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RESUMO

A propolis vermelha destaca-se como aditivo natural alimentar, pois apresenta uma fonte
potencial de compostos bioativos de grande interesse. Objetivou-se com este estudo avaliar o
efeito do uso de niveis crescentes de extrato da prépolis vermelha (EPV) na dieta de ovinos
confinados sobre os pardmetros morfométricos de rumen e intestino e histopatolégicos de
figado e rim. Para tanto, foram utilizados 35 cordeiros mestigos Santa Inés, machos néo
castrados, com idade média de 6 meses e peso corporal inicial de 17,08 + 2,36 kg, distribuidos
em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (0, 7, 14, 21 e 28 mL de
EPV/animal/dia) e sete repeti¢cdes, submetidos a um periodo experimental de 68 dias. A racdo
dos animais foi a mesma para todos os tratamentos, sendo adotado a relacdo volumoso
concentrado de 60:40, respectivamente, sendo composta por milho moido, farelo de soja,
suplemento mineral e feno de Tifton-85. O fornecimento da racdo foi realizado duas vezes ao
dia, na forma de mistura completa. A oferta das doses do EPV aos animais foi realizada via oral
apos a alimentacdo, com intervalo de uma hora, utilizando uma pistola dosadora de fluxo
continuo de 10 mL. Decorridos 68 dias de confinamento, os animais foram abatidos e coletadas
amostras de rumen, intestino delgado, figado e rim para analises histologicas. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e regressdo ao nivel de 5% de probabilidade. As variaveis
consumo de matéria seca (CMS), ganho de peso total (GPT), espessura de epitélio (EE), por¢édo
queratinizada do epitélio (PQ), porcdo ndo queratinizada do epitélio (PNQ), altura de papila
(AP), largura de papila (LP), espessura de mucosa (EM) e espessura de submucosa (ES)
exibiram comportamento de curva quadratico (P<0,05), exceto para a espessura da camada
muscular, indice de células caliciformes duodenais e glicogénio hepatico. O GPT apresentou
um aumento de 20,24% quando comparado os animais do tratamento de 28 mL dia! EPV com
o0 grupo controle. Verifica-se que o uso do EPV na dieta de ovinos confinados para as variaveis
EE, PNQ, LP, EM e ES tiveram como ponto de maxima estimado nos niveis 17 (174,38 um),
14 (153,06 pm), 16 (429,36 pm), 33 (548,85 pum) e 9 (1382,52 um) mL dia® EPV,
respectivamente, e obteve ponto de minima estimado nos niveis 13 (0,65 kg de MS dial), 11
(4,81 kg), 9 (19,99 pm) e 12 (1374,25 um) mL dia EPV para as variaveis CMS, GPT, PQ e
AP, respectivamente. Com base nos resultados obtidos no presente estudo, recomenda-se 0
nivel de 28 mL dia* EPV na dieta de ovinos confinados, a fim de proporcionar maiores areas
absortivas no sistema digestorio, aumento no ganho de peso total e ndo causa alteracbes
histopatolégicas em figado e rins.

Palavras-chave: Aditivo alimentar. Compostos fenolicos. Histomorfometria. Morfologia.



ABSTRACT

Red propolis stands out as a natural food additive, as it presents a potential source of bioactive
compounds of great interest. The objective of this study was to evaluate the effect of the use of
increasing levels of red propolis extract (RPE) in the diet of sheep confined on the
morphometric parameters of rumen and intestine and histopathological parameters of liver and
kidney. For this, 35 Santa Inés crossbreed lambs, non-castrated males, with a mean age of 6
months and initial body weight of 17.08 + 2.36 kg, distributed in a completely randomized
design, with five treatments (0, 7, 14, 21 and 28 mL of RPE/animal/day) and seven replicates,
submitted to an experimental period of 68 days. The animal feed was the same for all treatments,
and the concentrated bulky ratio of 60:40 was adopted, respectively, consisting of ground corn,
soybean meal, mineral supplement and Tifton-85 hay. The feed was supplied twice a day, in
the form of a complete mixture. The RPE doses were offered to the animals orally after feeding,
with an interval of one hour, using a 10 mL continuous flow dosing gun. After 68 days of
confinement, the animals were slaughtered and samples of rumen, small intestine, liver and
kidney were collected for histological analysis. The data were submitted to analysis of variance
and regression at the level of 5% probability. The variables dry matter intake (DMI), total
weight gain (TWG) epithelium thickness (ET), keratinized portion of epithelium (KP), non-
keratinized portion of epithelium (NKP), papilla height (PH), papilla width (PW), mucosa
thickness (MT) and submucosa thickness (ST) exhibited quadratic curve behavior (P<0.05),
except for the thickness of the muscle layer, duodenais goblet cell index and hepatic glycogen.
The TWG showed an increase of 20.24% when compared to the animals of the 28 mL day™
RPE treatment with the control group. It was verified that the use of RPE in the diet of sheep
confined to the variables ET, NKP, PW, MT and ST had as maximum point estimated at levels
17 (174.38 um), 14 (153.06 um), 16 (429.36 um), 33 (548.85 um) and 9 (1382.52 um) mL day”
! RPE, respectively, and obtained an estimated minimum point at levels 13 (0.65 kg of DM day"
1,11 (4.81 kg), 9 (19.99 pm) and 12 (1374.25 pm) mL day* RPE for the variables DMI, TWG,
KP and PH, respectively. Based on the results obtained in the present study, it is recommended
the level of 28 mL day™® RPE in the diet of confined sheep, in order to provide greater absorptive
areas in the digestive system, increase in total weight gain and does not cause histopathological
changes in liver and kidneys.

Keywords: Food additive. Phenolic compounds. Histomorphometry. Morphology.
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CONSIDERACOES INICIAIS

A criacdo de ovinos tém se destacado como uma promissora atividade pecuaria,
evidenciando sua importancia no agronegocio brasileiro, principalmente na regido Nordeste,
uma vez que, é uma atividade rentavel, com alto indice de prolificidade, rapido retorno
econémico e por apresentar rusticidade as adversidades edafoclimaticas. Tais caracteristicas
sdo possiveis em funcdo da possibilidade de maior alocagdo no nimero de animais por hectares
e também pelo menor tempo de abate.

A utilizacdo de aditivos alimentares na nutricdo de ruminantes, caracteriza-se como
uma alternativa para intensificacdo dos sistemas de producdo (RANGEL et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2019). Dentre eles, se destacam para manipulagéo das condigdes ruminais, o
uso de antibioticos ionoforos e ndo iondforos, sendo capazes de manipular a fermentacéao
microbiana pela selecdo de determinados microrganismos, de modo a otimizar a eficiéncia
alimentar, aumentando a concentracdo de acido propionico, reduzindo as concentracdes de
amonia, hidrogénio e 4cido latico, mantendo o pH em niveis satisfatérios e eliminando parte
das arqueas metanogénicas (LANA e RUSSEL, 2001; BALCELLS et al., 2012).

Contudo, nos paises europeus, desde o ano de 2006, ha restricdo no consumo de
produtos de origem animal que tiveram o uso de antibi6ticos como base na alimentacdo, uma
vez que, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os residuos desse tipo de produto
podem promover resisténcia bacteriana em humanos. Na pesquisa de Karikari et al. (2017),
relataram o desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes nos produtos de origem animal.
De acordo com Sabino et al. (2019), verificaram a presenca de genes de resisténcia a
antibidticos em espécies da microbiota ruminal.

Sendo assim, a proibicdo dos antibiéticos promotores de crescimento no mundo,
representa um sério desafio para os produtores de proteina animal, incluindo a carne ovina
(EUROPEAN COMMUNITIES, 2003; CALSAMIGLIA et al., 2007). Dessa forma, a partir
das atuais imposi¢oes mercadoldgicas e sanitérias, ttm-se introduzido produtos alternativos que
apresentam fungdes semelhantes. Nota-se uma tendéncia do uso de produtos naturais e com
menor impacto ao meio ambiente, 0s quais possam ser benéfico a salde.

Nesse contexto, destaca-se a propolis vermelha, produzida pelas abelhas Apis mellifera
por meio da coleta de extratos vegetais misturados a cera, pdlen e enzimas secretadas pelo

proprio inseto. Tal produto proporciona grande aceitacdo devido as suas inumeras atividades
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biologicas e farmacologicas versateis, como anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante,
antiviral, antitumoral, antifingica e imunomoduladora (ALENCAR et al., 2007),
gastroprotetora (BERLING et al., 2008), nefroprotetora (FRION-HERRERA et al., 2015;
SILVEIRA et al., 2021), hepatoprotetora e antineoplasico (ATTIA et al., 2019; SILVA et al.,
2019).

A propolis vermelha poderia ser utilizada na dieta dos animais ruminantes como
aditivo natural alimentar, pois apresenta uma fonte potencial de compostos bioativos
(flavonoides e acidos fenolicos) (ALENCAR et al., 2007), sendo capaz de melhorar 0 consumo
de racdo e a eficiéncia alimentar, impulsionando o desempenho dos animais e
consequentemente melhorando as caracteristicas produtivas e reprodutivas (SARKER e
YANG, 2010).

Conforme Stradiotti Janior et al. (2004), a prépolis favorece o crescimento das
bactérias gram-negativas e tem acao bacteriostatica sobre as gram-positivas, teoricamente pela
modificacdo do estado bioenergético da membrana bacteriana e inibi¢cdo de sua mobilidade, o
gue remete o funcionamento dos aditivos ionoforos, podendo modificar a fermentacao ruminal.

Entretanto, existe uma lacuna no conhecimento cientifico sobre possiveis efeitos
toxicos e/ou negativos que a prépolis vermelha possa comprometer o desempenho e saude
animal. E importante ressaltar que as informagcdes disponiveis na literatura a respeito do efeito
da ingestdo do extrato da propolis vermelha referente aos parametros histomorfométricos do
rimen e intestino delgado sdo inexistentes, da mesma maneira que a histopatologia dos rins e

figado de animais ruminantes, confirmando a necessidade de estudos sobre o assunto.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. Panorama da ovinocultura no Brasil

A ovinocultura é uma atividade altamente difundida em todo territorio nacional,
destacando-se com uma enorme relevancia para o cenario da pecuéria brasileira. Os ovinos
apresentam alta rusticidade as adversidades edafoclimaticas, grande adaptabilidade, compondo-
se uma das principais fonte alimentar e de renda para os agricultores (NOBREGA et al., 2014;
BARBOZA et al., 2019).

E uma atividade rentavel e com um retorno econdmico rapido devido ao seu curto
periodo de ciclo produtivo, 0 que se sobressai quando comparado aos demais ruminantes
destinados a producdo de carne (SANTELLO et al., 2006). Até meados da década de 80, a
criacdo de ovinos se destacava especialmente na regido Sul do pais, devido ao maior numero
de criadores qualificados na producdo de 1&. Contudo, com a crise no mercado da 13, os
produtores modificaram a aptidao dos rebanhos especializados de 1& para corte (MALHEIROS
etal., 2017; EMBRAPA, 2018).

A populacdo nacional de ovinos é de 17.976.367 milhdes de cabecas, com destaque
para a regido Nordeste, que possui 0 maior rebanho do pais, com o efetivo de 11.544.939
milhdes de cabegas, o que corresponde a 64,22% do total nacional (IBGE, 2017). A exploracéo
de ovinos voltados a producédo de carne no pais vem crescendo (POMPEU et al., 2012), com
énfase para o Nordeste que ao longo dos anos de 2006 a 2017 obteve um crescimento no
rebanho de 15,94%, consolidando-se como a mais expressiva do pais em termos numéricos,
contrabalanceando as redugdes observadas nas demais regides do pais (IBGE, 2017).

Diante desse crescimento, a ovinocultura tem espaco para melhorar a competitividade
sobre outras cadeias produtivas, porém, para tal é necessario produzir cordeiros com eficiéncia
e de forma rentavel, bem como atender os requisitos de qualidade demandados pelo mercado,
melhorando a producdo de carne em menor tempo e com produtos mais seguros para o
consumidor (FILHO e ATAIDE JUNIOR, 2010; COSTA et al., 2019).

A tradicdo da exploracdo de pequenos ruminantes, principalmente no Semiarido
brasileiro e regido Sul do pais, propicia estabilidade do tamanho do rebanho ovino nacional
(EMBRAPA, 2018). Apesar dos seguidos anos de seca na regido Nordeste, houve apenas uma
reducdo de 2,32% do rebanho efetivo em relacéo ao ano de 2016 (IBGE, 2017). A ovinocultura



21

no Brasil é uma das atividades promissoras, ndo somente pelo aumento no consumo da carne
dessa espécie, mas também pela possibilidade de produgdo para o comércio nacional e
internacional (BARBOZA et al., 2019; COSTA et al., 2019).

Os Estados que se destacaram pelo aumento de rebanho ovino entre 2016 e 2017
foram: Alagoas (15,6%) e Roraima (13,6%), enquanto negativamente se destacaram Sergipe (-
34,3%) e Mato Grosso do Sul (-31,6%). Todavia, ao se considerar o periodo de dez anos,
Tocantins exibe um crescimento de 62,7%, Pernambuco (62,2%) e 0 Amapa (59,6%), enquanto
no mesmo periodo os estados que apresentaram maior reducdo de rebanho foram: Goias (-
29,7%), Roraima (-26,8%) e Mato Grosso do Sul (-26,6%) (IBGE, 2017).

Conforme IBGE (2017), embora o rebanho encontre-se estavel, a quantidade de
estabelecimentos agropecuarios no pais com exploracdo de ovinos cresceu cerca de 20%,
alcancando 526 mil propriedades, sendo este avanco verificados nas regides Nordeste (28,4%)
e Sul (12,5%) do pais. Consequentemente, a comercializa¢do de ovinos apresentou uma taxa de
crescimento em torno de 50%, quando comparado ao censo de 2006, passando de 2,28 para
3,37 milhdes de cabecas de animais vendidos, acarretando uma movimentacdo de R$ 641
milhdes. Estes aumentos no ndmero de animais comercializados foram observados
principalmente nas regides Nordeste (81,4%) e Norte (29,7%).

A producdo mundial de carne ovina foi de 13,7 milhdes de toneladas no ano de 2010,
devendo chegar aos 23 milhdes em 2020. Parte desta producgéo acaba sendo exportada e, em
conjunto com os demais produtos da ovinocultura, esta atividade mobiliza cerca de US$ 11
bilhGes todos os anos (ALVES et al., 2014). Segundo dados da FAO (2016) a média do
consumo anual per capita de carne ovina no Brasil é de apenas 0,7 kg. Na regido Nordeste o
consumo per capita é mais que o dobro do registrado no Brasil, chegando ao indice de 1,5
kg/hab/ano, com destaque para as cidades de Juazeiro (BA) e Petrolina (PE) que apresentaram
consumo de 10,87 e 11,7 kg per capita, respectivamente ((IBGE, 2017).

Mesmo com o visivel crescimento da producdo de carne nos Gltimos anos, o Brasil
ainda importa carne ovina em especial do Uruguai, para abastecer o mercado consumidor, isso
porque o consumo interno supera a oferta do mercado brasileiro e a importagdo representa uma
ferramenta para equilibrar o mercado (VIANA e SILVEIRA, 2009; SORIO, 2012; EMBRAPA,
2018), o que evidencia a capacidade e necessidade de crescimento da atividade no pais. Apesar
do potencial de desenvolvimento desta cadeia produtiva, a atividade ainda apresenta baixos
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niveis de organizacdo com reflexos nos indices produtivos e na qualidade da carne (DANTAS
et al., 2008; VIANA e SILVEIRA, 2009).

Viana (2008) descreve que 0 aumento dos rebanhos nacional, o incremento da oferta
de animais jovens e a consolidacdo da cadeia produtiva por meio da organizacao de produtores
e frigorificos sdo desafios a serem atingidos para que o Brasil possa exportar a carne ovina para
paises com elevado consumo.

Entretanto, diversas dificuldades sdo enfrentadas pelos produtores na comercializacao
de animais para abate via mercado, destacando-se a sazonalidade produtiva da atividade,
inexisténcia de um mercado constante, exigéncia de uma oferta regular de animais, necessidade
de escala para comercializagdo e a busca por animais jovens por parte dos frigorificos (JORIS
e VILPOUX, 2013; SORIO, 2013).

A demanda de carne ovina, nos paises em desenvolvimento vem sendo estimulada
principalmente pelo crescimento demografico, urbanizacdo, variacbes das predilecbes e dos
habitos alimentares do consumidor (COSTA et al., 2019). Com o acréscimo da demanda de
carne ovina a busca por sistemas de criacdo menos onerosos e eficazes sdo extremamente
importante.

De acordo com Pereira et al. (2013), a producdo de ovinos em sua maioria, nas
propriedades rurais do Semiarido nordestino é exclusivamente a pasto, tendo, dessa maneira se
demonstrado improdutiva, pois este processo esta submetido a instabilidade na disponibilidade
de forragem, tendo como consequéncia o predominio de baixos indices produtivos, abates
tardios, qualidade de carne incompativel com a demanda e irregularidade na oferta de produtos
Carneos.

Nesse contexto, a utilizacdo das técnicas de confinamento para cordeiros tem recebido
bastante atencdo nos ultimos anos, sendo crescente sua ado¢do em virtude da diminuicdo do
tempo para o abate, maior eficdcia no controle sanitario, melhor qualidade da carcaca,
manutencdo da oferta de forragem no periodo de insuficiéncia e, consequentemente
ocasionando uma regularidade melhor na producdo e na qualidade da carne ofertada no mercado
(CUNHA et al., 2008; MEDEIROS et al., 2009; LAGE et al., 2010).

Em concordancia com Urano et al. (2006), ao se considerar o elevado custo da terra, a
pratica de confinamento se destaca como uma estratégia capaz de atender os interesses tanto do
produtor quanto do consumidor, em virtude que, possibilita dimimuir o ciclo de producdo e

oferecer ao mercado carcacgas de animais jovens e, desse modo, de melhor qualidade.
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Uma estratégia utilizada para o aperfeicoamento do desempenho dos rebanhos ovinos,
caracterizados por baixos indices zootécnicos, seria 0 manejo alimentar satisfatorio,
principalmente nas épocas de baixa disponibilidade de forragens, empregando-se 0s sistemas
intensivos de producdo, como o confinamento ou semi-confinamento (CUNHA et al., 2008).

Assim, a terminag&o de cordeiros em sistema de confinamento é uma atividade que
tem despertado o interesse de produtores, por proporcionar a diminuicdo de perdas de animais
jovens decorrente de deficiéncias nutricionais e infestacbes parasitarias, assim como, por
permitir que os animais atinjam o peso de abate mais precocemente (MEDEIROS et al., 2009;
MONCAO et al., 2013).

1.2. Morfofisiologia dos sistemas digestorio e renal

Além do conhecimento do valor nutricional dos alimentos, conhecer a influéncia
alimentar sobre as alteracbes morfoldgicas e histopatoldgicas nos sistemas digestorio e renal
dos animais ruminantes é de grande relevancia (BARBOZA et al., 2019).

As caracteristicas nutricionais dos alimentos consumidos pelos ruminantes modificam
as condicGes fermentativas do rimen, como concentracdo de acidos graxos volateis (AGV’s),
pH, amonia e taxa de passagem. Essas mudancas no ambiente ruminal podem refletir-se
negativa ou positivamente na utilizagcdo dos nutrientes da dieta, possibilitando modificacfes
morfoldgicas na mucosa do rimen que alteram a capacidade absortiva (COSTA et al., 2008;
WANG et al., 2017).

O estbmago dos ruminantes € constituido por quatro compartimentos
morfologicamente diferentes, os trés primeiros correspondem ao ramen, reticulo e omaso,
constituem-se a porcdo aglandular, com funcgdes ligadas diretamente ao processo fermentativo,
e 0 abomaso é o compartimento glandular, equivalente ao estbmago dos monogastricos
(SAMUELSON, 2007).

O epitelio que reveste os compartimentos aglandulares é formado por quatro camadas:
basal, espinhosa, granulosa e cdrnea ou queratinizada, sendo a Gltima voltada para o Iimen do
orgdo (KIERSZENBAUM, 2008). A camada basal corresponde a parte germinativa do epitélio,
onde ocorre a multiplicacdo celular para crescimento e renovacdo epitelial, expressa por alta
atividade mitotica (KIERSZENBAUM, 2008).
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Algumas investigacOes cientificas, tém constatado que a presenca de substancias
agressoras (fatores antinutricionais) ao epitélio contidas nos alimentos dietéticos, podem
propiciar mudancas nos parametros morfolégicos da mucosa ruminal (NEIVA et al., 2006;
BARBOZA et al., 2019).

O desenvolvimento do epitélio ruminal esté relacionado ao tipo de dieta que é ofertado
aos animais (WANG et al., 2017), o formato e tamanho das papilas sd&o completamente
dindmicas e sujeitas as mudancas da dieta, bem como nos diferentes locais do ramen (PEREIRA
et al., 2002). Por sua vez, as papilas ruminais sdo projecdes da tdnica mucosa para o limen do
0rgdo e sdo encarregadas por aumentar a area de superficie de contato, isto &, a area de troca
entre o contetido ruminal e a corrente sanguinea (WANG et al., 2009; CUNNINGHAN, 2014).

O rumen é revestido por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado que
acompanha numerosas papilas da mucosa projetadas para o limen (SAMUELSON, 2007). A
parede do rimen é constituida por quatro diferentes tunicas, a mucosa, submucosa, muscular e
serosa (FURLAN et al., 2011), onde a mucosa é formada por papilas que se diferenciam quanto
a sua forma.

A mucosa do rimen realiza a absorc¢do, transporte, metabolismo e protecdo (NEIVA
et al., 2006). Por meio das papilas ruminais, ocorre a absor¢cdo dos produtos oriundos da
fermentag#o dos alimentos que chegam ao rimen. E o caso dos AGV’s, compostos com elevado
contetdo caldrico por unidade de massa, e representam a principal fonte de energia para 0s
animais ruminantes (SANDERS et al., 2015).

Os AGV’s servem como estimuladores do aumento das papilas ruminais, isso explica
o fato de que nas &reas de maior absorcdo, ocorre elevado desenvolvimento das papilas
(PEREIRA et al., 2002). O desenvolvimento do epitélio ruminal é primordial para a utilizacdo
dos nutrientes (WANG et al., 2009). A aceleracao do desenvolvimento do rimen esta de acordo
com o consumo de alimentos solidos e a producao de AGV’s, especialmente &cido propidnico
e butirico (BALDWIN et al., 2004; PENNER et al., 2010; WILSON et al., 2012), entretanto, o
acimulo excessivo destes acidos graxos podem causar lesdes no epitélio (ALVAREZ-
RODRIGUEZ et al., 2012; STEELE et al., 2012; BAASKE et al., 2020).

Mudancas na dieta causam altera¢fes na microbiota ruminal e nas caracteristicas do
epitélio ruminal. O aumento de grdos, ou seja, quanto maior a proporcdo de concentrado na

dieta aumenta a concentracdo de propionato, ocasionando proliferacdo celular (efeito
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mitogénico) do epitélio ruminal e propiciando o crescimento das papilas ruminais (COSTA et
al., 2008).

A ingestdo de alimentos ricos em fibra como forragens (volumoso) é de fundamental
importancia no processo de motilidade ruminal, o que estimula a capacidade da musculatura e
volumeétrica do ramen-reticulo (distensdo da parede ruminal), promovendo aumento da area de
absorcdo e producdo de acetato (LANA, 2007). Dietas com altos niveis de fibra em detergente
neutro (FDN), ocasiona maior desenvolvimento da camada muscular do rdmen (SUAREZ et
al., 2006), induzindo a uma elevada hipertrofia e hiperplasia das fibras musculares lisa, ou seja,
essa camada fica mais espessa devido a maior necessidade de movimentos peristalticos
(SAMUELSON, 2007).

A composicdo da dieta e a digestibilidade dos alimentos e ndo a idade, caracterizam-
se como fatores relevantes nas modificacdes morfolégicas da mucosa ruminal, alterando-se
conforme o que ¢ ingerido pelo proprio animal (COSTA et al.; 2008; FERREIRA et al.; 2009).
Costa et al. (2003) verificaram que em animais alimentados apenas com leite, ndo houve
aumento no desenvolvimento das papilas ruminais, enquanto, os animais submetidos a dieta
volumosa e concentrada, além de leite, apresentaram aumento no tamanho das papilas.

Desta forma, a ingestdo de concentrados e volumosos sdo agentes mais importantes
para promover as mudancas anatdmicas, fisiolégicas e metabdlicas no sistema digestério dos
ruminantes, podendo retardar e/ou acelerar, conforme o regime alimentar que esses animais sao
submetidos (COSTA et al., 2003).

Especialmente para animais ruminantes, deve-se ressaltar que as carateristicas do
ramen podem ser influenciadas quanto ao alimento fornecido, pois, de acordo com Mertens et
al. (2012), ovinos inicialmente alimentados através de dieta com baixa energia e
posteriormente, com concentrado sofrem alteracdes no epitélio ruminal, particularmente com
aumento no tamanho de papilas, em adaptacdo a mudanc¢as nos parametros ruminais, como o
pH, concentracdo de AGV’s e pressdo osmatica.

O intestino delgado tem aspectos que melhoram a digestéo e absorcdo dos alimentos,
como € o0 caso de sua grande extensdo e presenca de pregas da mucosa e vilosidades
(SAMUELSON, 2007). Sendo dividido em trés regides: duodeno, jejuno e ileo. Estas regides
participam de numerosos aspectos histologicos comuns através de cada uma de suas quatro

tunicas (mucosa, submucosa, muscular e serosa).
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A mucosa intestinal apresenta relevante aspecto na fisiologia da digestdo, por
representar uma extensa area que esta diretamente envolvida nos processos de ingestéo,
digestéo e absorcdo dos nutrientes (SAMUELSON, 2007). E revestida por um epitélio simples
cilindrico contendo quatro tipos celulares principais: enterédcitos ou células absortivas, células
caliciformes, células enteroenddcrinas e células de Paneth (KIERSZENBAUM, 2008).

A estrutura do epitélio intestinal pode mudar conforme com o alimento ingerido, sendo
que ele parece se adequar para satisfazer as necessidades nutricionais do animal (ZITNAN et
al., 2008). A mucosa do intestino apresenta crescimento continuo e pode ser afetada por fatores
exogenos e enddgenos, assim como, metabodlicos, caracteristicas fisicas e quimicas da dieta e
microrganismos presente no intestino (MONTANHOLI et al., 2013).

O tamanho das vilosidades intestinais determinam diretamente a capacidade deste
orgdo de absorver os nutrientes provenientes da dieta (BARBOZA et al., 2019), ocorrendo
também a absorcéo de aminoécidos oriundos do catabolismo da proteina microbiana (proteina
metabolizavel de alto valor biol6gico absorvida no intestino delgado do ruminante) (SOUZA
MENDONCA et al., 2006). Quanto mais alta forem as vilosidades, maior a area de contato com
os alimentos, consequentemente, maior a taxa de absor¢cdo (MACARI e MAIORKA, 2000).

O desenvolvimento da mucosa intestinal pode ser usado como indicadores da saude
intestinal (WANG et al., 2017). Dentre as variaveis mais importantes que estdo diretamente
relacionadas como marcador da saude intestinal, destaca-se a relacdo vilosidade/cripta e a
quantidade ou indice de células caliciformes (BARBOZA et al., 2019).

Quanto mais elevada for a satde intestinal, maior sera a relacdo vilosidade/cripta,
desse modo, maior a altura de vilosidade e cripta mais rasa (BARBOZA et al., 2019). Quando
a cripta apresenta-se mais profunda, tem-se uma expressiva proliferacdo celular, isso devido
alguma agressdo ao epitélio, como aquelas causadas por patdgenos, abrasdo mecanica, toxinas
ou fatores antinutricionais dos alimentos (APTEKMANN et al., 2001; SILVA et al., 2010).
Esta excessiva proliferacdo torna-se negativa para o desempenho produtivo, uma vez que,
aproximadamente 20% da energia gasta pelo animal, provém da renovacao intestinal, e € ainda
mais eminente quando a taxa de turnover celular é aumentada (MCBRIDE e KELLY, 1990;
PLUSKE et al., 1997).

A quantidade de células caliciformes € outra variavel relacionada a saude intestinal.
Estas células s@o responsaveis pela sintese de mucinas, que corresponde a um gel de muco

protetor composto predominantemente de glicoproteinas, responsaveis pelo revestimento do
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epitélio intestinal (HOOPER, 2009), apresentam funcbes especificas, tais como: ajudam no
transito intestinal (peristaltismo), camada de protecdo do epitélio contra agentes infecciosos e
fazem parte da composicdo do glicocéalice intestinal, que ajuda na digestdo dos alimentos
(BUENO et al., 2012).

As alteragcBes na mucosa podem determinar um nivel digestivo superior e maior
capacidade nutritiva do intestino, uma vez que, a maior espessura da mucosa demonstra uma
maior altura de vilosidade (LIMA et al., 2018). Isso resulta em uma expressiva area de contato
dos nutrientes com a superficie de absorcao, o que acarretara em superiores indices zootécnicos.
Apesar disso, o crescimento continuo da mucosa intestinal devido a descamacéo das células e
substituicdo celular, causa gasto de energia (LIMA et al., 2019). Entretanto, quanto maior for a
mucosa, mais acentuada serdo as necessidades de reparo, acarretando no maior gasto de energia
(WANG et al., 2009).

O figado, outro 6rgdo do sistema digestério, € o principal 6rgdo envolvido e
correlacionado ao metabolismo protéico, e uma disfuncdo grave no mesmo pode levar a um
quadro irreversivel (GUYTON e HALL, 2002), com evidente reducdo da taxa de crescimento,
podendo levar a morte do animal.

Todo alimento, depois de digerido é metabolizado no trato intestinal, tem seus
nutrientes processados no figado, levando a formacdo de ureia para remoc¢do de aménia em
excesso, tendo efeito detoxificante, assim como, a sintese de certos aminoécidos, fatores de
coagulacao, acumulo de energia na forma de glicogénio (HIPOLITO et al., 2004).

Os hepatocitos sdo as células parenquimatosas do Orgdo, e constituem 80% da
populacdo celular e podem exercer diferentes fungdes. Estas células armazenam proteinas,
vitaminas e alguns lipideos, além de serem capazes de sintetizar proteinas, glicose e acidos
graxos para a sintese de triglicerideos, fosfolipidios e glicerol (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2013).

O conhecimento das alteragdes histolégicas no figado de ruminantes que sao
submetidos a determinadas dietas € relevante, pois é possivel que, em virtude da extensao do
comprometimento hepatico e das modificagGes de suas funcdes, acarrete perda de peso ou ganho
nos animais, mesmo na falta de sinais clinicos (BALDWIN et al., 2004).

Neste contexto, € indispensavel investigacdes quanto a acdo dos compostos bioativos

presentes na propolis vermelha ou em quaisquer outros aditivos, para verificar sua influéncia
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na alteracdo do estoque do glicogénio hepéatico e em possiveis redugdo da conversdo do
propionato em glicose.

Por fim, os rins apresentam diversos papeis na manutencdo da homeostase, sdo
responsaveis pela filtragem do sangue e excrecao de dejetos metabdlicos, e a0 mesmo tempo
retém as substancias filtradas necessarias ao organismo animal, englobando agua, eletrdlitos e
proteinas de baixo peso molecular (SAMUELSON, 2007).

Alguns fatores antinutricionais dos alimentos, podem desencadear urolitiase, bem
como insuficiéncia e necrose renal (RAHMAN et al., 2013; SUN et al., 2015), aléem de
corromper os tubulos renais e seguido pela morte das células (HOVDA et al., 2010). Como
constatado nos trabalhos de Lucena et al. (2018) e Barboza et al. (2019), pequenos ruminantes
alimentados com dietas a base de palma forrageira e feno da folhagem de mandioca mais a
inclusdo de palma forrageira, respectivamente, apresentaram lesGes significativas no
parénquima renal.

Nesta circunstancia, o uso dos aditivos naturais alternativos devem ser primeiramente
testados, para se verificar se causam alteracdes nos tecidos gastrointestinal, hepatico e renal;
evidencializa-se entdo a necessidade de testes sobre a utilizacdo da propolis vermelha como

aditivo nutricional para animais ruminantes.

1.3. Prépolis Vermelha

A propolis é uma mistura de resina, que as abelhas produzem combinando sua prépria
saliva, enzimas e misturada a cera apicola com substancias que elas coletam de diversas fontes
botanicas (ALENCAR et al., 2007; SOLTAN et al., 2015). As abelhas (Apis mellifera) coletam
esse material e utilizam para vedar e fechar pequenos furos, frestas e espacos abertos na colmeia
gue possam ser utilizados por bactérias, fungos, acaros e/ou insetos invasores, bem como em
sua desinfeccdo e embalsamento de animais mortos, promovendo a prote¢do e sanidade da
colonia contra seus inimigos naturais (PARK et al., 2002).

A composicdo da propolis € muito complexa, sendo constituida, principalmente, por
resina extraida dos vegetais (50%), ceras (30%), 6leos essenciais lubrificantes (10%), p6len
(5%) e componentes organicos (&cidos organicos, acidos graxos, vitaminas e minerais) (5%)
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).



29

Castro (2001) descreve que mais de 300 compostos bioativos foram identificados e/ou
caracterizados em diferentes amostras de propolis, isso € devido a imensa variabilidade de sua
composicao conforme a época do ano, regido e vegetacao que a origina (BANKOVA, 2005).

A classificacdo da propolis ocorre de acordo com a espécie de planta na qual as
abelhas fazem uso para a coleta da resina, e também pela presenca dos compostos fitoquimicos
que podem se apresentar em maior, menor quantidade e/ou com exclusividade no material
(PARK et al., 2002).

Atualmente, existem 13 grupos diferentes ou tipos de propolis que podem ser
distinguidos no Brasil (PARK et al., 2002; SILVA et al., 2008). O grupo de propolis 13,
recentemente descrito na regido Nordeste, é caracterizado por uma cor vermelha forte e algumas
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas que o diferenciam de outros grupos de propolis que
foram catalogados e descritos na literatura (PARK et al., 2002; DAUGSCH et al., 2008).

Devido a variedades de constituintes bioativos, a propolis vermelha (Figura 1)
apresenta inumeras atividades bioldgicas e farmacoldgicas, destacando-se as agdes anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena, antisséptica, bacteriostéatica,
antiespasmadica, antiviral, antitumoral, antifungica e imunomoduladora (BURDOCK, 1998;
ALENCAR et al., 2007), gastroprotetora e nefroprotetora (BEHLING et al., 2008; FRION-
HERRERA et al., 2015; SILVEIRA et al., 2021), hepatoprotetora e antineoplasico (ATTIA et
al., 2019; SILVA et al., 2019) e neuroprotetora (SHIMAZAWA et al., 2005).

Figura 1. Propolis vermelha oriunda da planta leguminosa Dalbergia ecastaphyllum (L).
Fonte: Assimos (2014).
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Esse novo tipo de prdpolis se destaca principalmente pela sua elevada atividade
antimicrobiana e antioxidante em ensaios in vitro (MACHADO et al., 2016), se tornando alvo
de estudos mais detalhados (ALENCAR et al., 2007; CABRAL et al., 2009). Ressalta-se que o
mecanismo da atividade antimicrobiana esta relacionado com a inibicdo da RNA-polimerase
bacteriana (TAKAISI-KIKUNI e SCHILCHER, 1994; SALGADO et al., 2010) e a atividade
antioxidante corresponde a capacidade que os compostos da prépolis tém de eliminar os radicais
livres (KANDASWAMI e MIDDLETON, 1994; SHIMAZAWA et al., 2005).

A propolis apresenta alguns mecanismos de atividade (modo de agdo) sobre o
crescimento bacteriano, como a inibicdo da replicacdo do DNA e, indiretamente, a diviséo
celular; colapso do citoplasma bacteriano, membranas celulares e paredes celulares; bacteriélise
e; inibicdo da sintese e secrecdo de proteinas das células bacterianas (TAKAISI-KIKUNI e
SCHILCHER, 1994). Dessa maneira, 0S compostos bioativos presentes na composic¢ao quimica
da prépolis podem agir como aditivos ionéforos, podendo modificar a fermentagdo microbiana
do rimen (STRADIOTTI JUNIOR et al., 2004).

Diversos trabalhos avaliando seus efeitos sobre a microbiota ruminal foram
executados. Desta forma, foram encontrados resultados diversos, principalmente sobre
bactérias gram-positivas, mas também sobre algumas gram-negativas (MIRZOEVA et al.,
1997; AGUIAR et al., 2013), fungos (KUJUMGIEV et al., 1999) e protozoarios ciliados
(RISPOLI et al., 2009).

Oliveira et al. (2004) estudaram a atuacdo do extrato de prépolis e da monensina na
producdo de amodnia (NHs) e degradabilidade in vitro de diferentes fontes de proteina, os quais
verificaram que o extrato de propolis e a monensina apresentaram a mesma eficacia na inibicéo
da producéo de aménia em duas fontes de nitrogénio. Em outros estudos in vitro, observaram
que a propolis reduziu a producdo de aménia ruminal (OZTURK et al., 2010), inibicdo de
bactérias super produtoras de aménia (AGUIAR et al., 2013), bem como aumentos de 10,3%
na produgdo de acido propidnico (BROUDISCOU et al., 2000). Ainda, segundo Stradiotti
Junior et al. (2004) a utilizacdo do extrato de propolis proporcionou aumento na concentragéo
total dos &cidos graxos volateis e foi eficiente em inibir a atividade de desaminagdo de aminoacidos pela
microbiota ruminal.

Zawadzki et al. (2011) relataram que a eficiéncia alimentar e o ganho de peso de
bovinos terminados em confinamento, foram melhorados com o uso da propolis marrom e

verde. Também a prépolis verde e marrom foram testadas em ovinos confinados, sendo



31

encontrado resultados semelhantes aos anteriores quanto ao desempenho produtivo com a
propolis marrom, o que n&o ocorreu com a verde (ITAVO et al., 2011).

Enquanto, Prado-Calixto et al. (2017) avaliaram os efeitos da adi¢cdo de doses
crescentes de extrato de propolis na ragdo concentrada sobre o comportamento ingestivo e
pardmetros sanguineos de cordeiros, verificaram que o extrato de prépolis ofertado aos animais
ndo interferiu no comportamento ingestivo, bem como os pardmetros hematoldgicos,
bioquimicos e imunolégicos estudados.

A propolis vermelha poderia ser utilizada na dieta dos animais ruminantes como
aditivo natural alimentar, pois apresenta uma fonte potencial de substancias bioativas
(ALENCAR etal., 2007), sendo capaz de melhorar o consumo de ragéo e a eficiéncia alimentar,
impulsionando o desempenho dos animais e consequentemente melhorando as caracteristicas
produtivas e reprodutivas (SARKER e YANG, 2010).

Devido a grande biodiversidade do Brasil, a composi¢do da prépolis em diferentes
regides geograficas varia, e varios tipos distintos de prépolis foram descritos (MACHADO et
al.,, 2016). A composicdo quimica da prépolis é bastante complexa e variada, estando
intimamente relacionada com a ecologia da flora de cada regido visitada pelas abelhas (PARK
et al., 2002). Entretanto, a sua composicao varia grandemente e depende de varios fatores, tais
como: origem botéanica (flora local), regido geografica e tempo de coleta (BANKOVA, 2005).

A prépolis vermelha se destaca das demais devido a presenga de novos compostos
bioativos e por possuir caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas diferenciais (TRUSHEVA
etal., 2006; ALENCAR et al., 2007; SILVA el al., 2008; MENDONCGCA et al., 2015).

Os compostos flavonoides e isoflavonoides estdo presentes em maior quantidade na
propolis vermelha, oriunda da planta leguminosa Dalbergia ecastaphyllum (L) (Figura 1),
vulgarmente conhecida como “rabo-de-bugio” e encontrada em quase todo litoral e encontas de
rios do Nordeste brasileiro (SILVA et al., 2008; PONTES et al., 2018).

Quatro isoflavonas presentes na prépolis vermelha com propriedades antimicrobiana,
anticarcinogénica e antioxidante foram identificadas por Alencar et al. (2007), as quais nédo
foram encontradas nas demais prépolis brasileiras, sendo elas: dihidroxiisoflavona,
homopterocarpina, medicarpina e 4’,7-dimethoxi-2’-isoflavona. Na Figura 2, apresenta-se
algumas das principais substancias encontradas nos trabalhos de caracterizagdo quimica desse

novo tipo de propolis.
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Figura 2. Compostos bioativos identificados na prépolis vermelha da regido Nordeste do

Brasil.

A propolis vermelha apresenta substancias biologicamente ativas que jamais foram
identificas em outro tipo de prépolis, por exemplo, seus principais componentes sdo
medicarpina, quercetina, daidzein, vestitol, neovestitol, formononetina, biochanin A, &cido
felurico e liquiritijenina, que fazem parte de grupos de substdncias como flavona,
isoflavonoides, alcoois triterpénicos, derivados de fenilpropeno, chalconas e benzofenonas
polipreniladas (TRUSHEVA et al., 2006; PICCINELLI et al., 2011; LOPEZ et al., 2014).

Essas substancias quimicas apresentam diversas propriedades bioldgicas, a
medicarpina tém acdo antimicrobiana e antifingica (ALENCAR et al., 2007; FROZZA et al.,
2013); quercetina tém efeitos anti-inflamatorio, antioxidante, antiviral e anticarcinogénico
(ALENCAR et al., 2007), nefroprotetor e gastroprotetor (FRIO-HERRERA et al., 2015) e

hepatoprotetor (SILVA et al., 2019); daidzein, &cido ferulico e liquiritijenina apresentam agé&o



33

antioxidante (ALENCAR et al., 2007; FROZZA et al., 2013); formononetina e biochanin A
denotam atividade antiproliferativo (PICCINELLI et al., 2011; FROZZA et al., 2013); vestitol
e neovestitol exibem efeitos antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatorio ((PICCINELLI et
al., 2011; BUENO-SILVA et al., 2013).

Segundo Silva et al. (2008) avaliando a composi¢do quimica e botanica da prépolis
vermelha, verificaram a presenca de isoflavondides medicarpin e 3-hidroxi-8,9-
dimetoxipiperocarpan em altas porcentagens relativas. Trusheva et al. (2006) relataram que a
propolis vermelha apresenta uma composicdo rica em 4acidos fendlicos, triterpenoides,
isoflavonoides e benzenofenonas preniladas, e um epoxido de naftoquinona foi isolado pela
primeira vez a partir de uma fonte natural.

Esses compostos fitoquimicos que a propolis vermelha dispde, possuem atividade
semelhante aos ionoforos antibioticos, atuando sobre o potencial eletroquimico da membrana
celular e diminuindo sua motilidade (MIRZOEVA et al., 1997). Em raz&o disso, constituem
substitutos naturais (OZTURK et al., 2010; ITAVO et al., 2011) e reconhecidamente seguro
seu uso, sendo relativamente ndo-toxica (BURDOCK, 1998).

Alguns desses componentes quimicos apresentados na Figura 2 sdo encontrados
apenas na propolis vermelha do Nordeste brasileiro, distinguindo-o dos outros tipos de prépolis
catalogados.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito do uso de niveis crescentes de extrato da propolis vermelha (EPV)
na dieta de ovinos confinados sob o desempenho e parametros histomorfométricos de rimen e
intestino e histopatoldgicos de figado e rim. Trinta e cinco ovinos machos (17,08 + 2,36 kg de
peso corporal) foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos (0, 7, 14, 21 e 28 mL dia® EPV) e sete repeticdes, submetidos a um periodo
experimental de 68 dias. Decorridos 68 dias de confinamento, os animais foram abatidos e
coletadas amostras de ramen, intestino, figado e rim para analises histomorfométricas e
histopatolégicas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e regressdo ao nivel de 5%
de probabilidade. As variaveis consumo de matéria seca (CMS), ganho de peso total (GPT),
espessura de epitélio (EE), por¢do queratinizada do epitélio (PQ), porcdo ndo queratinizada do
epitélio (PNQ), altura de papila (AP), largura de papila (LP), espessura de mucosa (EM) e
espessura de submucosa (ES) exibiram comportamento de curva quadratica (P<0,05) com a
inclusdo do EPV. A variavel area de absorcdo ruminal (AA) apresentou comportamento de
curva linear. O nivel maximo de 28 mL dia® EPV resultou em aumento de 20,24% no GPT
guando comparado com o grupo controle. Foi possivel verificar que o uso do EPV na dieta de
ovinos em confinamento obteve ponto de minima estimado nos niveis 13 (0,65 kg de MS dia
1, 11 (4,81 kg), 9 (19,99 pm) e 12 (1374,25 um) mL dia™* EPV para as variaveis CMS, GPT,

PQ e AP, respectivamente, e ponto de maxima estimado nos niveis 17 (174,38 um), 14 (153,06
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um), 16 (429,36 pum), 33 (548,85 um) e 9 (1382,52 pm) mL dia® EPV para EE, PNQ, LP, EM
e ES, respectivamente. Diante disso, indica-se o nivel de 28 mL dia™* EPV como aditivo natural,
a fim de proporcionar maiores areas absortivas de ramen, intestino e aumento no ganho de peso
total, ndo causando alteracdes histopatoldgicas em figado e rins de ovinos, demonstrando ser

uma alternativa vidvel biologicamente para substituicdo aos aditivos sintéticos.

Palavras-chave: Aditivo natural. Compostos fendlicos. Histologia ruminal. Morfometria.

INTRODUCAO

Na producdo de ruminantes, ha busca constante por estratégias de manipulagdo do
ecossistema microbiano do rimen visando melhorar a eficiéncia na producdo, por meio do
aumento da eficécia na degradacdo dos alimentos sem que ocorra grandes perdas pelo processo
fermentativo ruminal (Morsy et al. 2013; Silva et al. 2015). Para tanto, os ionéforos sao
inseridos nas ragfes como aditivos alimentares por apresentarem capacidade de modificar o
ambiente ruminal (Prado et al. 2010). Essas mudancas no ecossistema ruminal, trazem respostas
positivas no desempenho produtivo dos animais, melhorando a eficiéncia na producao de carne
e leite (Morgavi et al. 2010).

Entretanto, a partir das atuais imposicdes mercadoldgicas e sanitarias os aditivos
ion6foros sofrem limitagcGes quanto ao seu uso. A motivacdo advém do fato de que o uso
indevido de antibiéticos como promotores de crescimento podem gerar residuos nos produtos
de origem animal, resultando no desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes (Morsy et al.
2016; Karikari et al. 2017) e na presenca de genes de resisténcia a antibidticos em espécies da
microbiota ruminal (Sabino et al. 2019).

Salienta-se ainda que o uso de antibidticos ion6foros como aditivos alimentares é
proibido pela Unido Europeia desde o ano de 2006 (Oeztuerk e Sagmanligil, 2009; Martin et
al. 2010). Tais preocupagdes, promovem a busca por aditivos alimentares alternativos, que vao
de encontro as necessidades e tendéncias do mercado internacional (Aguiar et al. 2014; Morsy
et al. 2015). Por essa razéo, estudos vem sendo realizados para encontrar compostos naturais
gue possam substituir os ionéforos, para melhorar a eficiéncia alimentar e o desempenho dos
ruminantes sem deixar residuos em seus produtos (Valero et al. 2011; Al-Khafaji, 2016;

Shedeed et al. 2019) e se adequando a tendéncia do mercado.
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Dentre a enorme diversidade de produtos naturais existentes esta a propolis vermelha
brasileira (Alencar et al. 2007; Soltan et al. 2015). A mesma é produzida por colmeias de Apis
mellifera localizadas perto de regides litoraneas e manguezais do Nordeste brasileiro (Silva et
al. 2008; Pontes et al. 2018) e tem como origem botanica a espécie de leguminosa Dalbergia
ecastaphyllum (L), sendo diferenciada dos demais tipos de propolis catalogados devido a sua
composi¢do quimica complexa (Aguiar et al. 2014; Morsy et al. 2015) e local de ocorréncia
(Jain et al. 2014).

A prépolis vermelha se destaca também por apresentar inUmeras substancias bioativas
que estdo presentes em maior quantidade, como os &cidos fenolicos e flavonoides (Alencar et
al. 2007; Oldoni et al. 2011), os quais possuem altas atividades anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antioxidante, antiviral, antitumoral, antifingica, imunomoduladora, citotdxica
(Alencar et al. 2007; Fischer et al. 2008; Oldoni et al. 2011; Kamiya et al. 2012), gastroprotetora
(Berling et al. 2008), nefroprotetora (Frion-Herrera et al. 2015), hepatoprotetora e
antineoplasico (Banskota et al. 2000; Attia et al. 2019; Silva et al. 2019d).

Estudos apontam que a propolis tem acdo bacteriostatica sobre bactérias gram-
positivas, supostamente pela modificacdo do estado bioenergético da membrana bacteriana e
inibicdo de sua mobilidade, o que remete o funcionamento dos ion6foros, podendo modificar
de forma benéfica a fermentacdo ruminal (Stradiotti Junior et al. 2004). Pesquisas utilizando o
extrato da propolis como aditivo na alimentagdo de animais ruminantes, tém se demonstrado
eficiente no desempenho produtivo de cordeiros em confinamento (Sarker e Yang, 2010; itavo
et al. 2011; Zawadzki et al. 2011).

Contudo, existe uma lacuna sobre o conhecimento cientifico com relagdo ao uso e
efeitos do extrato da prépolis vermelha na dieta de ovinos, e também se ela promove alteraces
morfomeétricas e/ou histopatoldgicas em 6rgdos dos sistemas digestorio e renal. Assim, levanta-
se a hipdtese de que o uso do extrato da prépolis vermelha como aditivo nutricional natural,
altere algumas varidveis morfoldgicas de rimen e intestino de ovinos que promova 0 aumento
da area de absorcdo, consequentemente a producdo, sem causar danos hepaticos ou renais.
Dessa maneira, objetivou-se avaliar o efeito do uso de niveis crescentes de extrato da propolis
vermelha na dieta de ovinos confinados sob o0 desempenho e de parametros histomorfométricos

de rimen e intestino e histopatologicos de figado e rim.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Alagoas (CEUA/UFAL), sob a licenca de numero 37/2018. O
experimento ocorreu no Setor de Ovinocultura da Universidade Federal de Alagoas — Campus
Arapiraca, localizado no municipio de Arapiraca, pertencente a mesorregido do Agreste
Alagoano, com latitude 9°45°09” e longitude 36°39°40°’. O clima da regido é do tipo Aw,
segundo a classificacdo climatica de Kdppen-Geiger, com temperatura média de 23,7 °C e
pluviosidade média de 752 mm (INMET, 2020).

Foram utilizados 35 ovinos mestigos Santa Inés, machos ndo castrados, com idade
média de cinco meses e peso corporal inicial médio de 17,08 £ 2,36 kg, submetidos a um
periodo experimental de 68 dias, sendo 10 dias destinados a adaptacédo dos animais as condi¢bes
experimentais e 58 dias para coletas de dados. Ao inicio do periodo de adaptacéo, as baias foram
numeradas, 0s animais identificados por brincos, desverminados contra ecto e endoparasitas
(Cydectin®) e vacinados contra clostridioses (Sintoxan®), e apos a pesagem, foram distribuidos
nos tratamentos. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em um delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e sete repeticdes. Os tratamentos testados
consistiram em niveis crescentes de extrato da prépolis vermelha (EPV), sendo: controle (sem
uso do EPV), 7, 14, 21 e 28 mL de EPV/animal/dia.

Os animais foram alojados individualmente em baias cobertas com area (til de 1,2 m?
(1,0 m x 1,2 m), com piso de concreto, providas de acesso a comedouro e bebedouro. Os
mesmos receberam agua e racdo na forma de mistura completa ad libitum, sendo duas refei¢oes
diarias (07h00min e 16h00min) de modo a permitir sobras de 10% do total ofertado. Durante
todo o periodo experimental, a quantidade de racdo ofertada e sobras foram pesadas e
registradas diariamente, para a estimativa do consumo alimentar.

A racdo dos animais foi a mesma para todos os tratamentos, sendo composta de
volumoso e concentrado em uma relagdo de 60:40, respectivamente. O concentrado foi
formulado de acordo com as recomendacfes do NRC (2007), de modo a permitir ganho em
peso médio diario de 250 g, formulado com milho moido (18,62 kg MS™), farelo de soja (19,38
kg MS™) e suplemento mineral para ovinos (2,00 kg MS™). A fragdo volumosa foi composta por
feno de capim Tifton-85 (Cynodon dactylon) na proporc¢do de 60,00 kg MS™, previamente

triturado.
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A administracdo diaria do EPV aos animais foi realizada ap6s a alimentagdo, com
intervalo de uma hora, via oral, utilizando uma pistola dosadora de fluxo continuo de 10 mL
com precisdo de 1 mL e provida de bico dosador (Hoppner®, EUA). Os animais do grupo
controle receberam 0 mesmo manejo, mas com agua, para remover o efeito do manejo no
tratamento controle. Foi quantificado o consumo (g animal) de compostos fendlicos e
flavonoides totais pelos animais, de acordo com cada tratamento testado (Tabela 1).

Tabela 1. Composicéo quimica do extrato da propolis vermelha (EPV), consumo de compostos fendlicos (CCF)
e flavonoides totais (CFT)

Quantidade Consumo Niveis de EPV (mL dia?)
(mg mL de extrato?) (g animal') Controle 7 14 21 28
Compostos fendlicos totais? 16,18 CCF 0,00 0,113 0,227 0,340 0,453
Flavonoides totais? 8,49 CTF 0,00 0,059 0,119 0,178 0,238

Composigéo do EPV

!Quantificado em equivalente de acido galico; 2Quantificado em equivalente de quercetina.

As amostras das sobras por animal foram coletadas diariamente pela manhé durante
todo o experimento e registradas em planilhas. A cada coleta, as amostras foram identificadas,
pesadas e armazenadas em freezer a -20 °C. Posteriormente, as amostras foram pré-secas em
estufa de ventilacdo forcada a 55 °C por 72 horas , moidas em moinho de faca tipo Willey,
passando por peneira de crivos de 1 mm e homogeneizadas para analises quimicas, que foram
realizadas em duplicata.

Nas amostras de alimentos e sobras foram estimadas matéria seca (MS, método
934.01; AOAC, 2005), proteina bruta (PB, método de Kjeldahl, método 984,13; AOAC, 2005),
extrato etéreo (EE, método 920,39; AOAC, 2005), teor de cinzas (método 942,05; AOAC,
2005), fibra em detergente neutro (FDN, método de Van Soest, 1991) e fibra em detergente
acido (FDA, método 973,18; AOAC, 2005). O teor de carboidratos totais (CT) foi estimado por
meio da equacdo proposta por Sniffen et al. (1992): CT = 100 — (%PB + %EE + %Cinzas).
Carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram estimados usando a equacgdo proposta por Mertens
(1997): CNF = 100 — (%PB + %EE + %Cinzas + %FDN) (Tabela 2).
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Tabela 2. Composi¢do quimica dos ingredientes alimentares, concentrado e ragdo total com base na matéria seca

(MS) oferecido aos ovinos

Ingredientes

-1
Item (g kg™ de MS) Milho moido Farelo de soja Feno de Tifton-85 Concentrado Racéo Total

Matéria seca 880,50 876,20 846,40 880,40 861,79
Cinzas 18,40 66,20 57,30 81,00 66,78
Proteina bruta 105,00 548,20 70,20 356,30 184,64
Extrato etéreo 39,80 22,30 14,70 33,10 22,06
Fibra em detergente neutro 127,00 155,80 771,70 127,40 513,98
Fibra em detergente &cido 86,10 26,60 436,00 62,50 286,60
FDNcp 104,40 109,30 734,80 109,00 484,48
Carboidratos totais 836,80 363,30 857,80 529,60 726,52
Carboidratos ndo fibrosos 709,80 207,50 86,10 402,20 212,54
PIDN 21,50 44,10 23,50 14,90 20,06
CIDN 1,10 2,40 13,40 3,40 9,40

FDNcp = Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e compostos nitrogenados; PIDN = Proteina insolGvel

em detergente neutro; CIDN = Cinza insoltvel em detergente neutro.

As amostras brutas da propolis vermelha foram adquiridas de regides produtoras de
colmeias de abelhas Apis mellifera localizadas no municipio de Canavieiras, no estado da Bahia,
sendo mantidas em ambiente escuro e refrigerados. Para a obtencao do extrato, a propolis bruta
foi fracionada a tamanhos menores (30 g) e em seguida foi triturada, homogeneizada e
armazenada em frascos de vidros, sendo adicionado 100 mL de solugdo hidroalcodlica (alcool
de cereais) a 70%, permanecendo em repouso por um periodo de 10 dias em local escuro, com
posterior filtragem em papel filtro, obtendo-se a solucdo do EPV (solucédo estoque) e armazenada
em frascos escuros sem influéncia da luz. Realizou-se a diluicdo em agua deionizada da solucéo
estoque, usando-se 50% desta, conforme metodologia de Stradiotti Junior et al. (2004).

A determinacdo do contetdo total dos compostos fendlicos presentes no EPV foi
realizada em triplicata pelo método de Folin-Ciocalteau (Singleton et al. 1999). A quantidade
de compostos fendlicos foi expresso como equivalente de acido galico (EAG) (mg EAG.mL de
extrato), através de uma curva de calibragdo (Sigma Aldrich) utilizando solucdes conhecidas
para o padrao de &cido galico (12 a 100 pg acido galico mL de solugdo) nas mesmas condicoes
(A= 750 nm). A absorbancia foi medida com espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu 1240), com
comprimento de onda de 750 nm (Tabela 1).

O teor de flavonoides totais no EPV foi realizado em triplicata pelo método de cloreto
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de aluminio (Marcucci et al. 1998). A quantidade de flavonoides totais foi expresso como
equivalente de quercetina (EQ) (mg EQ.mL de extrato™). A curva de calibragéo foi construida
utilizando-se equivalente de quercetina (Sigma Aldrich) na concentracdo de 16 g quercetina
mL* de solugdo. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu 1240),
com comprimento de onda de 425 nm (Tabela 1).

Os principais constituintes quimicos (compostos bioativos) contidos nos acidos
fenolicos e flavonoides foram identificados por meio da técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC Shimadzu, DGU-20A5R), sendo baseado no método proposto por Park
et al. (2002), com modificacGes. Foram utilizados padrdes auténticos (Sigma Aldrich) de acido
clorogénico, &cido galico, acido cumarico, pirocatequina, kaempferol e quercetina para

identificacdo e quantificacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Composigao de acidos fenolicos e flavonoides indentificados no extrato da préopolis vermelha (EPV)

Descrigdo Compostos Quantidade (ug mL de extrato™)
Acido Galico 22,559
Acidos fendlicos Acido Clorogénico 20,139
Acido Cumarico 19,255
Kaempferol 401,168
Flavonoides Pirocatequina 27,729
Quercetina 148,741

Decorridos 68 dias de confinamento, os animais foram distribuidos aleatoriamente em
uma ordem de abate e encaminhados para o frigorifico, onde foram mantidos em descanso sob
jejum de solidos por 16 horas, de acordo com as normas de bem-estar animal. Antes do abate,
cada animal foi pesado individualmente para obtencdo do peso corporal ao abate. No momento
do abate, os animais foram insensibilizados por concusséo cerebral, suspensos pelos membros
posteriores através de cordas e sangrados por quatro minutos a partir de cisdo nas artérias
carotidas e veias jugulares (Brasil, 2000).

Sequencialmente, os animais foram esfolados manualmente com auxilio de facas
comuns, seguidos da evisceragdo e amputaces dos membros, sendo a cabecga separada pela
seccao na articulagdo atlas-occipital, e as extremidades das patas pela seccédo nas articulagdes
carpo-metacarpianas e tarso-metatarsianas (Cezar e Sousa, 2007).

Realizada a esfola, foram removidos 0os componentes internos das cavidades pélvica,
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abdominal e toracica. Em seguida, foram coletados fragmentos dos seguintes 6rgdos: rimen
(parede do saco dorsal), intestino delgado (por¢do média do duodeno), figado (lobo lateral
esquerdo) e rim (area cortical). As amostras foram lavadas com solucdo fisiologica a 0,9% e

depois fixadas em formol tamponado a 10%. De cada animal foram coletados quatro fragmentos

(ramen, intestino delgado, figado e rim) ndo maiores que 1 cm3, esses fragmentos foram sempre
retirados na mesma porcao topogréfica em todos o0s animais.

Os fragmentos, apés fixados, foram submetidos ao processamento histoldgico, que
ocorreu com as etapas de desidratacdo, diafanizacéo e inclusao em parafina. A desidratagéo foi
realizada com a imersdo em solucéo crescente de alcool etilico nas proporcdes de 70%, 90%,
100% I, 100% Il durante uma hora cada, depois por mais uma hora na solucdo de alcool+xilol
(50% - 50%). Para a diafanizagéo, as amostras ficaram na solucédo de xilol I e 1l por uma hora,
respectivamente. Em seguida ficaram pelo mesmo tempo na parafina | e em seguida na Il até a
inclusdo em parafina (Barboza et al. 2019; Silva et al. 2019b).

Para a realizacdo da microtomia, os blocos foram cortados em micrétomo (Minot da

Leica® - RM2245, EUA) a uma espessura de 5 micrometros. A coloragdo histologica de
hematoxilina-eosina (Heleno et al. 2011) foi utilizada para caracterizacdo histopatoldgica e
histomorfométrica para todos os 6rgdos. Para quantificar o glicogénio hepético foi utilizado a
coloracdo histoquimica de &cido periddico-Schiff (PAS). Para a quantificacdo das células
caliciformes duodenais foi utilizado PAS + hematoxilina.

As variaveis histomorfoldgicas avaliadas para ramen foram: espessura de epitélio
(um), espessura da camada muscular (um), espessura da por¢do queratinizada do epitélio (um),
espessura da por¢do ndo queratinizada do epitélio (um), altura de papila (um), largura de papila
(um) e area de absorcio (um?), a qual foi calculada pela multiplicacdo da altura da papila pela
largura de papila. Para o intestino delgado (porc¢ao do duodeno) foram avalidas: a espessura da
mucosa (1Um), a espessura da submucosa (um) e o indice de células caliciformes.

Para as analises histomorfométricas do rimen e intestino delgado, foram digitalizadas
4 fotomicrografias por animal, e em cada uma delas foram realizadas 7 mensuracdes de cada
variavel, totalizando um nimero amostral de 196 por tratamento (7 animais x 4 fotomicrografias
X 7 mensuragdes), utilizando-se a objetiva de 4x. Para a mensuragdo do indice de células
caliciformes duodenais foi utilizada a mesma quantidade de fotomicrografias digitalizadas para
a histomorfometria, porém com a objetiva de 20x. Para cada animal foi contabilizado a

guantidade de células caliciformes em 2000 um lineares de epitélio intestinal, utilizando-se para
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tanto, 4 areas lineares de 500 um, em fotomicrografias escolhidas ao acaso.

Para mensuracdo do escore de glicogénio hepatico utilizou-se 6 fotomicrografias com
a objetiva de 40x para cada animal, totalizando um namero amostral de 42 (7 animais x 6
fotomicrografias) por tratamento. As fotomicrografias foram analisadas atribuindo um escore
para o grau de depdsito de glicogénio (cor magenta na coloracdo histoquimica de PAS) para
cada uma. Neste caso, a intensidade da coloracdo magenta é proporcional ao depdsito de
glicogénio. Os escores foram definidos considerando a intensidade e quantidade da coloracao
magenta na coloracdo de PAS, sendo: 0 (auséncia de positividade), 1 (pouca positividade), 2
(positividade moderada) e 3 (positividade intensa), seguindo de forma modificada a
metodologia do Escore Semi Quantitativo de Ishak (Ishak et al. 1995). Todas as leituras foram
realizadas pelo mesmo avaliador. Para a avaliacdo histopatoldgica dos figados foram utilizadas
as mesmas imagens digitalizadas, nas quais o avaliador procurou por septos fibrosos, necrose
ou esteatose.

Para a avaliacdo histopatoldgica dos rins foram digitalizadas 6 fotomicrografias por
animal, perfazendo um nimero amostral de 42 por tratamento (7 animais x 6 fotomicrografias),
utilizando-se a objetiva de 40x. Em cada uma das fotomicrografias o observador procurou por
alteragBes histopatoldgicas nos componentes do néfron (corpusculo renal, tibulos contorcidos
proximais, tdbulos contorcidos distais e alca de Henle) para verificar possiveis lesdes renais
causadas pelos compostos bioativos da propolis vermelha ou da fracdo alcodlica utilizada, como
congestdo, hemorragia, cilindros hialinos ou necrose. A captura das fotomicrografias foi
realizada com a utilizacdo de microscépio de luz (Olympus BX53, Japédo) acoplado a camera
fotogréafica digital (Olympus DP73, Japdo) e conectado a computador. As medidas
histomorfométricas foram realizadas com auxilio do software computacional cellSens
Dimension® (Olympus).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e de regressao, por meio do PROC
REG do pacote estatistico SAS (SAS Institute, 2001). Quando significativo as equacdes foram
demonstradas, e em ajuste de regressdo quadratica derivou-se as equacdes estimando-se 0s
valores de maximo ou minimo dos niveis de EPV. Utilizou-se o seguinte modelo matematico
para regressao quadratica:

Yi= o+ PrXi + P2X3 + e

Onde:

Yirepresenta os valores observados da variavel dependente;
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Bo, B1 e B2 sd0 0s parametros a serem estimados;

Xi representam os valores das varidveis independentes;

ei S0 0s erros experimentais relacionados com os valores observados Yi que, em geral,
sdo considerados independentes e normalmente distribuidos com média zero e variancia

constante.

RESULTADOS

As variaveis de consumo de matéria seca (CMS, kg.dia™) e ganho de peso total (GPT,
kg) apresentaram comportamento de curva quadratica (P<0,05) (Tabela 4). O GPT apresentou
um aumento de 20,24% quando comparado o tratamento de 28 mL dia™ extrato de propolis
vermelha (EPV) com o grupo controle (sem EPV). Foi observado que o ponto de minima para
0 uso de EPV para CMS foi de 13 mL dia™ e para GPT foi de 11 mL dia™, estimados em 0,65
kg de MS dia* e 4,81 kg, respectivamente.

Tabela 4. Médias do consumo de matéria seca (CMS) e ganho de peso total (GPT) de ovinos mesti¢os submetidos

a niveis de extrato da propolis vermelha (EPV)

Niveis de EPV (mL dia) Valor de P
Variaveis EPM i i
Controle 7 14 21 28 Linear Quadratica
CMS (kg) 0,71 0,66 0,63 0,68 0,72 0,02 0,585 0,0461
GPT (kg) 5,78 5,56 4,56 6,14 6,95 0,25 0,037 0,010?

EPM = Erro padrdo da média; 'Y = 0,7091 — 0,01x + 0,0004x? (R?= 0,92); 2Y = 5,8798 — 0,148x + 0,0068x? (R?
=0,78).

As variaveis referentes a histomorfometria de ramen, foram influenciadas (P<0,05)
pela utilizacdo do EPV, exceto para a espessura da camada muscular (ECM). O EPV até o nivel
de 28 mL dia da dieta resultou em efeito quadratico (P<0,05) para as variaveis EE, PQ, PNQ,
AP (Tabela 5) e LP (Figura 3). Com 0 aumento dos niveis de EPV houve efeito linear (P<0,05)
apenas para variavel AA (Tabela 5).

Verifica-se que o uso do EPV para EE, PNQ e LP tiveram como ponto de maxima
estimado nos niveis 17 (174,38 um), 14 (153,06 pm) e 16 (429,36 um) mL dia® EPV,
respectivamente. A utilizacdo do EPV para PQ e AP apresentaram como ponto de minima
estimado em 9 (19,99 um) e 12 (1374,25 pm) mL dia® EPV, respectivamente.
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Tabela 5. Médias das variaveis avaliadas na histomorfometria do epitélio ruminal de ovinos mesticos submetidos

a niveis de extrato da propolis vermelha (EPV)

o Niveis de EPV (mL dia?) Valor de P
Variaveis EPM _ _
Controle 7 14 21 28 Linear  Quadratica
EE (um) 143,77 177,29 167,59 169,11 166,66 3,59 0,0015 <,00011
PQ (um) 21,71 22,11 20,39 22,97 32,15 0,64 <,0001 <,00012

PNQ (um) 122,06 155,18 147,21 146,13 131,82 3,87 0,1324 <,0001°
ECM (um)  1157,32 114171 116186  1169,62  1157,38 46,88 0,8531 0,3130
AP (um) 1620,68  1098,59  1450,92  1641,70  1480,00 44,85 0,1802 0,0021*
AA (um?)  561791,43 426119,46 637767,26 698288,50 561960,93 132077,7 0,0002° 0,1996°

EPM = Erro padrdo da média; EE = Espessura de epitélio; PQ = Por¢do queratinizada do epitélio; PNQ = Porcéo
ndo queratinizada do epitélio; ECM = Espessura da camada muscular; AP = Altura de papila; LP = Largura de
papila; AA = Area de absorcao; 1Y = 148,69 + 3,0155x — 0,0885x? (R2 = 0,64); 2Y = 22,641 — 0,5817x + 0,0319x?
(R?=0,91); ®Y = 125,82 + 3,7402x — 0,1282x? (R? = 0,80); Y = 1485,9 — 19,088x + 0,8153x? (R? = 0,15); °Y =
522684 + 3893x (R? = 0,19).
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Figura 3. Largura de papila ruminal de ovinos mesticos submetidos a niveis de

extrato da propolis vermelha (EPV)
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Relativo a histomorfometria intestinal, o uso do EPV levou a um incremento

quadrético (P<0,05) para espessura de mucosa (EM) e espessura de submucosa (ES) (Figura 4).

Constata-se que o uso do EPV para as variaveis EM e ES tiveram como ponto de maxima
estimado nos niveis de 28 (545,83 um) e 9 (1382,52 um,) mL dia EPV, respectivamente.
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Figura 4. Espessura de mucosa e submucosa do intestino delgado de ovinos

mesticos submetidos a niveis de extrato da prdpolis vermelha (EPV)

Os niveis de EPV testados nao influenciaram (P>0,05) o indice de glicogénio hepético

(IGH) e células caliciformes duodenais (ICC) dos animais (Tabela 6).

Tabela 6. Médias dos indices de glicogénio hepatico (IGH) e células caliciformes duodenais (ICC) de ovinos

mestigos submetidos a niveis de extrato da prépolis vermelha (EPV)

) Niveis de EPV (mL dia?) Valor de P
Variavel EPM
Controle 7 14 21 28 Linear Quadratica
IGH 1,47 1,47 1,40 1,64 1,62 0,08 0,0846 0,3977
ICC 23,32 25,32 23,82 25,82 25,64 0,70 0,0661 0,3364

EPM = Erro padrdo da média.
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Mediante as andlises histopatoldgicas dos figados ndo foram encontradas lesdes (septos
fibrosos, necrose ou esteatose) que pudessem indicar efeitos deletérios da prépolis vermelha ou
da fracdo alcodlica sob o parénquima hepatico dos animais. O mesmo se aplica as analises
histopatoldgicas dos rins, nas quais também ndo foram encontradas lesdes (como congestao,
hemorragia, cilindros hialinos ou necrose) que pudessem indicar efeitos deletérios da propolis

vermelha ou da fracéo alcoodlica sob o cortex renal.

DISCUSSAO

Houve influéncia do EPV no consumo de matéria seca dos animais. Esse efeito
quadratico constatado no CMS, em principio pode estar relacionado a acdo dos acidos fendlicos
e flavonoides presentes na prépolis vermelha sobre a microbiota ruminal, para niveis acima de
13 mL dia® EPV podem ter favorecido aumento no crescimento microbiano, promovendo
elevacdo do CMS e absorcéo de nutrientes a nivel de ramen (Berchielli et al. 2011), colaborando
para melhoria da fermentacdo ruminal e por consequéncia aumento no desempenho.
Possivelmente o EPV atuou de forma seletiva na populacdo de microrganismos com menor
potencial de degradacéo.

O maior nivel de EPV (28 mL dia™), proporcionou aumento de 20,24% (5,78 kg x 6,95
kg) do GPT quando comparado com o grupo controle, isso foi possivel devido a um aumento
das areas absortivas de ramen e intestino, representadas nesse estudo respectivamente por area
de absorcao ruminal (AA, um?) e espessura de mucosa intestinal (EM, um) quando do uso de
EPV na alimentagéo de ovinos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Abdlazez e Saleh (2016), os quais
verificaram acréscimo no GPT com o uso do extrato de propolis em cordeiros confinados, na
qual os mesmos foram submetidos a 10, 20 e 30 mL dia® de extrato de propolis, e obtiveram
ganhos de peso diario (0,183; 0,190 e 0,212 kg, respectivamente). Entretanto, Silva et al.
(2019a) utilizando 15 mL de extrato de propolis marrom por kg de MS, néo verificou alteracéo
no desempenho dos cordeiros. Sendo assim, é possivel afirmar que o tipo de prépolis utilizada
leva a diferentes resultados, mediante a diversidade de componentes ativos encontrados em
cada tipo de propolis.

Os efeitos benéficos do extrato da propolis no desempenho animal, deve-se

possivelmente as mudancgas que ocorrem na fermentacdo ruminal pela selecdo de bactérias
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gram-positivas, com alteragdes na propor¢ao molar dos AGV’s e na concentracéo de nitrogénio
amoniacal, processos chaves que afetam diretamente o metabolismo energético e proteico pelo
ruminante (Stradiotti Junior et al. 2004).

Deste modo, o uso do EPV possivelmente aumentou a retencao de energia fermentada
no ramen, devido a uma maior sintese de propionato, com diminui¢do na producdo de metano
entérico e degradacdo da proteina ruminal, ocasionando maior escape de proteina verdadeira do
rumen para o intestino do animal (Oliveira et al. 2005). Tais eventos fisioldgicos, juntamente
com o aumento das areas de absorcdo de rimen e intestino resultam em um maior GPT pelos
animais, como o observado com incluséo do EPV na dieta.

Sobre as variaveis morfométricas, a adicdo do EPV teve efeito quadratico para a
espessura de epitélio, altura e largura das papilas ruminais. Tal fato pode ser explicado pela
absor¢do de AGV’s, que estimula o metabolismo epitelial do raimen e induz o crescimento do
epitélio (Baldwin et al. 2004; Wang et al. 2009), sendo o desenvolvimento da AP fortemente
influenciado pelas concentragcdes de propionato e butirato, como demonstrado por Suérez et al.
(2006), ao observarem maior desenvolvimento da mucosa do rimen em bezerros que foram
alimentados com dietas que proporcionaram maiores concentrac6es de propionato e butirato no
ramen. Considera-se a AP o principal parametro de desenvolvimento do epitélio ruminal
(Wardrop 1961; Lesmeister et al. 2004).

Cerca de 50-85% dos AGV’s produzidos no riimen sdo absorvidos diretamente através
da parede ruminal, isto &, pelo epitélio ruminal (Aschenbach et al. 2011). O epitélio tem papel
fundamental na absor¢do ruminal dos AGV’s a fim de manter a saude e o equilibrio energético
do animal (Baaske et al. 2020).

O efeito linear encontrado para a area de absor¢do ruminal garantiu que os produtos
da fermentacdo ruminal, os quais sdo importantes fontes de energia para os animais, fossem
absorvidos e suprissem parte das exigéncias energeéticas dos cordeiros (Lesmeister et al., 2004).

O aumento na producédo dos AGV’s resultantes da fermentacdo ruminal mediante a
adicdo de EPV, teoricamente promoveu aumento da superficie de contato com os AGV’s
(aumento da AA), possibilitando desse modo maior absorcdo, que se reflete em maior producéo
(Van Soest, 1994; Costa et al. 2010; Moncéo et al. 2013; Barboza et al. 2019. Presumivelmente
houve uma maior sintese de propionato em detrimento ao acetato e, dessa forma ocorreu

melhoria no GPT dos animais.
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Uma vez que o desenvolvimento da mucosa ruminal, que inclui as papilas, depende
estritamente da presenga dos AGV’s (Oliveira et al. 2019), a maior sintese desses acidos
advindos da fermentacdo microbiana dos nutrientes da racdo, do alcool e dos compostos
fenolicos presentes no EPV devem ter contribuido para o efeito quadratico da AA. Justificando
0 uso do EPV como um aditivo que promove alteracbes morfofisioldgicas, que resultam em
aumento de area de absor¢do de AGV’s no rimen, e consequentemente em maior absorcgéo e
producao animal.

A exposicao prolongada do epitélio ruminal a altas concentracdes de AGV’s poderiam
causar alteragdes prejudiciais na mucosa ruminal, como hiperqueratose e paraqueratose ruminal
(Heinrichs, 2005), o que reduz a capacidade de absor¢do de AGV’s, diminuindo ainda mais o
pH do rimen (Santana Neto et al. 2014), podendo levar a acidose ruminal (Steele et al. 2009).
Entretanto, esse ndo deve ser o motivo do aumento da EE e da PQ do rumen encontrados no
presente estudo. Tais alteragdes morfoldgicas no rimen, devem estar vinculadas principalmente
a maior quantidade de &lcool e compostos fendlicos presentes no EPV, ou seja, ndo leva a um
desequilibrio acidético que provocaria danos a absorcdo (Baaske et al. 2020).

O epitelio do rumen, que recobre as papilas serve ndo apenas como estruturas de
absorcdo dos nutrientes, mas também como barreira epitelial para impedir a invasdo de
microrganismos patogénicos, toxinas e/ou fatores antinutricionais dos alimentos (Baaske et al.
2020). O aumento da espessura dessas variaveis, ndo traz beneficios extra para o animal, mas é
reflexo de alguma substancia que cause abrasdo mecanica (como alimentos muito abrasivos)
ou toxidade, como por exemplo, fatores antinutricionais encontrados em alguns alimentos como
a palma forrageira (Lima et al. 2018; Silva et al. 2019b; Silva et al. 2019c), mamona (Dantas
Junior, 2020) ou mandioca (Barboza et al. 2019), ou como nesse caso, a fracdo alcoodlica do
EPV.

A presenca do alcool e dos flavonoides na composi¢do do EPV, a microbiota ruminal
tém a capacidade de converter as moléculas de &lcool em &cido acético e os flavonoides
degradados em AGV’s atraves da formacdo de intermediarios como o acido p-
hidroxifenilacético e o acido 3,4-dihidroxifenilacético (Sharma et al. 1981). Esses componentes
serdo absorvidos pelo epitélio ruminal e metabolizados na forma de energia pelo animal
(Berchielli et al. 2011).

Os niveis de EPV também proporcionaram efeito quadratico na porcdo néo

queratinizada do epitélio ruminal e apresentou ponto de maxima estimado no nivel de 14 mL
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dial. A mesma é formada pelos estratos granulosa, espinhosa e basal, as quais sdo camadas
metabolicamente ativas, sendo responsaveis pela absor¢do e metabolizacdo dos produtos
oriundos da fermentacdo ruminal, além de ser a regido (estrato basal) responsavel pela
proliferacdo celular, ou seja, pela reposicéo tecidual (Silva et al. 2019c).

Logo, o efeito quadratico observado para a PNQ poderia auxiliar em uma maior
absorgdo dos AGV’s. O efeito quadratico demonstrado para a PQ, possivelmente ¢ reflexo da
diminuicdo da taxa de passagem nos maiores niveis de EPV, que induziu um maior fluxo da
digesta sobre as papilas ruminais, aumentando o efeito abrasivo sobre elas, isso levou a uma
maior taxa de turnover celular na camada externa do epitélio, fazendo com que houvesse o
aumento da PQ do epitélio ruminal.

A variavel ECM ndo sofreu alteracdo com a adicdo do EPV, provavelmente porque
ndo houve diferenca na quantidade de FDN da racdo, visto que ndo ocasionou aumento do CMS
com a inclusdo do EPV, assim como a pequena alteracdo no consumo de FDN né&o foi capaz de
modificar essa estrutura morfoldgica. A musculatura do rimen atua na motilidade da digesta e
seu desenvolvimento depende estritamente do tipo de dieta que o animal é exposto. Dietas com
alta incluséo de alimentos fibrosos acelerariam o desenvolvimento (hiperplasia e hipertrofia)
da musculatura ruminal (Norouzian et a. 2011), devido ao aumento da motilidade (Berchielli et
al. 2011).

A adicdo dos niveis de EPV promoveu efeito quadratico para a espessura da mucosa
intestinal, com ponto de maxima estimado no nivel de 28 mL dia™ EPV, essa regido concentra
as vilosidades e criptas intestinais, ou seja, regido de absor¢do de nutrientes e renovacgdo
tecidual. Esse comportamento ocorreu possivelmente devido ao aumento das vilosidades
intestinais, que consequentemente resulta em maior &rea de contato dos nutrientes com a
superficie absortiva, levando a maior absorcdo e indices produtivos superiores nos animais,
traduzidos pelo acréscimo do GPT.

Com o uso do EPV houve incremento da EM, que supostamente pode estar relacionado
com o aumento do aporte de aminoacidos que serdo integralmente digeridos e absorvidos pela
mucosa intestinal. Segundo Stradiotti Junior et al. (2004) a utilizacdo do extrato da propolis
proporciona aumento na concentracao dos &cidos graxos de cadeia curta e é eficiente em inibir
a atividade de desaminacao de aminoacidos pela microbiota ruminal. Assim, o aumento da EM
leva maior capacidade de absorcdo de aminoacidos oriundos do catabolismo da proteina

microbiana e dietética (Souza Mendonca et al. 2006), bem como de outros nutrientes.
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A maior quantidade de células caliciformes duodenais é considerada indicativo de uma
boa saude intestinal, pois a mucina produzida por elas protegem o epitélio da acdo de enzimas
digestivas, de infiltracdo de agentes patogénicos e de efeitos abrasivos da digestdo (Robertis e
Hib, 2001; Bueno et al. 2012). Sharma et al. (1995) demonstraram que fatores dietéticos (dieta
e flora microbiana) podem afetar o nimero de células caliciformes, além de modular a atividade
secretora das mesmas (Barcelo et al. 2000), melhorando a salde intestinal.

O resultado encontrado no presente estudo, pode indicar que o EPV ndo apresenta
nenhum tipo de efeito toxico sobre 0 nimero dessas celulas. Sendo descrito na literatura que 0s
acidos fenolicos e flavonoides presentes em maior quantidade na prdpolis vermelha apresentam
grande acdo antioxidante (Frozza et al. 2013; Tiveron et al. 2016) e gastroprotetora sobre a
mucosa intestinal, preservando a viabilidade normal das células (Behling et al. 2008).

O aumento dos niveis de inclusdo de EPV na dieta dos animais ndo influenciou o
armazenamento do glicogénio hepético. Esse resultado, aliado as analises histopatoldgicas dos
figados e rins também comprovam que o uso do EPV nédo ocasiona lesfes hepéticas e renais,
dessa maneira nao prejudica ou compromete no desempenho animal.

A auséncia de lesdes nos figados e rins dos animais podem ter ocorrido devido a
auséncia de propriedades toxicoldgicas da prdpolis vermelha, indicando que o EPV pode ser
adicionado até 28 mL dia® de EPV na dieta sem causar alteracdes nesses 6rgdos de ovinos
confinados.

Vale salientar ainda, que analises histopatoldgicas em figados e rins foram realizadas,
ndo havendo nesses 6rgdos na qual o alcool é metabolizado, alteracdes caracteristicas de
consumo de alcool, sendo as caracteristicas histoldgicas semelhantes as encontradas nos
animais do grupo controle.

A prépolis ndo apresenta efeitos antiproliferativos e citotoxicos sobre células normais,
do mesmo modo nao tem capacidade de suprimir o crescimento e a viabilidade de células renais
normais, mostrando-se com enorme a¢do nefroprotetora (Frion-Herrera et al. 2015).

Estudos avaliando o uso do extrato etanolico da prépolis indiana (Zhao et al. 2009;
Bhadauria, 2012) e da prépria propolis vermelha (Silva et al. 2019d), verificou-se que ambas
as propolis exercem efeito hepatoprotetor em células normais. Essa agdo protetora ocorre em
virtude da presenca do acido galico, kaempferol e quercetina, que sdo compostos bioativos
encontrados em grande quantidade na composi¢do quimica da propolis indiana e vermelha, o

gue poderia ser Util e eficaz no caso de dietas com subprodutos agropecuarios que apresentam
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ainda alguma concentracéo de fatores antinutricionais (Oliveira et al. 2012; Galo et al. 2015;
Barboza et al. 2019) de metabolizacéo hepética.

CONCLUSAO

Recomenda-se o nivel de 28 mL dia™* de EPV como aditivo natural alimentar, a fim de
proporcionar maiores areas absortivas de ramen, intestino e aumento no ganho de peso total de
ovinos confinados.

Conclui-se ainda que o EPV ndo causa alteracdes histopatoldgicas em figado e rins de
ovinos, mostrando ser uma alternativa viavel biologicamente para substituicdo aos aditivos

sintéticos utilizados na producdo de pequenos ruminantes.
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