): calculado pela razéo entre o consumo de racédo total (fornecido —
sobra) e 0 nUmero médio de aves;

- Conversdo alimentar (CA): calculada pela razdo: CR/GP, corrigida pelo peso total das aves
mortas;

- Mortalidade: Para analise estatistica o valor em percentagem de mortalidade foi
transformado em Arc seno ((%Mort. /100)+0,05)°°.

- Viabilidade (Viab): calculada subtraido a mortalidade de 100 (100 — mortalidade).

Avaliacéo intestinal

Aos 21 e 35 dias de idade os frangos foram pesados, insensibilizados e
eutanasiados por seccdo interna dos vasos do pescogo e posteriormente necropsiados. De uma
ave por parcela, coletou-se fragmentos do duodeno (retirados na flexura do pancreas) e do
jejuno (retirados antes do diverticulo de Meckel) os quais foram abertos longitudinalmente, e
as extremidades fixadas com grampos em pedaco de isopor. Cada peca foi acondicionada em
frascos, previamente identificados, contendo formol tamponado a 10% para confeccdo de
laminas histolégicas de acordo com Luna®. Apés serem corados pela hematoxilina eosina
(HE), foram submetidos a anélise de histomorfometria com medicdo de altura de vilosidade e
profundidade de cripta utilizando o programa Image J 1.45.

A altura do vilo foi determinada utilizando o apice do vilo até a base da juncao do
vilo com a cripta. E a profundidade da cripta foi definida com a profundidade da invaginagéo
da cripta com os vilos adjacentes. Foram realizadas trinta leituras por lamina para altura do
vilo e trinta leituras em sequéncia para profundidade das criptas por fragmento de cada tecido,
sempre da direita para a esquerda do corte, totalizando 180 leituras por tratamento. As
imagens foram digitalizadas em microscopio Optico marca Leica modelo DM 4000 B
acoplado a um microcomputador.

Aos sete, 21 e 35 dias de idade ap0s a retirada dos fragmentos do duodeno e jejuno

para anélise de histomorfometria foi realizada a medicdo de pH em uma ave por repeticao
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(seis aves por tratamento) com aparelho previamente calibrado em duodeno, jejuno, ileo e
colon.

Aossete, 14, 21, 28e 35dias de idade das aves, foram coletados suabes
de cloaca de seis aves por repeticdo para pesquisa de Salmonella, realizada de acordo com a
técnica de BRASIL® com modificacBes. Imediatamente ap6és a coleta os suabes foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 9mL de caldo selenito-cistina(CS), que foram
incubados a 37°C por 18 - 24h. As aliquotas do CS foram transferidas para os agares Verde
Brilhante (VB) e XLT4, incubados a 37°C por 18 — 24 h. De cada placa trés a cinco UFC com
caracteristicas morfolégicas de Salmonella foram transferidas para tubos contendo triplice
acucar ferro (TSI), que posteriormente foram incubados a 37°C porl8 - 24h.

Os tubos de ensaio com TSI que apresentaram crescimento sugestivo para
Salmonella foram submetidos ao teste da urease, producdo de indol, vermelho de metila,
motilidade, teste do malonato e lisina descarboxilase. Aqueles que apresentaram reacoes
bioquimicas compativeis com Salmonella foram submetidos ao teste soroldgico com soro

polivalente anti-O de Salmonella.

Anadlises estatisticas

Para os estudos de colonizacdo intestinal de Salmonella Typhimurium foi
utilizado teste descritivo considerando a frequéncia encontrada nas variaveis.

Os resultados de desempenho, avaliagdo de pH e histomorfometria intestinal
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) em arranjo fatorial 4 (doses) x 2
(contaminacdo), sendo testadas todas as pressuposi¢es de normalidade. A normalidade dos
erros foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, a homogeneidade do erro pelo teste de Levene
e a independéncia pelo teste de Durbin-Watson. As varidveis com interacdo significativa
entre os fatores foram desdobradas e as médias comparadas pelo teste de Tukey. N&o
havendo interacdo e efeito significativo na ANOVA, os fatores foram avaliados isolados.
Quanto ao fator contaminacdo foi utilizado apenas o F de Snedecor para descrever a
diferenca dos efeitos da bactéria, ja que existem apenas dois efeitos, controle e contaminado.
Para o fator dose as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Além disso, para descrever melhor os efeitos das doses foi realizada a analise de regressao,
sendo ajustado melhor modelo com base no R? ajustado e no teste de falta de ajuste. Todas as

analises foram realizadas no programa R versdo 3.2.3 (R Core Team, 2015) utilizando o
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pacote Agricolae para a analise de variancia e o pacote Lmtest para a analise de regressao
(Zeileis & Hothorn, 2002).



51

RESULTADOS E DISCUSSAO

O p6 de Curcuma longa utilizado no presente estudo pela avaliacéo
farmacognostica esta de acordo com o descrito na Farmacopéia Brasileira™® para essa espécie
vegetal, indicando que o material testado corresponde aos rizomas pulverizados da Curcuma

longa.

TABELA 2 — Peso inicial (Pl), peso final (PF), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR),
conversdo alimentar (CA) de frangos inoculados com Salmonella Typhimurium e
tratados com Curcuma longa no periodo de 1 a 7 dias de idade

1-7 dias de idade

Doses Pl PF GP CR CA VIAB.
0 4390 152,50° 108,591® 120,03  1,11° = 9822
1% 4393 150,64° 106,72*°  11599%* 1,09 95,24
2% 4390 156,56° 112,66° 127,74 1,13° 99,35
3% 4399 132,72 88,73  11140°  1.26° 98,81
P>F 0,8023 0,0001 0,0001 0,0166 <0,0001 0,264
Regressdo Linear Ns Quad* Quad? Ns Ns Ns
Contaminacgéao

Com 43,93 150,83 106,91 121,69 1,14 98,76
Sem 43,93 145,13 101,20 115,63 1,15 97,02
P>F 0,9074 0,0927 0,093 0.0783 0,7554 0,265
Doses x Contaminacéo

P>F 0,4874 0,8036 0,806 0,2307 0,0333 0,256
CV (%) 0,55 8,22 11,73 9,95 6,4167 5522

*> médias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
1y=-4,3182x? + 7,1406x +151,33. R? ajustado = 0,4769
2Y=-4,342x% + 7,1929x +107,41. R? ajustado = 0,4775

Como pode ser observado na Tabela 2, houve diferenca entre os tratamentos
(P<0,05) nas variaveis: peso final, ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar.
As aves suplementadas com a maior dose (3%) de Curcuma longa consumiram menor
quantidade de ragdo o que refletiu em piores médias de peso final, ganho de peso e conversédo
alimentar. A reducdo no consumo de racdo neste tratamento permaneceu até os 21 dias
(Tabela 4), e pode ser atribuido as caracteristicas organolépticas da curcuma, como o odor
forte que impregnou na racdo > #. Além disso, observou-se fezes com uma tonalidade
amarelada que foi mais acentuada nos tratamentos com maior dose. Estes achados tém
respaldo nos estudos de Wahlstron & Blennow?®, os quais demonstraram que quando
administrada a dose de 1g/Kg p.v. para ratos, cerca de 75% de curcumina era eliminada pelas

24
|

fezes. Tambem Lao et al <" constataram fezes mais amarelas em humanos que receberam 12g/
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dia de cdrcuma na alimentacéo.

Ao analisar a Tabela 2 verifica-se que houve efeito da suplementacdo de
Curcuma longa nas ragdes sobre peso final e ganho de peso (p<0,05). Na analise de regressao
do peso final, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (Y= -
4,3182x* + 7,1406x +151,33, R?= 0,4769) e para ganho de peso também foi encontrado valor
significativo (p<0,05) com efeito quadrético (Y= -4,342x* + 7,1929x +107,41, R = 0,4775),
demonstrando que a melhor dose para as duas variaveis foi de 0,82% de suplementacdo de
Curcuma longa na ragéo.

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenca da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa (Tabela 3), observa-se que os grupos suplementados com as
doses de 1% e 2% apresentaram melhor conversdao alimentar quando submetidas a
inoculacdo. Ja nas aves ndo inoculadas, a dose 1% e controle (sem suplementacéo)
proporcionaram melhor conversdo alimentar. Na analise de regressdo da conversdo alimentar
com contaminacgdo, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (Y=
0,0518x* — 0,1194x +1,1429. R? = 0,6880), demonstrando que a melhor dose foi de 1,15% de
suplementacdo de Curcuma longa na racdo. Na andlise de regressdo para as aves que nao
receberam inoculagdo houve efeito de regressao linear positivo (Y= 0,062x +1,0572, R? =
0,3930), demonstrando resposta crescente da conversdo alimentar na adigdo de acafrdo, ou

seja quanto mais acafréo, pior a conversao alimentar.

TABELA 3 - Desdobramento das interacGes significativas entre agentes inoculados e
utilizacdo de diferentes niveis de Curcuma longa para a varidvel conversao
alimentar sete dias de idade em frangos de corte

Conversao Alimentar

Doses Curcuma Salmonella

Com Sem
Controle 112 @A 08 A
1% 1114 1,07 "
2% 1,07 PA 1,18 %A
Regressao Quad Lin?

Médias seguidas por letras maitsculas (mintscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
ab%.
1y=10,0518x? - 0,1194x +1,1429. R? ajustado = 0,6880
2Y=0,062x +1,0572. R? ajustado = 0,3930

Observa-se na Tabela 4 que o grupo suplementado com 1% obteve melhores
resultados para peso médio final, ganho de peso e conversdo alimentar. Resultados diferentes

aos deste estudo foram encontrados por Abou-Elkhair et al %, os quais ndo observaram
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diferenga estatistica em peso corporal e consumo de ragdo, embora tenham utilizado a
cdrcuma em menor dose e em combinagdo com pimenta preta e semente de orégano.
Observa-se também na mesma Tabela que no periodo de um a 21 dias de idade a
bactéria inoculada influenciou negativamente no peso final, ganho de peso e consumo de
racao (p<0,05). Tais resultados sugerem que a bactéria inoculada afetou o trato gastrintestinal
promovendo desequilibrio na microbiota, lesionando as mucosas, 0 que culminou na redugdo
da digestdo e absorcdo dos alimentos. Esta afirmacéo se sustenta em Borsoi'! que relata a
reducdo da absorcdo intestinal de nutrientes na presenca de enteropatdgenos, além de

aumentar os custos energéticos empregados na recuperacdo dos tecidos destruidos.

TABELA 4 — Peso final (PF), ganho de peso (GP), consumo de ragdo (CR), conversdo alimentar
(CA) de frangos inoculados com Salmonella Typhimurium e tratados com Curcuma
longa no periodo de 1 a 21 dias de idade

1-21 dias de idade

Doses PF GP CR CA VIAB.
0 849,18° 805,27  1186,97° 1,47 83,93
1% 859,38° 815,46 118422  1,42° 79,16
2% 813,10% 769,24  1188,59° 1,55 84,41
3% 789,72° 745,73 114322  154%® 83,93
P>F 0,0017 0,0017 0,0169  <0,0001  0,0801
Regressdo Linear Ns Lin* Lin® Ns Ns
Contaminacéo

Com 804,54° 760,63°  1142,14° 1,51 83,54
Sem 851,15° 807,22  1208,43° 1,48 82,14
P>F 0,001 0,001 <0,0001  0,1057 0,3762
Doses x Contaminacgéao

P>F 0,7078 0,7079 0,9174 0,1976 0,1104
C.V(%) 45 5,8064 3,2123 3,971 6,59

P médias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
1y=22,485x + 817,65. R? ajustado = 0,1909
? Y= 5,8139x + 155,65107 41. R® ajustado = 0,1912

Ao analisar a Tabela 4 verifica-se que houve efeito da suplementacdo de
Curcuma longa nas rac¢des sobre ganho de peso e consumo de ragdo (p<0,05) aos 21 dias de
idade. Na analise de regressdo do ganho de peso, foi encontrado valor significativo (p<0,05)
com efeito linear (Y= 22,485x + 817,65. R* = 0,1909) e para consumo de racdo também foi
encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito linear (Y= 5,8139x + 155,65107,41. R? =
0,1912), demonstrando que quanto maior a dose de Curcuma longa na racdo menor foi o

peso final e 0 ganho de peso aos 21 dias de idade.
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Ao analisar os dados da Tabela 5, verifica-se que houve diferenca estatistica
(P<0,05) no peso final e ganho de peso nos tratamentos com diferentes doses da circuma, 0s

quais tambem foram semelhantes ao controle.

TABELA 5 - Peso final (PF), ganho de peso (GP), consumo de ragdo (CR), conversdo alimentar
(CA) de frangos inoculados com Salmonella Typhimurium e tratados com Curcuma
longa no periodo de 1 a 35 dias de idade

1-35 dias de idade

Doses PF GP CR CA VIAB.
0 1786,01® 1742,11*  5500,09 2,04? 76,79
1% 1861,20°  1817,27%°  5613,46 1,93° 72,02
2% 1753,44°  1709,54°  5514,31 2.02 77,27
3% 1724,34°  1680,35"  5412,49 2,02 76,19
P>F 0,005 0,0050 0,1255 0,0125 0,0993
Regressdo Linear Ns Quad Quad Ns Ns
Contaminacgéao

Com 1736,88°  1692,95"  5347,43" 1,98 76,40
Sem 1824,93°  1780,99*°  5672,99° 2,02 74,70
P>F 0,002 0,0020 <0,0001  0,1154 0,2912
Doses x Contaminacéo

P>F 0,5198 0,5180 0,6223 0,1315 0,1416
C.V (%) 5,1393 5,26 3,62 4,16 7,31

*> médias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Y= -33,883x% + 75,495x +1794,4. R? ajustado = 0,0967
2Y=33,907x? + 75,547x +1750,5. R? ajustado = 0,0962

No periodo de um a 35 dias de idade, as aves suplementadas com 1% de circuma
registraram melhores médias para peso final, ganho de peso e conversao alimentar. Percebe-
se que a dose de 1% foi adequada para que alguns principios ativos do acafrdo se
expressassem. Este achado est4 em acordo com os resultados de Samarasinghe et al. % e Al-

Jaleel %

, que observaram maior ganho de peso quando suplementaram as aves com niveis de
0,2% a 0,3% de acafrdo e maior ganho de peso e conversdo alimentar com a utilizacdo de
0,5%, 1,0% e 1,5% de acafréo na dieta, respectivamente. De acordo com os estudos de Al-
Jaleel %" dosagens menores que 2% incorporadas & ragdo propiciam a acdo de seus
componentes ativos com a atividade antioxidante, o que estimularia a sintese proteica pela
ave.

Ao analisar a Tabela 5 verifica-se que houve efeito da suplementacdo de
Curcuma longa nas racdes sobre ganho de peso e consumo de ragdo (p<0,05). Na analise de
regressdo do ganho de peso, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadréatico

(Y= -33,883x> + 75,495x +1794,4. R* = 0,0967) e consumo de racao também foi encontrado
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valor significativo (p<0,05) com efeito quadrético (Y= 33,907x* + 75,547x +1750,5. R? =
0,0962), demonstrando que a melhor dose para as duas varidveis foi de 1,11% de
suplementacdo de Curcuma longa na racao.

Outro trabalho que verificou acao positiva da Curcuma longa na saude das aves foi
desenvolvido por Abbas et al.’®, que utilizaram 1, 2 e 3% de inclusdo de clrcuma como
promotor de crescimento e observaram melhor consumo de ragdo, ganho de peso e acédo
anticoccidiana nas aves que receberam 3% de circuma. Também Abdel-Rahman et al.,
observaram maior peso final em aves que receberam a mistura de ervas composta por
curcuma em po e feno-grego, em comparagao ao tratamento controle.

Por outro lado, outros estudos néo relataram efeitos benéficos da curcuma sobre
as variaveis zootécnicas. Emadi & Kermanshani *° e Botelho * ndo observaram diferencas
significativas (P>0,05) para as variaveis de desempenho utilizando, respectivamente, as doses
de 0,25; 0,50 e 0,75% € 0,5, 1,0, 1,5 e 2 % de curcuma.

A variacdo de resultados obtidos em estudos com Curcuma longa em desempenho
de frangos de corte podem ser explicada pela variabilidade na quantidade de fitoquimicos na
planta, ja que fatores como a idade e estagio de desenvolvimento da planta, bem como a
época em que foi realizada a colheita, temperatura, disponibilidade de agua, radiacdo UV,
nutrientes no solo, altitude e composicdo atmosféricas influenciam diretamente sobre as
proporcdes relativas destes compostos na planta *.

Constata-se na Tabela 6 que Salmonella Typhimurium inoculada via inglavio no
primeiro dia de vida, comprometeu o desempenho e os piores resultados foram registrados
para peso final, ganho de peso e consumo de ragdo até os 35 dias. Nota-se também que no
grupo que recebeu a suplementacdo de 1% cdrcuma, Salmonella Typhimurium ndo foi
recuperada em nenhuma idade. Este dado sugere que 1% de circuma na racdo foi habil em
impedir a colonizacdo intestinal da bactéria inoculada, indicando que a curcumina a 1%
expressou suas atividades antimicrobianas, promovendo um desequilibrio na populacdo de
bactérias componentes da microbiota e principalmente contra a bactéria inoculada *2. Outra
hipbtese seria que as aves eliminaram Salmonella de forma intermitente e em nimero baixo, o
que dificultou o seu isolamento %% 3.

Ressalta-se que ndo houve crescimento de Salmonella nas aves do grupo controle
negativo.

Também na Tabela 6 verifica-se que Salmonella ndo foi mais recuperada de
nenhum dos tratamentos apds os 21 dias idade. Este achado pode ser explicado pela gradual

instalagdo de uma microbiota intestinal e o desenvolvimento dos tecidos linfoides associados
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ao intestino (GALT) que ocorre naturalmente com o avangar da idade torna as aves mais
resistentes Salmonella. Pesquisas tém apontado que a resisténcia da ave e a capacidade
invasiva do sorovar também influenciam a colonizagdo e excrecéo de Salmonella. ** %. Estes
achados também se respaldam também em Beal et al. *', que desafiaram as aves na primeira,
terceira e sexta semana de vida com Salmonella Typhimurium e demonstraram que a
persisténcia da infeccdo foi menor e o desenvolvimento da imunidade foi mais efetivo nas

aves desafiadas mais velhas.

TABELA 6 - Frequéncia de Salmonella Typhimurium em suabes cloacais de frangos de corte
tratados com Curcuma longa, aos sete, 14, 21 e 35 dias de idade

TRAT 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Controle + ST 4/6 (66,6%) 3/6 (50%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
C.L1+ST 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
C.L2+ST 2/6 (33,3%) 2/6 (33,3%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
C.L.3+ST 1/6 (16,6%) 2/6 (33,3%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)

C.L.: Curcuma longa; ST: SalmonellaTyphimurium.
C.L.1: 1,0% Curcuma Longa; C.L.2: 2,0% Curcuma Longa; C.L.3: 3,0% Curcuma Longa.

Na Tabela 7, encontram-se descritos os valores médios da altura média dos vilos e
profundidade de cripta, assim como a relagéo vilo:cripta do duodeno, aos 21 dias de idade.

As alturas médias dos vilos e profundidade de cripta do duodeno aos 21 dias
foram afetados pela presenca de Salmonella (P<0,05), onde foram observadas maiores médias
de altura de vilo e profundidade de cripta nos grupos inoculados (Tabela 7).

Ao analisar a Tabela 7 verifica-se que houve efeito da suplementacdo de
Curcuma longa nas ragdes sobre altura de vilo e relacdo vilo:cripta (p<0,05). Na analise de
regressao da altura de vilo, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico
(Y= 67,061x° -122,13x +1405,4. R* = 0,1994), demonstrando que a dose que proporcionou
menor altura de vilo foi de 0,9% de suplementacdo de Curcuma longa na racdo. Em relacédo
vilo:cripta também foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (Y=
0,3918x*> — 1,0963x +6,2807. R? = 0,7137), demonstrando que a dose que proporcionou
menor relacéo vilo:cripta foi de 1,4% de suplementacdo de Curcuma longa na ragéo.

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenga da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa (Tabela 8) aos 21 dias de idade, verifica-se que apenas

Salmonella influenciou na relacéo vilo:cripta do duodeno.
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TABELA 7 — Alturas médias dos vilos (AV), profundidade de criptas (PC) e relagdo vilo:cripta do
duodeno de frangos de 21 e 35 dias de idade inoculados com Salmonella Typhimurium
e tratados com Curcuma longa

Duodeno
21 dias 35 dias
Doses . . ) )
AV (um) PC (um) vilo:cripta (ﬁ\r\n/) PC (um) vilo:cripta
0 1466,05 251,81 6,18 142189 257,07° 5,68
1% 1395,01 255,67 5,55 1489,45 324,08 °? 4,68
2% 1476,53 233,1 6,43 1565,82 312539 5,14
3% 1500,65 246,95 6,2 1651,46 317,22% 5,45
P> F 0,6106 0,66 0,3688 0,0937 0,0174 0,2216
Regressio Quad* Ns Quad? Ns Ns Ns
Contaminacéo
Com 154255% 264,882 5,97 1558,57 308,45 5,28
Sem 1372,22° 228,70° 6,2 1505,74 299,43 5,19
P>F 0,0037 0,0117 0,5582 0,4243 05785 0,8039
Doses x Contaminacéo
P>F 0,0549 0,478 0,0049 0,2002 0,2586  0,4048
CV% 13,34 19,07 19,36 14,8 18,37 23,15

*> médias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
1Y=67,061x? -122,13x +1405,4. R? ajustado = 0,1994
2y=0,3918x2 — 1,0963x +6,2807. R? ajustado = 0,7137

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenca da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa (Tabela 8) aos 21 dias de idade, verifica-se que apenas
Salmonella influenciou na relacéo vilo:cripta do duodeno.

Na analise de regressdo (Tabela 8) da relagdo vilo:cripta sem contaminacao, foi
encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (Y = 0,9561x° - 2,9659x +
7,363. R* = 0,7675), demonstrando que a menor relacdo vilo:cripta foi com 1,5% de
suplementacdo de Curcuma longa na racdo. Nao houve ajuste significativo da regressao nos
animais ndo contaminados.

Alguns autores relatam que a infeccdo por Salmonella Typhimurium aumentou a
densidade das células caliciformes, reduzindo a area de superficie das vilosidades, aumentou a
incidéncia de esfoliacdo do epitélio, e aumentou da incidéncia de afluxo heterofilo para a

lamina prépria. Segundo Fasina et al. *

, a infeccdo por Salmonella Typhimurium exerce
mudangas morfoldgicas no intestino de pintos de corte.

Verifica-se na Tabela 7 que aos 35 dias os tratamentos que receberam 1% de
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acafrdio em pd, independentemente da inoculagdo com Salmonella, apresentaram maior

profundidade cripta (P<0,05) do duodeno.

TABELA 8 - Desdobramento das interacdes entre agentes inoculados e utilizacdo de diferentes niveis
de Curcuma longa para a varidvel relacdo vilo:cripta no duodeno aos 21 dias de idade
em frangos de corte

Relacéo vilo:cripta — duodeno

Salmonella
Doses Curcuma
Com Sem

Controle 5,128 7,3%
1% 5,6 aA 5,6 aA
2% 7,0% 5,6 "
3% 6,1 aA 6,3 aA
Regressao Ns Quadl

Médias seguidas por letras maitsculas (mintscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
a5 %.
1Y =0,9561x2 - 2,9659x + 7,363. R? ajustado = 0,7675

Aos 35 dias de idade observou-se maior profundidade de cripta do duodeno nas
aves que receberam 1% de circuma. O aumento na profundidade de cripta indica a tentativa
do organismo em recuperar a estrutura do vilo. Estes resultados concordam com os

| 8 que também observaram maior profundidade de

encontrados por Abdel-Rahman et a
criptas nas aves que receberam a mistura de ervas composta por circuma em p6 e feno-grego.

Como pode ser observado na Tabela 9, aos 21 dias de idade, Salmonella
determinou (P<0,05) maior profundidade de cripta do jejuno e ocorreu interacdo entre as
doses de Curcuma e a presenca da Salmonella para altura de vilo e relacdo vilo:cripta.

Ao analisar a Tabela 9 verifica-se que aos 21 dias de idade houve efeito da
suplementacdo de Curcuma longa nas ragdes sobre altura de vilo e profundidade de cripta
(p<0,05). Na analise de regressdo da altura de vilo, foi encontrado valor significativo
(p<0,05) com efeito quadratico (Y= -45828x> + 254,28x + 624,29, R*> = 0,7137),
demonstrando que a dose de 2,7% de suplementacdo de Curcuma longa na racdo promoveu
maior altura de vilo. Em relacdo a profundidade de cripta também foi encontrado valor
significativo (p<0,05) com efeito linear (Y= 27,226x + 129,85, R? = 0,3799), demonstrando
profundidade de cripta crescente a medida que houve aumento da dose de agafréo.

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenca da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa (Tabela 10), observa-se que os grupos suplementados com as
doses de 1% e 2% apresentaram maior altura de vilo quando submetidas a inoculagdo. J& nas

aves ndo inoculadas, as doses 2% e 3% proporcionaram maiores médias para altura de
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vilosidade. Dentre todas as dosagens utilizadas, os vilos foram mais altos no grupo

suplementado com 3% de circuma e submetidos a exposicao da bactéria.

TABELA 9 — Alturas médias dos vilos (AV), profundidade de criptas (PC) e relacdo vilo:cripta do
jejuno de frangos de 21 e 35 dias de idade inoculados com Salmonella Typhimurium e
tratados com Curcuma longa

Jejuno
21 dias 35 dias
Doses . . . .
AV (Um) PC (um) vilo:cripta AV (um) PC (um) vilo:cripta
0 728,24° 169,2 4,46 1197,25 2247 5,83
1% 808,31° 155,67 5,34 1195,34 235,84 5,2
2% 935,70 170,38 5,68 1116,79 253,58 4,55
3% 909,02° 189,88 5,26 1165,28 228,09 5,39
P>F <0,0001 0,159 0,203 0,2053 0,5931 0,153
Regressio Quad® Lin® Ns Ns Ns Ns
Contaminacao
Com 952,80° 201,19° 4,95 1213,71% 245,72 511
Sem 737,84° 141,38° 542  1128,93" 224,25 5,43
P>F <0,0001 <0,0001 0,1228 0,0059 0,1679 0,3317
Doses x Contaminagdo
P>F <0,0001 0,7075 0,0395 0,0976 0,5314 0,5444
CV% 8,35 21,1 24,09 7,56 24,41 25,03

*> médias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
1Y=-45,828x? + 254,28x + 624,29. R? ajustado = 0,7137
2Y=27,226x + 129,85. R? ajustado = 0,3799

Na anélise de regressdo da altura de vilo no jejuno aos 21 dias com contaminacao,
foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (Y= -79,457x2 + 329,34x +
642,76, R? = 0,7675), demonstrando que 2% de suplementacéo de Curcuma longa na ragdo
apresentou maior altura de vilo. Ndo houve ajuste significativo de modelo nos animais néo
contaminados.

A altura de vilos e a relacdo vilo: cripta sdo indicadores e ferramentas utilizadas
como marcadores da integridade de mucosa e da funcéo intestinal. Como foi constatado neste
estudo, aos 21 dias o patdgeno comprometeu o epitélio intestinal do duodeno e jejuno e
determinou maior altura de vilos e a reducdo da relagdo vilo:cripta no duodeno. Um maior
comprimento das vilosidades indica uma maior capacidade digestiva, no entanto a menor
relacdo entre estas avaliagfes sugere que esta ocorrendo proliferacdo celular na tentativa de

restaurar as vilosidades que foram destruidas. Em semelhanca a estes resultados Viola &
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Vieira *° e Santos *, relataram que uma menor relaco vilo:cripta pode indicar a presenca de
vilosidades destruidas e maior proliferacdo celular nas criptas, resultantes da tentativa de
restaurar o epitélio intestinal danificado, na ocorréncia de desafios microbiologicos no

intestino.

TABELA 10 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes inoculados e utilizagcdo de
diferentes niveis de Curcuma longa para a variavel altura de vilo no jejuno aos 21 dias
de idade em frangos de corte

Altura de vilo- jejuno

Doses Curcuma Salmonella

Com Sem
Controle 866,87 PA 589,62 °°
1% 976,30 A 640,32 8
2% 1049,92 * 821,47
3% 918,09 "4 899,94
Regressao Quad, Ns

Meédias seguidas por letras mailsculas (minUscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferengas significativas utilizando teste
deTukeya5%.
1Y=-79,457x2 + 329,34x + 642,76. R? ajustado = 0,7675

A clrcuma a 2% e 3% sem a inoculagdo com Salmonella Typhimurium
possivelmente se comportou como uma substancia com acao tréfica na mucosa intestinal do
jejuno, ou seja, influenciou na proliferagdo celular e determinou uma maior altura de
vilosidade na tentativa do organismo recuperar esta estrutura.

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenca da Salmonella e a

utilizacdo da Curcuma longa (Tabela 11), verifica-se que houve interacdo significativa,
embora o teste aplicado ndo tenha conseguido detectar diferenga entre eles.

TABELA 11- Desdobramento das interacGes significativas entre agentes inoculados e utilizacio de
diferentes niveis de Curcuma longa para a variavel relacdo vilo: cripta no jejuno aos 21
dias de idade em frangos de corte

Relacgao vilo:cripta — jejuno

Salmonella

Doses Curcuma

Com Sem
Controle 4,3 4,64
1% 5,5 5,2 %
2% 5,9 A 5,5
3% 41 6,4 A
Regressio Quad’ Ns

Médias seguidas por letras maitsculas (mintscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferengas significativas utilizando teste de
Tukey a5%.
1Y=-0,6667x2 + 1,6033x + 5,2283. R ajustado = 0,1741
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Na anélise de regressdao da relacdo vilo:cripta no jejuno aos 21 dias com
contaminacdo, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (Y= -
0,6667x2 + 1,6033x + 5,2283, R? = 0,1741), demonstrando que a dose que apresentou a maior
relacdo vilo:cripta foi 1,2% de suplementacdo de Curcuma longa na racdo nos animais
contaminados. Nao houve ajuste signifativo nos animais ndo contaminados.

Aos 35 dias de idade, a bactéria inoculada influenciou (P<0,05) a altura dos vilos
do jejuno proporcionando maior altura nas aves que receberam inoculacdo com Salmonella
Typhimurium (Tabela 9). Confirmando os resultados de jejuno encontrados aos 21 dias de
idade.

Aos sete, 21 e 35 dias de idade foram mensurados os valores de pH dos segmentos

intestinais, conforme apresentado nas tabelas 12, 14 e 16.

TABELA 12 — Valores de pH dos segmentos intestinais de frangos de corte aos sete dias de idade
inoculados com Salmonella Typhimurium e tratados com Curcuma longa

7 dias

Doses pH

DUODENO JEJUNO ILEO COLON
0 6,09 6,03% 6,04 5,91°
1% 6,04° 5,99" 6,04 5,99°
2% 6,03" 6,04% 6,03" 6,06"
3% 6,29% 6,25° 6,3° 6,33°
P >F 0,0133 0,0346 0,0251 0,0006
Regressio Quad* Ns Ns Ns
Contaminacéao
Com 6,09 6,05 6,08 6,05
Sem 6,13 6,1 6,12 6,1
P>F 0,4789 0,4472 0,6007 0,5100
Doses x Contaminacéo
P >F 0,6297 0,0335 0,2833 0,4129
C.V. (%) 3,19 3,71 4,03 3,93

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
1y= 0,0766x2 - 0,1713x + 6,1028. R? ajustado = 0,1877

Ao analisar a Tabela 12 verifica-se que aos sete dias de idade houve efeito da
suplementacdo de Curcuma longa nas rag6es sobre o pH do duodeno (p<0,05). Na analise de
regresséo do pH do duodeno, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito
quadrético (Y= 0,0766x2 - 0,1713x + 6,1028, R* = 0,1877), demonstrando que a dose que

apresentou o0 menor ph no duodeno foi a dose de 1,1% .
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Como pode ser observado na Tabela 12, aos sete dias de idade houve diferenca de
pH (P<0,05) no duodeno, jejuno, ileo e colon. Nas aves que foram suplementadas com a
maior dose (3%) de Curcuma longa verificou-se maiores valores de pH em todos 0s
segmentos intestinais avaliados.

No pH do jejuno aos sete dias de idade houve interacdo (P<0,05) entre as doses de
Curcuma longa administradas e a infec¢do por Salmonella (Tabela 12)

Conforme a Tabela 13, as aves do grupo suplementado com 1% de cdrcuma

apresentaram reducéo no pH intestinal quando ndo submetidas a inoculacéo da bacteéria.

TABELA 13 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes inoculados e utilizagcdo de
diferentes niveis de Curcuma longa para a variavel pH no jejuno aos sete dias de idade
em frangos de corte

pH- jejuno
Salmonella

Doses Curcuma

Com Sem
Controle 6,10 A 597 PA
1% 6,05 5,93 "4
2% 6,00 aA 6,08abA
3% 6,07 6,43
Regressao Ns Ns

Médias seguidas por letras maitsculas (mintscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferengas significativas utilizando teste de
Tukeya5%.

Aos sete dias do experimento (Tabela 13) observou que o pH de todo segmento
intestinal estava alterado e que a maior dose da circuma determinou um pH (P<0,05) mais
acido. Esta alteracdo do pH de todo segmento do intestino se deve provavelmente aos
componentes da clrcuma, pois estudos mostram que ela € pouco absorvida pelo intestino e
como seu pH é acido, ela promoveu alteracdo do pH intestinal.

Aos 21 dias de idade houve efeito significativo (P<0,05) no pH do jejuno (Tabela
14), no qual foi verificado maior valor nas aves receberam 2% de circuma. Neste mesmo
periodo ocorreu interacdo (P<0,05) entre as doses de Curcuma longa administradas e a
infeccdo por Salmonella em todos os segmentos intestinais avaliados (Tabela 15).

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenga da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa (Tabela 15) aos 21 dias de idade no duodeno, verifica-se que
ocorreram diferencas estatisticas entre doses utilizadas e a inoculacdo com Salmonella. Com
relacdo aos grupos inoculados, ocorreu aumento pH em relagdo ao grupo controle, e 0 maior

pH foi observado no grupo que recebeu apenas 3 % de circuma.
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TABELA 14— Valores de pH dos segmentos intestinais de frangos de corte aos 21 dias de idade
inoculados com Salmonella Typhimurium e tratados com Curcuma longa

21 dias

Doses pH

DUODENO JEJUNO ILEO COLON
0 6,18 6,14% 6,23 6,23
1% 6,19 6,09" 6,22 6,24
2% 6,25 6,332 6,33 6,33
3% 6,13 6,18% 6,28 6,16
P >F 0,2372 0,0366 0,5082 0,1629
Regressao Ns Ns Ns Ns
Contaminacéo
Com 6,17 6,18 6,23 6,24
Sem 6,21 6,19 6,3 6,24
P>F 0,3024 0,7711 0,2176 0,9386
Doses x Contaminacéo
P >F < 0,0001 0,0115 0,0062 0,0136
C\V, (%) 2,23 2,18 3,12 2,98

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.

Na analise de regressdo (Tabela 15) do pH no duodeno com contaminacao, foi
encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (Y= -0,0667x2 + 0,2867x +
5,97, R? = 0,3411), demonstrando que a dose 2,1% de Curcuma longa apresentou maior pH
no duodeno nas aves contaminadas.

No jejuno, o tratamento controle (sem a inoculagcdo e sem a clrcuma) apresentou
maior valor de pH em relacdo ao tratamento com Salmonella (Tabela 15). Na anélise de
regressdo (Tabela 15) do pH no jejuno com contaminacao, foi encontrado valor significativo
(p<0,05) com efeito linear (Y= 0,11x + 6,01. R? = 0,3248), demonstrando aumento do ph nas
aves contaminadas a medida em que aumentava a dose de Curcuma longa na ragéo.

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenca da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa (Tabela 15) sobre o pH ileal, observa-se que houve interacédo
significativa, embora o teste aplicado ndo tenha conseguido detectar diferenca entre eles.

Com o decorrer da idade a alteracdo se manteve, e pela analise dos dados, tanto a
dose quanto o patégeno alteraram o pH no duodeno e jejuno. Os valores médios de pH
encontrados facilitam a proliferacdo da grande diversidade de bactérias que compdem a
microbiota intestinal, principalmente as que sdo benéficas ao hospedeiro. Huang et al*
relataram que valores reduzidos de pH podem ocorrer devido a maior fermentacao intestinal

provocada por Salmonella através da producgéo de acidos graxos volateis.
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TABELA 15 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes inoculados e utilizagdo de
diferentes niveis de Curcuma longa para a variavel pH no duodeno, jejuno, ileo e célon
aos 21 dias de idade em frangos de corte

pH- duodeno
Salmonella
Doses Curcuma
Com Sem
Controle 5,978 6,38
1% 6,204 6,184
2% 6,27 aA 6’23abA
3% 6,23 A 6,03™
Regressao Quad’ Ns
pH — jejuno
Salmonella
Doses Curcuma
Com Sem
Controle 5,07°8 6,322
1% 6,134 6,05
2% 6,33 6,32**
3% 6,27%" 6,08
Regresso Lin® Ns
pH —ileo
Salmonella
Doses Curcuma
Com Sem
Controle 6,054 6,40
1% 6,18 6,25
2% 6,27 6,38
3% 6,40% 6,15
Regressao Ns Ns
pH - cblon
Salmonella
Doses Curcuma
Com Sem
Controle 6,15 A 6,30%°A
1% 6,20 6,28%4
2% 6,28 6,38
3% 6,322 6,00
Regressao Ns Quad®
Médias seguidas por letras maitsculas (minGscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferengas significativas utilizando teste de

Tukeya5%.

1y=-0,0667x2 + 0,2867x + 5,97. R? ajustado = 0,3411
2Y=0,11x + 6,01. R? ajustado = 0,3248
%Y=-0,0917x2 + 0,195x + 6,27. R? ajustado = 0,2318

No célon, (Tabela 15), no desdobramento da interacdo entre a presenca da

Salmonella e a utilizacdo da Curcuma longa verifica-se que a dose de 3% proporcionou
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reducdo do valor de pH nas aves ndo inoculadas. A presenca de alta dose de circuma (3%)
provavelmente possibilitou o desenvolvimento de bactérias acidofilas (Lactobacillus)
predominantes neste segmento do intestino. Esta explicacdo se respalda em LU et al. **, os
quais relatam que diversos fatores podem alterar o pH e a microbiota intestinal, tais como a
idade, administracdo de antimicrobianos, como também infeccdo por microrganismos
patogénicos.

Na analise de regressdo (Tabela 15) do pH no colon com contaminacdo, foi
encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (Y=-0,0917x2 + 0,195x + 6,27,
R? = 0,2318), observando que a dose de 1% foi a dose que apresentou maior valor de pH no
cdlon das aves ndo contaminadas, ndo havendo efeito significativo para esta variavel nas aves

contaminadas.

TABELA 16— Valores de pH dos segmentos intestinais de frangos de corte aos 35 dias de idade
inoculados com Salmonella Typhimurium e tratados com Curcuma longa

35 dias

Doses pH

DUODENO JEJUNO ILEO COLON
0 5,99 6,03° 6,03 ° 6,18
1% 6,04 5,97° 6,042 6,11
2% 6,14 6,18% 6,25° 6,24
3% 6,11 6,26° 6,21° 6,26
P>F 0,4846 0,0033 0,0348 0,3667
Regresséo Ns Ns Ns Ns
Contaminacéo
Com 6,00° 6,08 6,06" 6,14
Sem 6,152 6,14 6,20° 6,25
P>F 0,0485 0,3238 0,0300 0,0840
Doses x Contaminacao
P>F 0,2204 0,1680 0,2760 0.3733
C\V, (%) 4,20 3,31 3,55 3,68

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.

Aos 35 dias de idade, verificou-se maior valor de pH (P<0,05) de jejuno e ileo das
aves suplementadas com 2% e 3% de Curcuma longa. Também constatou-se que o pH do
duodeno e ileo foi superior nos grupos que ndo foram inoculados, independente da dose

utilizada.
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CONCLUSAO

A inclusdo de 1% Curcuma longa na ragédo favoreceu o peso final, ganho de peso,
consumo de racdo e conversdo alimentar, assim como inibiu a colonizacdo intestinal por

Salmonella Typhimurium, e preservou a integridade intestinal.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO HISTOLOGICA E PERFIL BIOQUIMICO
SANGUINEO EM FRANGOS DE CORTE INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE
COM SALMONELLA TYPHIMURIUM E SUPLEMENTADOS COM ACAFRAO
(CURCUMA LONGA L

RESUMO: O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar os efeitos da
Curcuma longa no perfil bioquimico e nas alteracGes teciduais de frangos de corte inoculados
experimentalmente com Salmonella Typhimurium. Foram utilizados 672 pintos, machos, de
um dia de idade distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, divididos em oito
tratamentos e seis repeti¢Oes. As aves foram inoculadas, via oral, no primeiro dia de idade
com 0,5 mL de solucdo salina tamponada contendo 1,2 x 10* UFC/mL de Salmonella
Typhimurium. O tratamento 1 constituiu o grupo controle; os tratamentos 2, 3 e 4
constituiram os grupos que receberam Curcuma longa nas doses de 1,0%, 2,0% e 3,0% na
racdo, respectivamente. O tratamento 5 constitui o grupo que recebeu somente Salmonella
Typhimurium; os tratamentos 6, 7 e 8 receberam as mesmas doses de Curcuma longa na
racdo mais Salmonella Typhimurium, respectivamente. Foram realizadas anélises de
contagem de linfécitos em drgdos linfoides secundarios , exames histopatologicos, perfil
bioquimico e pesquisa de Salmonella. Verificou-se que aos sete dias de idade, Salmonella foi
isolada do figado das aves do grupo controle e do grupo que recebeu 1% de Curcuma longa.
No baco foi isolada Salmonella Typhimurium em nenhuma das idades estudadas. Aos sete, 21
e 35 dias de idade as aves inoculadas com Salmonella Typhimurium via oral obtiveram
maiores contagens de linfécitos no baco quando comparadas as aves ndo inoculadas. E ndo
houve diferenca significativa nas avaliaces histopatoldgicas do figado, rins e tonsilas cecais.
Constatou-se no perfil bioquimico aos 14 dias de idade alteragdes nos niveis de uréia,
aspartatoaminotransferase (AST), colesterol e triglicérides, e aos 36 dias de idade no niveis de
uréia, glicose, acido Urico, aspartatoaminotransferase (AST), gama glutamiltransferase
(GGT), proteinas totais e globulinas. Conclui-se que o nivel de inclusdo de 1% Curcuma
longa na racao inibiu a colonizacdo de Salmonella Typhimurium no baco e figado. E com 3%
de inclusdo favoreceu o aumento da quantidade de linfocitos nas tonsilas cecais. A Curcuma
longa com inclusdo de 1% alterou o perfil bioquimico com aumento nos niveis de uréia, e
reducdo nos niveis de colesterol.

Palavras-Chave: aves, lesdes, linfocitos e sangue.



72

CHAPTER 3 - HISTOLOGICAL EVALUATION AND BLOOD BIOCHEMICAL
PROFILE IN BROILERS EXPERIMENTALLY INOCULATED WITH
SALMONELLA TYPHIMURIUM AND SUPPLEMENTED WITH SAFFRON
(CURCUMA LONGA L

ABSTRACT: The present study was conducted in order to investigate the effects of Curcuma
longa "in natura” on the blood biochemical profile and tissue alterations of broilers
experimentally inoculated with Salmonella Typhimurium. A total of 672 day-old male chicks
were housed, distributed in a completely randomized design in a 4 x 2 factorial arrangement
(doses of Curcuma longa x inoculation with Salmonella Typhimurium), divided into eight
treatments and six replications. The birds were orally inoculated, on the first day of age, with
0.5 ml of buffered saline solution containing 1.2 x 104 CFU/mL of Salmonella Typhimurium.
Treatment 1 consisted in the control group, with no addition of Curcuma longa and no
inoculation of Salmonella typhimurium; treatments 2, 3 and 4 consisted in the groups
receiving Curcuma longa at doses of 1%, 2% and 3% in the feed, respectively. Treatment 5 is
the group which received only Salmonella Typhimurium inoculation; treatments 6, 7 and 8
received Curcuma longa at doses of 1%, 2% and 3% in the feed, respectively, besides
inoculation of Salmonella typhimurium in the crop. Analysis of lymphocyte count was
performed in secondary lymphoid organs, as histopathology, blood biochemical profile and
Salmonella research. It was found, at seven days old, Salmonella was isolated from the liver
of birds in the control group and birds in the group treated with 1% of Curcuma longa. In the
spleen, Salmonella Typhimurium was not isolated, in any of the studied ages. At seven, 21,
and 35 days old, birds orally inoculated with Salmonella typhimurium showed higher
lymphocytes count in the spleen when compared to uninoculated birds. There was no
significant difference in histopathological evaluations of liver, kidney, and cecal tonsils. At 21
days old, there was a higher frequency of mucous in the dudodenum of birds supplemented
with 1% and 3% of Curcuma longa. It was found in biochemical profile, at 14 days old,
changes in levels of aspartate aminotransferase (AST), cholesterol and triglycerides, and
regression analysis showed a linear effect for creatinine and aspartate aminotransferase
(AST). At 36 days old, changes were found in glucose, uric acid, aspartate aminotransferase
(AST), gamma glutamyl transferase (GGT), total protein and globulin levels, and regression
analysis showed a linear effect for total protein and globulins, and quadratic effect for uric
acid. In conclusion, the inclusion of 1% of Curcuma longa altered the blood biochemical
profile, with a reduction in cholesterol levels. The histopathological evaluations performed
showed the results were not relevant in the studied doses, in relation to the assessed ages.

Key-words: birds, blood, injuries, lymphocytes
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INTRODUCAO

O género Salmonella estd amplamente distribuido na natureza inclusive na cadeia
de producdo avicola, possui uma diversidade de fontes de infeccdo tanto para os seres
humanos como para 0s animais, e ainda contem sorovares causadores de toxinfecgdes
alimentares *. Salmonella Typhimurium representa um dos enteropatégenos de relevancia
para 0 homem e animal, e os produtos avicolas s&o apontados como importantes veiculos do
agente para a cadeia alimentar do homem 2.

A principal via de infec¢cdo da Salmonella € a digestiva, e a mucosa intestinal é o
local em que se inicia a invasdo e também a primeira linha de defesa contra ela. Estruturas
linfoides ndo organizadas, também conhecidas como tecido linfoide associado ao intestino
(GALT) sdo responsaveis pelas respostas inflamatorias locais e desenvolvem-se nos primeiros
dias de vida, paralelamente a maturacdo do trato gastrintestinal. A partir dai, a bactéria migra
para diferentes 6rgéos e dissemina no meio ambiente pelas fezes ®. Uma vez infectadas, as
aves eliminam Salmonella de forma intermitente e em numero baixo, o que dificulta o
monitoramento de contaminacdes * °.

Para o controle de enteropatogenos e melhor desenvolvimento de frangos de corte,
tem-se empregado, nas ultimas décadas, a inclusdo de antimicrobianos nas racfes. Mas,
devido as recomendacbes de remové-los da dieta de frangos de corte, ha uma tendéncia
crescente para utilizacdo de substancias alternativas ou naturais para manutencdo da salde
animal °.

Curcuma longa L. é uma planta de origem asiatica pertencente a familia do
gengibre, é largamente cultivada em regides tropicais e subtropicais da Asia, India, China e

7, 8

América Latina Estudos tém demonstrado os efeitos benéficos dos cucuminoides

derivados desta planta no tratamento de varias patologias, 0s quais possuem propriedades

anti-inflamatérias ° ° 11, 12 13, 14

, antioxidante , antibacteriana , € atividade contra bactérias
veiculadas por alimentos *°.

Em um estudo com ratos, Subba Rao et al.'® demostraram que a clrcuma
apresenta efeito hipolipidémico envolvendo varios mecanismos de agdo, sendo um deles
aumentar a excrecdo fecal de sais biliares e colesterol em ratos hiperlipidémicos.

Embora as detec¢des dos niveis séricos das enzimas e de lesGes celulares sejam
de pouca aplicacéo em aves, elas podem refletir as condicdes de satde *’. A investigagdo dos
efeitos deste fitoterapico nos constituintes sanguineos e teciduais sdo praticamente

inexistentes. Acrescenta-se ainda que foram raros os trabalhos realizados com Curcuma
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longa, principalmente associados Salmonella em frango de corte, considerando a literatura

consultada.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivos verificar os efeitos da

Curcuma longa “in natura” no perfil bioquimico do sangue e nas alteragdo teciduais de

frangos de corte experimentalmente inoculados com Salmonella Typhimurium via oral.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Sanidade de Aves e
Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria, no Laboratorio de
Pesquisa em Produtos Naturais da Faculdade de Farmécia, Universidade Federal de Goiés
(LPPN/FF/UFG), e no Laboratorio Multiusuario de Patologia Clinica Veterinaria do
Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias.

O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais/ CEUA-UFG sob o n° 127/14.

Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2,
(doses de Curcuma Longa x presenca ou auséncia de Salmonella Typhimurium). Foram
utilizados 672 pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade, divididos em oito
tratamentos, com seis repeticbes cada, alojados em grupos de 14 aves por unidade
experimental, em um total de 48 unidades experimentais com 84 aves por tratamento. Os
frangos de corte de um dia de idade foram pesados, identificados e distribuidos conforme o

delineamento apresentado no Quadro 1.

QUADRO 1- Delineamento experimental detalhando os dois fatores, em arranjo fatorial completo 4x2
com oito tratamentos

Tratamento Curcuma longa L. Salmonella Typhimurium.
(Fator 1) (Fator 2)

Controle Néo N&o - Solucdo salina a 0,85%

C.L1 1% Néo - Solucdo salina a 0,85%

C.L2 2% Néo - Solucdo salina a 0,85%

C.L3 3% N&o - Solucdo salina a 0,85%
Controle + ST Néo Sim (1° dia de idade) - Via inglGvio
CL1+ST 1% Sim (1° dia de idade) - Via inglGvio
CL2+ST 2% Sim (1° dia de idade) - Via inglGvio
C.L3+ST 3% Sim (1° dia de idade) - Via inglGvio

C.L.: Curcuma longa; ST: Salmonella Typhimurium.
C.L.1: 1,0% Curcuma Longa; C.L.2: 2,0% Curcuma Longa; C.L.3: 3,0% Curcuma Longa.
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As aves inoculadas e nédo inoculadas foram alojadas separadamente, mantendo-se
a mesma ambiéncia, em baterias com quatro andares de aco galvanizado, equipadas com
comedouros e bebedouros tipos lineares e bandejas para retirada de excretas. As baterias

foram aquecidas com uma lampada incandescente de 60 W, por andar, até os 14 dias de idade.

Caracterizacdo do Material vegetal

Rizomas secos e pulverizados de Curcuma longa (pd) cultivados no Estado de
Goiés (Julho-2013) foram adquiridos da Cooperativa de Produtos do Acafrdo de Mara Rosa
(Cooperacafrdo) localizada no Municipio de Mara Rosa, Estado de Goiés, Brasil.

Para o controle de qualidade foi realizada a avaliacdo farmacognostica do material
botanico no Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia UFG
(LPPN/FF/UFG).

Foram realizadas a analise macroscopica e a cromatografia em camada delgada
(CCD) dos rizomas pulverizados utilizando como padrdo curcumina (Sigma), de acordo com
técnicas descritas pela Farmacopéia Brasileira *®,

Os rizomas pulverizados de Curcuma longa apresentaram uma coloracdo
fortemente amarelada e granulacGes esbranquicadas e odor aromatico caracteristico para essa

espécie vegetal.

Figura 1 - Cromatografia em camada delgada dos rizomas pulverizados de Curcuma longa

evidenciando mancha verde fluorescente correspondente a curcumina (seta).
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Na cromatografia em camada delgada sob luz ultravioleta (365 nm) evidenciou-se
no terco superior da placa, a presenca de uma mancha com coloracéo fluorescente verde que
corresponde ao padrdo curcumina (Rf= 0,68). Na amostra dos rizomas pulverizados da
Curcuma longa observou-se uma mancha com as mesmas caracteristicas descrita para o
padrdo (Rf=0,68) (Figura 1).

Os dados obtidos na avaliacdo farmacognostica estdo de acordo com o descrito na
Farmacopéia Brasileira®® para essa espécie vegetal, indicando que o material testado

corresponde aos rizomas pulverizados da Curcuma longa.

Preparacéo do in6culo

O indculo foi preparado com Salmonella Typhimurium isolada de amostras de
frangos de corte cedidas pelo Laboratério de Bacteriologia, da EVZ/ UFG e tipificada pelo
Laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ (RJ).

O isolado foi replicado em agar Xylose-Lysine-Tergitol4 (XLT4) e incubada a
37°C por 24h. Em seguida, as células foram suspensas em solucdo salina tamponada a 0,85%,
e ajustada com auxilio da escala de Mac Farland a concentracdo de 1,2 x 10* Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC)/mL de Salmonella Typhimurium **.

A concentracdo foi confirmada por plagueamento das diluicdes decimais seriadas
em agar XLT4 com posterior incubacdo a 37°C e contagem das Unidades Formadoras de

Colénia (UFC) de Salmonella Typhimurium.

Inoculacdo das aves

Com um dia de vida, no momento do alojamento, utilizando seringas de 1mL
esterilizadas, os pintos foram inoculados via oral, com 0,5 mL de solugéo salina tamponada a

0,85%, contendo aproximadamente 1,2 x 10*UFC/mL de Salmonella Typhimurium.

Programa alimentar

O programa alimentar foi constituido por trés racGes experimentais diferentes:
pré-inicial, inicial e crescimento (Tabela 1). As racOes fornecidas aos animais, na forma

farelada a base de milho moido e farelo de soja, foram formuladas de acordo com a
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composicdo dos alimentos e exigéncias nutricionais preconizadas por Rostagno et al. %,

fornecida ad libitum durante todo o periodo experimental.

TABELA 1 — Composicdo das racdes experimentais fornecida aos frangos de corte durante todo o
periodo experimental (1 - 35 dias de idade)

Inaredientes Pré- Inicial Inicial Crescimento
’ (1-7dias) (8-2Ldias) (22 35 dias)
. . 51,33 53,26 56,20
Milho grao
Farelo de soja (45%) 36,12 33,78 30,15
Oleo de soja 3,63 4,55 5,49
Fosfato bicéalcico 1,92 1,82 1,68
. 0,84 0,81 0,77
Calcario
0,45 0,44 0,42
Sal comum
L-lisina HCL 0,38 0,22 0,20
DL-metionina 0.37 0.26 0.24
) 0,16 0,07 0,05
L-treonina
Premix vitaminico** 0,20 0,20 0,20
Premix mineral*** 0,05 0,05 0,05
Inerte (amido) 4.5 4.5 45
100,000 100,000 100,000
Total
Nutrientes
Energia metabolizavel 2,960 3,050 3,150
Calcio (%) 0,942 0,899 0,837
Fésforo Disponivel (%) 0,471 0,449 0,418
Sédio (%) 0,224 0,218 0,208
Lisina Total (%) 1,503 1,316 1,212
Metionina + cistina Total (%) 0,968 1, 005 0,947
Metionina Total (%) 0,790 0,673 0,632
Proteina Bruta (%) 22,110 21,140 19,730

* Suplemento vitaminico (niveis de garantia por kg do produto): vit. A, 1.680.000 Ul; vit.D 3, 400.000 Ul; vit. E, 3500 mg; vit. K, 360 mg;
vit. B1, 436,50 mg; vit. B2, 1.200 mg; vit. B6, 624 mg; vit. B12, 2.400mcg; ac. Félico, 200 mg; &c. pantoténico, 3.120 mg; niacina, 8.400
mg; biotina, 10.000 mcg. ** Suplemento mineral (niveis de garantia por kg do produto): zinco, 17.500 ppm; ferro, 12.500 ppm; cobre, 2.000
ppm; iodo, 187,50 ppm; selénio, 75 ppm. ***sem adicéo de promotor de crescimento e sem adic&o de anticcicidiano.

A clrcuma em p6 foi adicionado & racdo em substituicdo ao material inerte
(amido), de acordo Abbas et al 2. De acordo com o tratamento retirava-se a quantidade de

inerte e acrescentava-se a quantidade de Curcuma longa de acordo com 0 necessario.
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Pesquisa de Salmonella

Uma ave por parcela, no total de seis aves por tratamento, aos sete, 21 e 35 dias de
idade, foi insensibilizada por inalagdo de CO? e posteriormente eutanasiadas por sec¢do
interna dos vasos do pesco¢o e seus figados, baco e tonsilas cecais foram coletados
assepticamente. O 6rgdo foi macerado e cerca de um grama foi transferido para tubos de
ensaio contendo agua peptona a 1% na proporcao 1:10 e incubados a 37°C por 24 h.

Ap0s o periodo de incubacdo, aliquotas de 1,0 mL da agua peptonada a 1% foram
transferidas para 9 mL caldo selenito cistina (CS) e 0,1mL para 10 mL de caldo Rappaport e
incubados a 37°C por 18-24 h. Posteriormente, com o auxilio de uma alga niquel-cromo,
foram realizados repiques nos agares verde brilhante (VB) e Xylose-Lysine-Tergitol4
(XLT4) e incubadas a 37°C por 18-24 h. De cada um dos agares foram selecionadas de trés a
cinco coldnias com caracteristicas morfoldgicas de Salmonella e repicadas em agar triplice
acucar-ferro (TSI), seguindo-se incubacao a 37°C por 18-24 h.

As culturas em TSI (agar triplice acucar-ferro) com crescimento sugestivo de
Salmonella foram submetidas aos testes de: producdo de indol, motilidade, urease,
descarboxilacdo da lisina, vermelho de metila, utilizacdo do malonato e citrato de Simmons.

Contagem de linfocitos em 6rgéos linfoides secundarios

Para a contagem de linfocitos foram colhidos fragmentos de baco e tonsilas
cecais aos sete, 21 e 35 dias, os quais foram fixados em formalina tamponada a 10%, durante
24h, processados e incluidos em parafina. Em seguida, foram confeccionados cortes de 5um,
que foram distendidos sobre laminas histoldgicas e corados por hematoxilina e eosina (HE).

Para a contagem dos linfdcitos foi utilizada a técnica de planimetria por contagem
de pontos, sendo o numero de campos fotografados de cada amostra determinado por meio de
média acumulada, de acordo com o proposto por Williams 2. Para isso, foram capturadas as
imagens de 15 campos de cada um dos fragmentos de baco e tonsila cecal de cada animal
com campo de aumento de 40x, para a posterior contagem dos linfocitos, realizada com o
auxilio do software Image J.

Um reticulo quadrangular composto por 25 pontos foi sobreposto a imagem
histologica digital e apenas foram contados os linfocitos nas intersec¢cdes presentes no campo
visual. Os linfocitos contados no baco e tonsila cecal foram classificados quanto ao grau de

proliferacdo e classificados em ausente: menos de 10% de aumento de linfdcitos; discreto:
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entre 10,1 a 20% de proliferacéo de linfocitos; moderado: entre 20,1 a 40% de proliferagdo
de linfocitos e acentuado: acima de 40.1% de proliferagdo de linfdcitos.

Preliminarmente, foi realizada a contagem dos linfocitos no baco e tonsilas cecais
do grupo controle, obtendo-se a media para efeito de comparacdo e referéncia na

determinacdo do grau de aumento linfoide nos 6rgaos dos animais inoculados.

Exames histopatoldgicos

Fragmentos dos rins, figado, tonsilas cecais duodeno e jejuno aos sete, 21 e 35
dias foram coletados e processados de acordo com a metodologia convencional de Luna .
Ap6s serem fixadas por 24h em solucdo de formalina neutra tamponada a 10%, os
fragmentos foram recortados, acondicionados em cassetes e identificados. Em seguida, foram
lavados em &gua corrente para retirada de excessos de pigmentos de formol e posteriormente
desidratados em a&lcool etilico em série crescente, desde 70% até &lcool absoluto.
Posteriormente, procedeu-se a clarificagdo com xilol e impregnacdo em parafina histolgica,
com ponto de fusdo a 56° C. Os fragmentos de 5,0 mm foram incluidos em blocos de
parafinas histolOgicas, seccionados a 5,0 um em micrétomo rotativo, marca American-
Optical, modelo Spencer-820, utilizando navalhas descartaveis, laminados, e coradas pelo
método de Hematoxilina — Eosina (HE), sendo as laminas lidas em microscopio 6ptico de

campo claro, marca Carl Zeiss, modelo JENAVAL.

Perfil bioquimico

Aos 14 e 36 dias de idade, quatro aves por tratamento foram submetidas a um
jejum de oito horas, insensibilizadas por inalacdo de CO, e posteriormente eutanasiadas,
obtendo-se amostras de sangue por venopunc¢do na regido coxofemoral, utilizando seringas de
5 mL para os animais de 14 dias de idade e de 10 mL para os animais com 36 dias de idade.

Para as aves com 14 dias de idade foram obtidos 5 mL de sangue e em seguida
foram acondicionados, 1 mL de sangue em tubo comercial contendo anticoagulante fluoreto
de sddio e EDTA K3 para glicose e 2 mL em tubo sem anticoagulante contendo acelerador de
retracdo de coagulo e gel de separacdo para as analises bioguimicas.

Para as aves com 36 dias de idade foram obtidos 5 mL de sangue e em seguida
foram acondicionados 2 mL em tubo comercial contendo anticoagulante EDTA (EDTA K3)
fluoreto de sédio e EDTA K3 para glicose e 3 mL de sangue em tubo sem anticoagulante

contendo acelerador de retracdo de coagulo e gel de separacdo para as analises bioquimicas.
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Para a determinacdo da glicose o tubo contendo amostra sanguinea foi
centrifugado por cinco minutos a 2800 rpm para obtencdo do plasma. Imediatamente este tubo
foi encaminhado para analise. Os demais exames bioguimicos foram realizados a partir das
aliquotas de soro obtidos dos tubos com sangue sem anticoagulante, apds a centrifugacdo a
2800 RPM por minuto. As aliquotas foram organizadas em tubos de polipropileno, tipo
eppendorf, e congelados até 0 momento da analise. O congelamento foi de - 20 °C. Todas as
analises bioquimicas foram realizadas com kit comercial Labtest®, e as analises em analisador
automatico Wiener Lab® CM 200.

Analises estatisticas

Os resultados dos pardmetros sanguineos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) em arranjo fatorial 4 (doses) x 2 (contaminacdo), sendo testadas todas as
pressuposicdes de normalidade. A normalidade dos erros foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk, a homogeneidade do erro pelo teste de Levene e a independéncia pelo teste de Durbin-
Watson. Todas as varidveis com efeito significativo no teste de F da ANOVA tiveram as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As varidveis com interacdo
significativa entre os fatoras foram desdobradas e as médias comparadas pelo teste de Tukey.
Além disso, para descrever melhor os efeitos das doses foi realizada a analise de regressao,
sendo ajustado melhor modelo com base no R? ajustado e no teste de falta de ajuste. Todas as
analises foram realizadas no programa R versdo 3.2.3 (R Core Team, 2015) utilizando o
pacote Agricolae para a analise de variancia e o pacote Lmtest para a analise de regressao
(Zeileis & Hothorn, 2002).

As variaveis discretas ou aquelas que ndo apresentaram normalidade foram
avaliadas teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, utilizando o programa
R versdo 3.2.3 (R Core Team, 2015) pacote agricolae (Zeileis & Hothorn, 2002).

Para os estudos de colonizacdo de Salmonella Typhimurium foi utilizado teste

descritivo considerando a frequéncia encontrada nas variaveis.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar a Tabela 2 verifica-se que aos sete dias de idade, Salmonella foi
isolada do figado das aves do grupo controle (inerte + Salmonella Typhimurium) e do grupo
que recebeu 1% de Curcuma longa + Salmonella Typhimurium. O sorovar Typhimurium néo
foi isolado nos tratamentos que receberam 2% e 3% de Curcuma longa + Salmonella
Typhimurium em nenhuma das idades estudadas.

No baco os resultados aos sete dias foram semelhantes aos encontrados no figado,
no entanto foram diferentes nos grupos que receberam 2% e 3% de Curcuma longa +
Salmonella Typhimurium, com maior frequéncia no grupo com 3% de Curcuma longa +
Salmonella Typhimurium. Verifica-se ainda na Tabela 2 que Salmonella Typhimurium néo

foi isolada nas tonsilas cecais de nenhum tratamento durante toda fase experimental.

TABELA 2 - Frequéncia de isolamento de Salmonella Typhimurium em 6rgdos de frangos de corte
alimentados com curcuma aos sete, 21 e 35 dias de idade

Inerte + 1% Curcuma + 2% Curcuma+ 3% Curcuma +

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
Idade / Orgaos Figado
7 dias 2/6 (33,3%) 1/6 (16,6%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
21 dias 1/6 (16,6%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
35 dias 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
Idade / Orgaos Bago
7 dias 2/6 (0%) 1/6 (16,6%) 0/6 (0%) 1/6 (16,6%)
21 dias 1/6 (16,6%) 0/6 (0%) 1/6 (16,6%) 1/6 (16,6%)
35 dias 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 2/6 (33,3%)
Idade / Org&os Tonsila
7 dias 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
21 dias 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)
35 dias 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%) 0/6 (0%)

Estas observacGes sugerem que Salmonella Typhimurium migrou para o figado e
0 baco por uma via alternativa, que ndo requer inicialmente a colonizagao intestinal. Segundo
Vazquez - Torres et al. . Salmonella Typhimurium possui grande afinidade por macréfagos
gue expressam uma proteina integrina CD 18, que possibilita que o fagocito conduza a
Salmonella Typhimurium apos a sua internalizacdo pela circulagdo até o baco e o figado.

A auséncia de Salmonella Typhimurium em toda a fase experimental nas tonsilas
cecais pode ser atribuida ao efeito antimicrobiano da curcumina no intestino, e também ao
aumento da producdo de muco por particulas do produto vegetal. Este produto apresenta baixa

biodisponibilidade quando administrado por via oral o que provavelmente agrediu
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mecanicamente a mucosa, que aumentou a producdo de muco. Tal resultado corresponde as

observaces de Bona et al. ?

, que observaram maior producdo de muco no intestino no grupo
de animais que foram tratados com composto vegetal. Alem disso, a auséncia de Salmonella
Typhimurium no intestino pode ser atribuida a0 aumento na producéo de muco, o que pode
dificultar a adeséo e proliferacdo de bactérias patogénicas Amit-Romach et al. %°.

Ao analisar, os dados da Tabela 3 verifica-se que aos sete, 21 e 35 dias de idade
as aves inoculadas com Salmonella Typhimurium via oral obtiveram maiores quantidades de

linfécitos no bagco quando comparadas as aves ndo inoculadas.

TABELA 3 — Médias de contagem de linfécitos em érgdos de frangos de corte com 7, 21 e 35 dias de
idade, suplementados com Curcuma longa e inoculados ou ndo com Salmonella

Typhimurium
Bago Tonsila cecal

Dose 7 dias Pc.;L. 21 dias PC.;L. 35 dias PC.;L. 7 dias 21 dias PC.;I;. 35 dias PC.;I;.
0% 5,55 6,68 6,34 - 6,39 6,29b
1% 5,84 P 6,45 A 6,88 P - 6,97 P 6,58ab P
2% 51 A 5,88 D 7,07 P - 6,16 A 7,78ab P
3% 52 A 6,75 P 7 P - 7,8 P 8,25a P
P>F 0,7231 0,3151 0,5190 - 0,1601 0,0236
Regressio Ns Ns Ns Ns Lin®
Bactéria Baco Baco Baco - Tonsila Tonsila
Contaminado 5,99a P 6,99a P 7,448 P - 6,97 P 7,36 P
Controle 5000 A 5,86b D 6,27b D - 6,57 P 7,03 P
P>F 0,0051 0,0072 0,0041 - 0,7172 0,2920
Doses X bactéria Bago Baco Baco - Tonsila Tonsila
P>F 0,3086 0,6032 0,5425 - 0,0556 0,1478
C.V. (%) 20,61 20,37 19,18 - 22,63 20,24

*> médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
G. PL: Grau de proliferacéo linfocitaria. A- Ausente <10% de DL; D - Discreta de 10 a 20% de DL. P - Proliferacéo
1y =0,7264x + 6,128. R? ajustado = 0,1922

27 8

Segundo Anderson & Stephens %’ e Tessari & Cardoso %, a contagem total dos
linfocitos, pode ser utilizada para interpretacdo segura da natureza da infeccdo bacteriana,
sendo de extrema importancia para o diagnéstico de doencas aviarias. Linfocitos sdo células
de defesa originadas da bursa de Fabricius e do timo, que migram para demais 6rgdos como
baco, tonsilas cecais e figado. Trata-se de células que, em processos inflamatorios agudos,
respondem a mediadores inflamatorios e via corrente circulatéria migram dos tecidos
linfoides para o local da inflamagdo %. A elevacdo do nimero de linfécitos nos centros
germinativos do bago encontrado no presente estudo pode sugerir um envolvimento do tecido

esplénico para controlar a injdria causada por Salmonella.
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Na Tabela 3 verifica-se que aos 35 dias de idade, as aves suplementadas com 3%
de clrcuma possuiam maior quantidade de linfocitos na tonsila cecal quando comparadas ao
tratamento sem suplementacdo de cdrcuma (P<0,05). Tal resultado sugere que a curcumina
estimulou a producéo de linfécitos pelo 6rgao. Verifica-se que houve efeito da suplementagéo
de Curcuma longa na contagem de linfocitos aos 35 dias na tonsila cecal (p<0,05). Na analise
de regressédo, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito linear (y = 0,7264x +
6,128, R? = 0,1922), demonstrando que o nimero de linfécitos aumenta quando se aumenta a
concentracdo de Curcuma longa na ragéo.

Este resultado é consistente com o efeito imunomodulador da clrcuma na mucosa

| ¥ e por Rajpud et al. *, que verificaram

intestinal e se respalda em Jagetia e Aggarwa
aumento razoavel no numero de células T e B ao utilizem o composto ativo curcumina.

Ao analisar as tabelas 4, 5, 6 verifica-se que ndo ocorreu nenhuma diferenca
significativa nas avaliacdes histopatoldgicas do figado, rins e tonsilas cecais.

Nas avaliacGes histopatoldgicas do figado, observa-se que houve congestdo em
todas as idades e tratamentos, esse achado possivelmente pode estar relacionado ao método de
eutanasia utilizado, ou seja, atordoamento por inalagcdo de CO2.

De acordo com Santos 2

, @ hiperemia ativa ou congestdo € um distdrbio
circulatério hepatico, muito comum nas insuficiéncias finais do miocéardio.

Observa-se também na tabela 4 que as aves suplementadas com 2% de clrcuma
sem a inoculacdo com Salmonella Typhimurium tiveram maior frequéncia de edema hepatico
aos sete e 21 dias de idade (33,3% das aves) e, aos 35 dias de idade, 50% das aves deste grupo
ja possuiam esse tipo de lesdo. Além destes achados, ndo se identificou lesbes indicativas de
infeccdo. A auséncia da infeccdo corrobora com Barcelos et al. * que ao analisar figados
infectados por Salmonella. ndo observaram lesdes microscopicas, embora estes autores nao
tenham relatado o sorovar da Salmonella.

Também ndo se observou nenhum efeito toxico nas células hepaticas (Tabela 4)
provocadas por Salmonella Typhimurium e circuma.

Nas avaliacdes histopatologicas do rim (Tabela 5) observa-se que as aves
suplementadas com 3% de clUrcuma longa e que ndo foram inoculadas com Salmonella

Typhimurium apresentaram discreta hemorragia em toda fase experimental.
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TABELA 4 - Frequéncia de lesbes histopatoldgicas observadas em figado aos sete, 21 e 35 dias de
idade em aves suplementadas com Curcuma longa e inoculadas ou ndo com Salmonella

Typhimurium
Figado
7 dias
Alteracdes _ Congestéo Hemorragia Edema
Tratamento/Graus de lesbes + ++ + ++
Controle 5 (6) - 1(6) - -
CL.1 4 (6) - 1(6) - 1(6)
CL.2 5 (6) - - - 2 (6)
CL.3 2 (6) - - - 2 (6)
Controle + S.T. 4 (6) - 1(6) - -
C.L.1+S.T. 2 (6) 1(6) - - -
CL.2+S.T. 5 (6) - - - 2 (6)
C.L.3+S.T. 5 (6) 1(6) - - -
X? 8,0357 6,57 4,88 9
P> X? 0,3295 0,4739 0,6742 0.2522
21 dias
Alteracoes Congestao Hemorragia
p Edema
Tratamento/Graus de lesbes + ++ + ++
Controle 3 (6) - 1(6) - 1(6)
CL.1 4 (6) - - - -
CL.2 5 (6) 1(6) 1(6) - 2 (6)
CL.3 2 (6) 1(6) 1(6) - -
Controle + S.T. 3 (6) - - - 1(6)
C.L.1+S.T. 3 (6) - 1(6) - -
C.L.2+S.T. 4 (6) - - - -
C.L.3+S.T. 6 - - - -
X? 9,18 6,13 4,27 8,54
P> X’ 0,2396 0,5246 0,7479 0,287
35 dias
Alteracdes Congestéo Hemorragia
. Edema
Tratamento/Graus de lesbes + ++ + ++
Controle 2 (6) - 1(6) - -
CL.1 2 (6) - - - 1(6)
CL.2 5 (6) - - - 3(6)
CL.3 5 (6) - - - 1(6)
Controle + S.T. 4 (6) - - - -
C.L.1+S.T. 4 (6) 1(6) 1(6) - -
C.L.2+ST. 5(6) - - - -
C.L.3+S.T. 4 (6) 2 (6) - - -
X? 8,81 10,79 6,13 13,72
P> X? 0,26 0,1479 0,5246 0,0553

C.L.: Curcuma longa; ST: Salmonella Typhimurium.
C.L.1: 1,0% Curcuma Longa; C.L.2: 2,0% Curcuma Longa; C.L.3: 3,0% Curcuma Longa.
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TABELA 5 - Frequéncia de lesdes histopatoldgicas observadas em rim aos sete, 21 e 35 dias de idade
em aves suplementadas com Curcuma longa e inoculadas ou ndo com Salmonella

Typhimurium
Rim
7 dias
Alteracoes Congestéo Hemorragia
~ Edema
Tratamento/Graus de les6es + ++ + ++
Controle 1(6) - 1(6) 1(6) -
CL.1 1(6) - - - -
CL.2 1(6) - 1(6) - -
CL.3 2 (6) - 1(6) - -
Controle + S.T. - - - - -
C.L.1+S.T. 1(6) - - - -
C.L.2+S.T. - - - - -
C.L.3+S.T. 2 (6) - - - -
X? 3,54 8,0357 6,66
P>X* 0,83 0,3295 0,4644
21 dias
Alteracdes Congestao Hemorragia
Edema
Tratamento/Graus de lesfes + ++ + ++
Controle 2 (6) - - - 1(6)
CL.1 1(6) 1(6) 1(6) - 1(6)
CL.2 3 (6) - 3 (6) - -
CL.3 3 (6) - 2 (6) - -
Controle + S.T. 2 (6) - - - -
C.L.1+S.T. 3 (6) - 1(6) - -
C.L.2+S.T. 4 (6) 1(6) - - -
C.L.3+S.T. 1(6) - 1(6) - -
X? 5,37 6,13 9,4 6,13
P>X* 0,6144 0,5246 0,2252 0,5246
35 dias
Alteragdes Congestao Hemorragia
Edema
Tratamento/Graus de les6es + ++ + ++
Controle 3 (6) - 1(6) - -
CL.1 3 (6) - - - 1(6)
CL.2 4 (6) - 1(6) - 1(6)
CL.3 5 (6) - 2 (6) 1(6) -
Controle + S.T. 2 (6) - 3(6) - 1(6)
C.L.1+S.T. 3 (6) 1(6) 1(6) - -
CL.2+S.T. 5 (6) - - - -
C.L.3+S.T. 5 (6) 1(6) - - -
X? 6,61 6,19 9,5 7 5,22
P>X? 0,4701 0,5246 0,2183 0,4289 0,6329

C.L.: Curcuma longa; ST: Salmonella Typhimurium.

C.L.1: 1,0% Curcuma Longa; C.L.2: 2,0% Curcuma Longa; C.L.3: 3,0% Curcuma Longa.
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Nas avalia¢Oes histopatoldgicas de tonsila (Tabela 6) observa-se hemorragia mais
acentuada (grau dois) em diferentes tratamentos com ou sem a inoculagdo com Salmonella
Typhimurium, com maior frequéncia observada de hemorragia grau dois em 33,3% (2/6) das
aves sem inoculacdo com 1% de circuma aos 35 dias de idade.

Mesmo com diferentes achados citados anteriormente constata-se que as
alteracOes verificadas nos 6érgdos avaliados microscopicamente ndo foram relevantes com

efeito toxico nas doses utilizadas, em relacdo as lesbes aos sete, 21 e 35 dias de idade.

TABELA 6 - Frequéncia de lesdes histopatoldgicas observadas na tonsila aos 21 e 35 dias de idade em
aves suplementadas com Curcuma longa e inoculadas ou ndo com Salmonella

Typhimurium
Tonsilas cecais
21 dias
AlteracGes Congestao Hemorragia Edema
Tratamento/Graus de lesdes + ++ + ++
Controle 1(6) - 1 (6) - -
CL.1 - - 2 (6) 1(6) 1(6)
CL.2 - - 4 (6) - -
CL.3 - - 1(6) 1(6) -
Controle + S.T. - - 2 (6) - -
C.L. 1+ S.T. - - 2 (6) 1(6) -
CL.2+S.T. - - - - -
C.L.3+ST. - - 2 (6) - -
X? 6,66 7,26 5,95 7
P> X? 0,4644 0.4180 0,5452 0,4289
Tonsilas cecais
35 dias
AlteracGes Congestao Hemorragia
Edema
Tratamento/Graus de lesdes + ++ + ++
Controle - - 1 (6) - -
CL.1 - - 2 (6) 2 (6) -
CL.2 - - 3 (6) - -
CL.3 - - 2 (6) 1(6) -
Controle + S.T. - - 3 (6) - -
C.L.1+S.T. - - 4 (6) - -
C.L.2+ST. - - 2 (6) - -
C.L.3+S.T. - - 1(6) 1(6) -
X? 5,22 8,54
P> X? 0,6329 0,287

C.L.: Curcuma longa; ST: Salmonella Typhimurium.
C.L.1: 1,0% Curcuma Longa; C.L.2: 2,0% Curcuma Longa; C.L.3: 3,0% Curcuma Longa.
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Nas avalia¢Oes histopatoldgicas do duodeno na Tabela 7, observa-se que aos sete
dias de idade ndo ocorreu nenhuma diferenca estatistica. Aos 21 dias de idade houve diferenga
estatistica para producdo de muco, observando que quando se suplementou apenas com 1% e
3% e ndo houve inoculagdo com Salmonella Typhimurium observou um maior numero de
aves que apresentaram muco. Que pode ter ocorrido pelo fato do pH da Curcuma longa ser
acido, que sugere que a acidificacdo do intestino auxiliou na manutencdo da integridade
intestinal reduzindo os desafios microbioldgicos sobre a mucosa, que melhora a capacidade de
utilizacdo do alimento e reduz os gastos de manutencéo dos tecidos intestinais >* .

Observa-se tambeém na Tabela 7, que aos 35 dias de idade houve diferenca
estatistica para produgdo de muco, com maior frequéncia nas aves que nao foram inoculadas
com Salmonella Typhimurium. Lu et al * relatam que as bactérias intestinais desempenham
um papel importante em sua saude através dos seus efeitos sobre a morfologia do intestino. A
microbiota funciona protegendo o intestino contra a coloniza¢do por agentes patogénicos e
para estimular a resposta imunitaria. As bactérias intestinais sdo 0s principais responsaveis
por degradar as grandes quantidades de muco produzido pelas células caliciformes no

intestino.

TABELA 7 - Frequéncia de lesdes histopatoldgicas observadas no duodeno aos sete, 21 e 35 dias de
idade em aves suplementadas com Curcuma longa e inoculadas ou ndo com Salmonella

Typhimurium
Duodeno - 7 dias
Alteracbes Infiltrados - M Infiltrados — P Congestéo
Tratamento/Graus de

lesdes + ++ +++ 4+ ++ +++ + ++ +++ Muco
Controle - 1(6) - - 1 (6) - - § § 1 (6)
CL.1 - - - - - - 1 (6) - - 1(6)
CL.2 - - - - - - - - - 1 (6)
CL.3 - - - - - - 1 (6) - - 2 (6)
Controle + S.T. - - - - - - - - - 1 (6)

C.L.1+S.T. - 2 (6) - - - - - - - -

C.L.2+ST. - - - - - - - - - -

C.L.3+S.T. - - - - - - 2 (6) - - -
X’ - 108 - - 7 - 854 - - 522

P>X’ - 015 - - 0,4289 0,29 - - 0,6329
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TABELA 7 - Frequéncia de lesdes histopatoldgicas observadas no duodeno aos sete, 21 e 35 dias de
idade em aves suplementadas com Curcuma longa e inoculadas ou ndo com Salmonella
Typhimurium (Continuacao)

Duodeno - 21 dias

Alteracdes Infiltrados - M Infiltrados — P Congestdo
Tratamento/Graus de

lesdes + ++ 4+ + ++ +++ + ++ +++ Muco
Controle 2(6) - - 2(6) - - 1(6) 2(6)b
CL.1 - - - - - - - - - 5(6) a
CL.2 - - - - - - - - - 2()b
CL.3 - - - - - - 3(6) - - 5(6)a
Controle + S.T. 2(6) - - - - - 3(16) - - 1(®)b
C.L.1+S.T. 16 - - 1(6) - - 16 - - 1(6)b
C.L.2+S.T. - - - - - - 2(6) - - 0(6)b
C.L.3+S.T. 1(6) - - - - - - - - 0(6) b
X 82 - - 108 - - 114 - - 2056

P> X’ 0,31 - - 0,15 - - 012 - - 0,0044

Duodeno - 35 dias
Alteracbes Infiltrados — M Infiltrados — P Congestéao
Tratamento/Graus

de lesdes + ++ +++ + ++  +++ + ++ +++ Muco
Controle 1(6) 1(6) - - - - - - - 5(6) a
CL.1 - 2 (6) - - 26) - 26 1(06) - 4 (6) a
CL.2 26) - - - - - 16 - - 4(6a
CL.3 - - 26) - 1) - 3(6) - - 3(6)ab
Controle + S.T. - - - - - - 1) - - 2()Db
C.L.1+S.T. - - - - - - 1(6) - - 1(6)b
C.L.2+S.T. - - 16) - 1(6) - 1(6) - - 0(6)b
C.L.3+ST. 1 (6) - - - - - - - - 1(6)b
X? 854 10,8 11 - 854 - 736 7 - 14,77

P> X? 029 0,15 0,1 - 0287 - 039 04 - 0,039

C.L.: Curcuma longa; ST: Salmonella Typhimurium.
M: Mononuclear; P: Polinuclear
C.L.1: 1,0% Curcuma Longa; C.L.2: 2,0% Curcuma Longa; C.L.3: 3,0% Curcuma Longa.

Ao analisar a tabela 8 verifica-se que ndo ocorreu nenhuma diferenca significativa

nas avaliacGes histopatoldgicas do jejuno em nenhuma das idades estudadas.
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TABELA 8 - Frequéncia de lesbes histopatologicas observadas no jejuno aos sete, 21 e 35 dias de
idade em aves suplementadas com Curcuma longa e inoculadas ou ndo com Salmonella

Typhimurium
Jejuno - 7 dias
Alteracdes Infiltrados — M Infiltrados — P Congestao
Tratamento/Graus de
lesOes + ++  +++ + ++  +++ o+ ++ +++ Muco
Controle - 1) - - 1) - - - - 3 (6)
CL.1 - - - - - - 1(6) - - 1 (6)
CL.2 - - - - - - - - - 1 (6)
C.L.3 2 (6) - - - - - - - - 1 (6)
Controle + S.T. - - - - - - - - - -
C.L.1+S.T. - - - - - - - - - 1 (6)
C.L.2+ST. 2(6) - - - - - 1(6) - - -
C.L.3+S.T. - - - - - - - - - 1(6)
X? 1281 7 - - 7 - 613 - - 7,05
P> X? 0,077 0,43 - - 0,43 - 052 - - 0,4237
Jejuno - 21 dias
Alteracbes Infiltrados — M Infiltrados — P Congestéo
Tratamento/Graus de
lesBes + ++ 4+ + ++ -+ o+ ++ +++  Muco
Controle 26) - 26 16 - - - - - 3
CL.1 16 - - - - - 16) 26) - -
CL.2 16) 26) - - - - - - - 30
CL.3 - - - - - - 10 16 - 2
Controle + S.T. 1 (6) - 2 (6) - - 1(6) - - - 1(6)
C.L.1+S.T. 1(6) 1(6) - - - - - - - 1 (6)
CL.2+ST. - 2(6) - - - - 1(6) 1(6) - -
C.L.3+S.T. - 2 (6) - - - - - - - 2 (6)
X? 522 9 1281 7 - 7 522 854 - 8,7
P> X? 0,633 0,25 0,077 04 - 0,43 0,63 0,287 - 0,2746
Jejuno - 35 dias
AlteracOes Infiltrados — M Infiltrados — P Congestéo
Tratamento/Graus de
lesBes + ++ +++ + o+ ++ +++ Muco
Controle 2(6) 2(6) - - - - - - R 4 (6)
CL.1 16) 16) 36) - - - - - - 2(
CL.2 3) - -1
CL.3 16) 2(6) 16) - - - - - - 2(
Controle + S.T. 1(6) - - - - - 1(6) - - 2 (6)
C.L.1+S.T. 16) 1(6) 1(6)b - - - - - - 3 (6)
C.L.2+S.T. 1(6) - - - - - - - - -
C.L.3+S.T. 1(6) 3(6) - - - - - - - 2 (6)
X? 357 95 13,72 - - - 7 - - 10,74
P> X? 0,827 0,22 0,055 - - - 043 - - 0,1502

C.L.: Curcuma longa; ST: Salmonella Typhimurium.
M: Mononuclear; P: Polinuclear

C.L.1:1,0% Curcuma Longa; C.L.2: 2,0% Curcuma Longa; C.L.3: 3,0% Curcuma Longa.
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Na Tabela 9 encontram-se os resultados dos niveis de perfil bioquimicos

sanguineos aos 14 e 36 dias de idade.

TABELA 9 - Valores de creatinina, glicose, acido Urico, aspartatoaminotransferase (AST) e gama
glutamiltransferase (GGT) de frangos de corte com 14 e 36 dias de idade,
suplementados com Curcuma longa e inoculados ou ndo com Salmonella Typhimurium

14 dias de idade

Doses Creatinina Glicose Ac. Urico AST GGT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UI/L)  (UI/L)
0 0,25 285,12 7,65 418,42% 32,51
1% 0,29 296,98 8,07 33523" 26,21
2% 0,33 244,81 7,58 324,30° 36,44
3% 0,33 254,29 6,72 315,30° 33,5
P>F 0,0521 0,1507 0,4269 <0,0001 0,2351
Regressio Lin" Ns Ns Lin® Ns
Contaminagao
Com 0,32 280,21 7,48 332,57°  34.13
Sem 0,28 259,48 7,53 366,17° 30,2
P>F 0,0848 0,1507 0,9268 0,0469  0,2746
Doses x Contaminacéo
P>F 0,1272 0,4153 0,3071 0,0007  0,2003
CV% 27,05 19,43 26,82 16,56 38,15
36 dias de idade
Doses Creatinina Glicose Ac. Urrico AST GGT
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UI/L)  (UI/L)
0 0,26 280,16 2,84°% 318,82 48,22
1% 0,24 286,22 3,76° 359,66 51,16
2% 0,25 281,66 3,13° 305,07 65,45
3% 0,25 277,18 1,31° 304,25 50,57
P>F 0,9296 0,9795 0,0005 0,0261  0,0556
Regressao Ns Ns Quad. Ns Ns
Contaminagao
Com 0,25 302,25° 1,41° 300,01°  59,34°
Sem 0,24 261,29" 411 34320% 48,35°
P>F 0,6058 0,0092 <0,0001 0,0038  0,0253
Doses x Contaminacéo
P>F 0,9807 0,789 0,0052 0,1854  0,9756
CV% 22,47 17,98 48,38 15,76 30,43

2> médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

'y = 0,0285x + 0,2561. R? ajustado = 0,1374
2y =-32,429x + 396,62. R? ajustado = 0,2292
%y =-0,6865x2 + 1,5376x + 2,8564. R? ajustado = 0,1555
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Observando a Tabela 9, em relagdo a avaliacdo da creatinina ndo se observou
diferencga estatistica (P<0,05) entre os tratamentos, embora ela tenha pouca aplicagdo na
avaliacdo da saude da ave, uma vez que seu precursor, a creatina, € excretada pelos rins antes

. 3 que as concentracdes de

de se transformar em creatinina. Sendo relatado por Rajman et a
creatinina sdo diretamente proporcionais a massa muscular e reduzem os valores com a idade.
Na anélise de regressao dos valores de creatinina foi encontrado valor significativo (p<0,05)
com efeito linear (y = 0,0285x + 0,2561, R* = 0,1374, demonstrando que houve aumento dos
valores de creatinina conforme se aumentou dose de Curcuma longa na racao.

Ao analisar a Tabela 9 verifica-se que houve efeito da suplementacdo de
Curcuma longa nas ragdes sobre os valores de AST (p<0,05). Na anélise de regressdo dos
valores de AST, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito linear (y = -32,429x +
396,62, R? = 0,2292), demonstrando que a variavel AST reduziu & medida que aumentou

dose de Curcuma longa na ragéo.

TABELA 10 - Desdobramento das interagdes significativas entre agentes inoculados e utilizagdo de
diferentes niveis de Curcuma para a AST aos 14 dias de idade em frangos de corte

AST (UI/L) - 14 dias

Doses Curcuma Salmonella
Com Sem

Controle 343,33 493,54

1,0% 339,11 331,3"

2,0% 325,00* 323,6™

3,0% 322,82 306,26"°

Regresséo Ns Quad
Meédias seguidas por letras maitsculas (minuscula) diferentes na mesma linha (coluna) indicam diferencas significativas utilizando
teste de Tukeya5%.

Ly = 36,608x° - 166,29 + 485,38. R? ajustado = 0,5603

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenca da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa como mostra a Tabela 10, os niveis de AST, aos 14 dias de idade
sofreu efeito da dose (P<0,05) de curcumina. Foram observadas ainda, diferencas nos teores de
AST na dosagem de 3%, sendo que maiores valores foram observados nas aves inoculadas
com Salmonella Typhimurium.  Na analise de regressdo (Tabela 9) de AST sem
contaminacdo, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (y =
36,608x° - 166,29x + 485,38, R? = 0,5603), demonstrando que a dose de 2,3% foi a que
apresentou menor valor de AST em frangos ndo contaminados. N&o houve ajuste significativo
de modelo em aves néo tratadas.

Na avaliacdo dos niveis de glicose aos 36 dias de idade, verifica-se na Tabela 9

que ocorreu diferencas significativas (P<0,05) entre os valores médios das aves infectadas,
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embora os valores estejam dentre os esperados (200 a 500 mg/dL) *. Os menores valores
foram observados nos tratamentos que utilizaram a curcuma na dieta, indicando que o produto
influenciou no metabolismo deste carboidrato.

Os niveis de acido urico, aos 14 e 36 dias de idade, se encontram abaixo dos
padrbes esperados. Em geral, a concentracdo sanguinea de acido Urico superior a 15mg/dL
indica alteracdo da fungdo renal. No entanto ndo se observou diferenga estatistica entre os
tratamentos aos 14 dias. Quando os niveis de acido urico sdo maiores que a capacidade de
excrecéo renal dos uratos biotransformados ocorre elevacéo deste metabdlito no sangue®. No
entanto aos 36 dias de idade constatou-se efeito da Salmonella nos niveis de excrecdo do
acido drico, que nas aves sdo eliminados sob a forma de uratos semissolidos.

Ao analisar a Tabela 9 verifica-se que houve efeito da suplementacdo de Curcuma
longa nas racGes sobre os valores de acido urico (p<0,05). Na analise de regressao dos valores
de &cido drico, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito quadratico (y = -
0,6865x2 + 1,5376x + 2,8564, R®> = 0,1555), demonstrando que a dose de 1,12% de

suplementacdo de Curcuma longa na racao apresentou maior quantidade de acido drico.

TABELA 11 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes inoculados e utilizagdo de
diferentes niveis de Curcuma para a variavel de acido Urico aos 36 dias de idade em
frangos de corte

Acido arico (mg/dL) - 36 dias

Doses Curcuma Salmonella

Com Sem
Controle 1,72%4 3,944
1,0% 1,49%° 6,03
2,0% 1,38% 4,874
3,0% 1,024 1,594
Regressao Ns Quadl

Médias seguidas por letras maitsculas (minuscula) diferentes na mesma linha (coluna) indicam diferencas significativas
utilizando teste de Tukeya5%.
1y =-1,3429x2 + 3,2069x + 4,0028. R? ajustado = 0,5136

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenca da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa como mostra a Tabela 11 aos 36 dias de idade, verifica-se que
apenas Salmonella influenciou os niveis de acido Urico (P<0,05). Na analise de regressao dos
niveis de &cido urico sem contaminacdo, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com
efeito quadratico (y = -1,3429x2 + 3,2069x + 4,0028, R? = 0,5136), demonstrando que a dose
que apresentou maior valor de &cido Urico foi de 1,12% de suplementacdo de Curcuma longa
na ragdo dos frangos ndo inoculados com Salmonella Typhimurium. N&o houve ajuste

significativo da regresséo nos animais ndo inoculados.
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Aos 36 dias de idade (Tabela 9) verifica-se diferenca significativa (P<0,05) nos
valores de AST em relacédo aos grupos infectados com Salmonella, com menores valores para
0s animais que foram inoculados.

A AST, enzima que avalia a funcdo hepética, ndo é especifica para dano
hepatocelular, pois ela também apresenta alta atividade em outros 6rgaos. Mas mesmo assim,
em caso de suspeitas de lesdo hepatica, a alteracéo dos valores pode auxiliar no diagnéstico®.
De maneira geral, valores de AST acima de 275 UI/L sugerem aumento da sua atividade, e
autores tem relacionado principalmente a distarbios hepaticos ou musculares. Em aves, 0s
valores devem ser superiores a 350 UI/L para se considerar um efeito moderado da enzima
41.

Ao analisar os dados da Tabela 9, verifica-se que as aves inoculadas com um dia
de vida com Salmonella Typhimurium e que receberam trés doses de curcuma na dieta
apresentaram aos 36 dias de idade diferenca significativos (P<0,05) nos valores de GGT, com
maiores valores para os animais que foram inoculados. Em aves, a maior atividade de GGT ¢
nos rins, contudo, a atividade plasmatica ndo se eleva em doenca renal porque a enzima é
excretada na urina *.

Como mostra a Tabela 12, aos 14 dias de idade houve interagéo (P<0,05) entre 0s
niveis de curcuma adicionados a racéo e a inoculacdo por Salmonella para colesterol total e
triglicérides.

Observa-se na Tabela 12, que os niveis de colesterol se mantiveram abaixo dos

valores estabelecidos para aves (100 — 250 mg/gL) *® *

, com interacdo entre Salmonella
Typhimurium e os niveis de circuma aos 14 dias de idade (Tabelal3), mostrando que
circuma a 1% reduziu os niveis de colesterol.

De acordo Hochleithner #2

, 0 metabolismo do colesterol é o principal lipideo
precursor de hormonios esteroides e acidos biliares nas aves e é semelhante ao dos mamiferos.
A diminuicdo dos niveis séricos pode estar associada a insuficiéncia hepética grave, ma
digestdo ou méa absorcao e fome. Como os niveis estiveram abaixo do esperado, o colesterol
também pode ter sido afetado pela linhagem, pela nutricdo, pela idade e pelas condicdes que

as aves foram cuidadas.
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TABELA 12 - Valores de proteinas totais, albumina, globulina, colesterol e triglicerideos de frangos
de corte com 14 dias de idade, suplementados com Curcuma longa e inoculados com
Salmonella Typhimurium

14 dias de idade

Proteinas Colesterol

Doses totais Albumina Globulina total Triglicérides

(g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL) (mg/dL)
0 2,52 1,35 1,17 80,90 147,90°
1% 2,47 1,38 1,09 77,04 67,61°¢
2% 2,69 1,50 1,19 86,78 97,72°
3% 2,53 1,48 1,05 74,69 60,90°
P>F 0,3080 0,2415 0,4743 0,0911 <0,0001
Regressao Ns Ns Ns Ns Ns
Contaminacao
Com 2,56 1,48 1,08 91,90° 142,85°
Sem 2,54 1,38 1,17 68,89" 46,93°
P>F 0,8610 0,0975 0,2343 <0,0001 <0,0001
Doses x Contaminacéao
P>F 0,3098 0,2359 0,4064 0,0353 <0,0001
CV% 11,55 14,78 22,55 14,57 24,7

36 dias de idade

Proteinas Colesterol

Doses totais Albumina Globulina total Triglicérides
(g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL) (mg/dL)

0 2,87" 1,23 1,64° 72,84 33,08
1% 3,01% 1,30 1,70 69,35 30,48
2% 3,00% 1,41 1,65% 69,50 25,54
3% 3,26° 1,34 1,92° 68,45 29,23
P>F 0,0043 0,1030 0,0103 0,7047 0,1219
Regressao Lin' Ns Lin? Ns Ns
Contaminagao
Com 3,15° 1,27 1,88° 70,95 28,93
Sem 2,91° 1,36 1,58"° 69,12 29,93
P>F 0,0016 0,0811 <0,0001 0,5170 0,8189
Doses x Contaminacao
P>F 0,0392 0,9509 0,0712 0,9717 0,3630
CV% 8,30 13,33 12,71 13,90 24,77

> médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
1y =0,1379x + 2,7267. R? ajustado = 0,1646
2y =0,0783x + 1,6124. R? ajustado = 0,0824

Os niveis de colesterol obtidos neste estudo foram diferentes dos estudos
realizados por Emadi et al. **. Estes pesquisadores suplementaram racdes de frango de corte
com 0,00, 0,25, 0,50 e 0,75% de curcuma (rizoma em pod) e ndo constataram diferencas para

os niveis de colesterol aos 21 dias de idade.
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TABELA 13 - Desdobramento das interacdes entre agentes inoculados e utilizacdo de
diferentes niveis de Curcuma para a variavel de colesterol total aos 14 dias
de idade em frangos de corte

Colesterol total (g/dL) - 14 dias

Doses Curcuma Salmonella

Com Sem
Controle 06,28 68,08 *°
1,0% 97,97% 59,58°%
2,0% 92,34 81,22
3,0% 82,72% 66,662
Regressao Ns Ns

Médias seguidas por letras maitsculas (mindscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferencas significativas utilizando teste de
Tukeya5%.

De acordo com Subba Rao et al.**, Babu e Srinivasan*, Deshpande et al.*® e
Ramirez-Tortosa et al.*’, a curcumina e extrato de clrcuma, exibem efeitos
hipocolesterolémicos, em particular em animais alimentados com altas taxas de colesterol na
racdo. O estudo realizado por Kermanshahi e Riasi *® mostrou que a inclusdo de clircuma nos
niveis de 0,0 - 0,2% para as dietas a base de farelo de trigo e farelo de soja contendo mistura de
gorduras animal e vegetal em galinhas poedeiras, determinou uma dose/resposta para 0s niveis
de colesterol no sangue.

Em outros relatos Asai et al. *°, Babu e Srinivasan ** e Subba Rao et al.**
indicaram que os niveis de colesterol no sangue de animais alimentados com uma dieta com
colesterol livre ndo foram afetados pela suplementacéo de curcumina e sugeriram que o efeito
hipocolesterolémico  dos  curcumindides parece estar limitado em  animais
hipocolesterolémicos alimentados com colesterol.

Silva et al. *°, em um estudo avaliando dois corantes naturais norbixina (20mg) e
carcuma (20mg), observaram que ambos provocaram reducgdes significativas nos niveis de
colesterol total, embora os melhores resultados foram observados no grupo tratado com
crcuma, cujas percentagens de reducdo foram de 28% aos 21 dias e de 57% aos 28 dias de
idade, o que demonstram o efeito hipocolesterolémico dos corantes naturais.

A curcuma influenciou os niveis de triglicérides (Tabela 12), observando maior
reducao nos grupos de animais nao inoculados. Estes resultados se assemelham aos de Silva et
al*® que também observaram uma reducdo de 92% nos niveis de triglicérides em aves
suplementadas com curcuma.

Por outro lado, resultados deste estudo foram diferentes dos encontrados por

Emadi et al. *®, os quais avaliaram o efeito da Clrcuma (rizoma em p6) em frangos de corte
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suplementados com 0,00, 0,25, 0,50 e 0,75% na dieta, ndo observaram diferenca para 0s

niveis de triglicérides aos 35 e 42 dias de idade.

TABELA 14 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes inoculados e utilizacdo de
diferentes niveis de Curcuma para a variavel de triglicérides aos 14 dias de idade em
frangos de corte

Triglicérides (mg/dL) - 14 dias

Doses Curcuma Salmonella

Com Sem
Controle 303,14 44,43
1,0% 101,27°4 39,55%
2,0% 125,134 70,29 %8
3,0% 88,374 33,43%
Regresséo Ns Ns

Médias seguidas por letras maitsculas (mintscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferencas significativas utilizando teste de
Tukeya5%.

Como esta apresentado na Tabela 12, a maior dose de curcuma aumentou 0s
niveis de proteinas totais, o que permite supor um efeito benéfico da curcumina, se considerar
as funcdes vitais das proteinas no organismo. Embora a dosagem de 3 % de curcuma tenha
determinado os maiores valores médios e com diferenca significativa em relacdo ao controle
os valores estdo dentro das concentracdes consideradas normais para aves, 2,5 a 4,5 g/dL %,

Ao analisar a Tabela 12 verifica-se que houve efeito da suplementacdo de
Curcuma longa nas ragdes sobre os niveis de proteinas totais. Na analise de regressao dos
niveis de proteinas totais, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito linear (y =
0,1379x + 2,7267, R® = 0,1646), demonstrando que quanto maior a concentracio de Curcuma
longa na racdo maior o teor da variavel.

Segundo Melillo ** as proteinas sdo responséveis pelo efeito osmético coloidal
necessario para manter o volume de sangue, na preservacao do pH sanguineo, auxiliando no
tamponamento, no transporte de horménios e farmacos, e na coagulacdo do sangue. Por
outro lado, alguns tipos de proteinas estdo envolvidos em processos inflamatdrios e imunes,
0 que justifica os maiores niveis nos grupos inoculados com Salmonella Typhimurium.

Analisando o desdobramento da interacdo entre a presenca da Salmonella e a
utilizacdo da Curcuma longa (Tabela 15), observa-se que o grupo suplementado com a dose
de 3% apresentou maiores valores quando ndo foram submetidos a inoculagao.

Os resultados deste trabalho séo diferentes dos resultados encontrados por Emadi

et al. ®*, que em um estudo para avaliar o efeito da Clrcuma (rizoma em pé) em frangos de
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corte suplementados com 0,00, 0,25, 0,50 e 0,75% de curcuma, ndo observou diferenca para
0s niveis de proteinas totais aos 35 e 42 dias de idade.

TABELA 15 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes inoculados e utilizacdo de
diferentes niveis de Curcuma para a variavel de proteinas totais aos 36 dias de idade em
frangos de corte

Proteinas totais (g/dL) - 36 dias

Doses Curcuma Salmonella

Com Sem
Controle 3,04"2 2,69°"
1,0% 3,1%4 2,9°A
2,0% 3,24 2,78
3,0% 3,221 3,29 A
Regresséo Ns Ns

Médias seguidas por letras maitsculas (mintscula) diferentes na mesma linha (coluna )indicam diferencas significativas utilizando teste de
Tukeya5%.

Em relagdo a albumina, ndo se detectou nenhuma diferenca estatistica entre o0s

tratamentos. De acordo com Thrall *°

, a albumina ¢ sintetizada somente no figado e as
analises histologicas ndo evidenciaram nenhuma alteracdo neste 6rgdo, o que justifica este
achado. Ja em relacdo as globulinas, verificou-se diferenca estatistica aos 36 dias de idade e
os maiores valores de globulinas foram observados nas aves suplementadas com a maior dose
(3%) de curcuma e nos tratamentos que sofreram a inoculagdo com Salmonella Typhimurium.

As globulinas incluem proteinas de fase aguda e as imunoglobulinas que estao
envolvidas na resposta imune Thrall *°. Neste estudo, os maiores niveis ocorreram nas aves
inoculadas com Salmonella Typhimurium que é uma bactéria de vida intracelular, que
sobrevive no interior de macrofagos, células que iniciam os eventos que envolvem as
respostas imunes.

Ao analisar a Tabela 12 verifica-se que houve efeito da suplementacdo de
Curcuma longa nas racGes sobre as globulinas (p<0,05). Na anélise de regressdo das
globulinas, foi encontrado valor significativo (p<0,05) com efeito linear (Y = 0,0783x +
1,6124, R? = 0,0824), demonstrando que quanto maior a concentracdo de Curcuma longa na

racdo maior o teor da variavel.
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CONCLUSAO

A inclusdo de 1% Curcuma longa na racdo auxiliou na reducdo dos niveis de
colesterol em frangos de corte aos 14 dias de idade.
Nas avaliagdes histopatolégicas realizadas contatou-se que os resultados néo

foram relevantes nas doses utilizadas, em relacdo as idades avaliadas.
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CAPITULO 4- CONSIDERACOES FINAIS

O atual sistema utilizado na avicultura industrial possibilita excelentes resultados
na producdo de frangos de corte. Esse sistema facilita 0 manejo como também evita o gasto
energético dos animais. No entanto, esse sistema favorece a instalacdo, permanéncia e
disseminacdo de agentes patogénicos, com destaque para o género Salmonella, considerado
um dos principais patdgenos relacionados em surtos de origem alimentar em humanos, além
de afetar negativamente o desempenho dos animais.

Com a proibicdo do uso de antibidticos melhoradores de desempenho na produgéo
animal, houve a necessidade de uso de aditivos alternativos para o controle desse patdgeno.
Assim, pesquisadores buscam por aditivos alternativos cuja agdo proporcione melhor
desempenho das aves, com preocupacdo em controlar agentes nocivos aos processos de
digestdo e absorcdo de nutrientes. Assim foi realizado um estudo com Curcuma longa L.
como produto alternativo, na tentativa de controlar a Salmonella Typhimurium, avaliar o
desempenho das aves, integridade intestinal, excrecdo fecal de Salmonella, contagem de
linfocitos em oOrgaos linfoides secundarios, exames histopatologicos, perfil bioguimico e
pesquisa de Salmonella em érgaos.

A partir do estudo realizado, constatou-se que o nivel de inclusdo de 1% de
Curcuma longa na racdo favoreceu o desempenho até os 35 dias de idade, inibiu a
colonizacdo intestinal por Salmonella Typhimurium, preservou a integridade intestinal, como
também auxiliou na reducéo dos niveis de colesterol no sangue. A circuma tem sido utilizada
a anos pelo homem como especiaria, corante, tempero, como também com fins medicinais.

Apesar da Curcuma longa ter apresentado caracteristicas positivas, existe a
nessecidade de mais estudos sobre a curcumina, uma vez que também se observou neste
trabalho que a dose de 3% prejudicou o desempenho das aves. O produto também apresenta
limitagdes quanto a sua biodisponibilidade. Portanto, necessita-se de mais estudos em aves
avaliando a acdo da Curcuma longa e seu principal componete a curcumina, que é
responsavel pela sua coloracdo amarelada e por suas func@es antiinflamatoria, antioxidante e

antimicrobiana.
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