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“As sociedades precisam tanto da ciéncia como da religido.
Elas ndo sdo incompativeis, mas complementares.
Precisamos da ciéncia para entender o mundo e

usar esse conhecimento para melhorar as condigdes humanas.
Mas a ciéncia deve permanecer em siléncio

nos assuntos espirituais”

(Francis Collins)
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RESUMO GERAL

O uso de antibioticos como promotores de crescimento esta sendo gradualmente banido,
devido ao possivel risco de resisténcia a drogas por bactérias patogénicas humanas, o que resulta
em um crescente interesse por alimentos produzidos organicamente que, o publico em geral
associou como alimento saudavel. Entre as opcdes, os extratos herbais (dentre eles o orégano)
fazem parte de uma classe de produtos que podera substituir os agentes antimicrobianos. No
primeiro capitulo foi avaliado os efeitos da adicdo do dleo essencial de orégano (Origanum
vulgare) no consumo de ragdo, ganho de peso, postura e carga parasitologica fecal de codornas
japonesas (Coturnix coturnix japonica). As possiveis alteragdes nos padroes hematologicos e
bioquimicos destas aves também foram analisadas. Para isso, cem codornas japonesas fémeas
foram distribuidas em 2 grupos (controle e experimental) de 50 animais. Cada grupo foi
subdividido em 5 lotes com 10 codornas. Cada gaiola possuia um lote de animais do grupo
controle e outro do grupo experimental. O grupo controle recebeu ragao padrdo para codornas,
adicionada de dleo vegetal de canola na propor¢do de 20g/kg de ragdo. O grupo experimental
recebeu, para cada quilograma de ragdo, 20g da mistura de 6leo de canola adicionada de o6leo
essencial de orégano a uma concentracdo de 1%, visando fornecer 200mg de 6leo por quilograma
de alimento. A adi¢cdo do 6leo essencial de orégano nao alterou os indices de desempenho dos
animais e ndo revelou atividade antiparasitaria nas aves pertencentes ao grupo experimental.
Nenhum efeito foi detectado nos parametros bioquimicos e hematoldgicos da codornas tratadas
com o 6leo, em 90 dias de administracdo cronica. No segundo capitulo, a atividade antioxidante
do orégano foi avaliada. Para isso, no ultimo dia do experimento 30 animais (15 de cada grupo)
foram submetidos ao estresse de contengdo (o qual ¢ capaz de gerar estresse oxidativo) e outras
30 aves (15 de cada tratamento) ndo sofreram esta intervencdo, permanecendo as mesmas nas
gaiolas (aves ndo estressadas). As aves do grupo experimental obtiveram menores valores de
mondcitos, bastonetes, taxa monocitos/linfocitos e glicose, quando comparadas ao grupo
controle. Nao houve diferencas significativas nos indices que medem os danos oxidativos
teciduais (TBARS e proteinas carboniladas). Os resultados obtidos permitiram sugerir que o 6leo
essencial de orégano promoveu um efeito protetor nos animais suplementados quando estes
foram submetidos a imobilizagao.

Palavras-chave: Coturnix coturnix japonica, Origanum vulgare, dieta, desempenho, fisiologia.



GENERAL ABSTRACT

The antibiotic use as growth promotional is being gradually prohibited due to the possible risk of
drugs resistance for human pathogenic bacteria resulting in an increasing interest for produced
organic foods, that the public in general associated as healthful food. Between the options, the
herbals extracts (amongst them the oregano, Origanum vulgare) are part of a class of products
that will be able to substitute antimicrobials agents. In the first chapter it was evaluated the effect
of addition of oregano (Origanum vulgare) essential oil in the intake, body weight gain, posture
and fecal parasitological load of Japanese quails (Coturnix coturnix japonica). The possible
alterations in the hematological and biochemistry standards of these birds had been also analyzed.
One hundred quails had been divided in 2 groups (experimental and control) of 50 animals. Every
group had been divided in 5 lots with 10 quails each. Each cage possessed one lot of the control
group and another one of the experimental group. The control group had received ration standard
for quails, added of canola vegetal oil in the ratio of 20g/kg ration. The experimental group had
received for each kilogram of ration, 20g of the mixture of canola oil added oregano essential oil
(in the concentration of 1%), aiming at to supply 200mg of essential oil for kilogram of food. The
addition of essential oil was not modified the performance and did not display antiparasite
activity in the experimental group. No effect was detected in the biochemistry and hematological
parameters of the quails treated with the oregano oil, in 90 days of chronic administration. In the
second chapter, the antioxidant activity of the oregano was evaluated. For this, in the last day of
the experiment, thirty animals (fifteen of each group) had been submitted to immobilization stress
(this procedure is able to generate oxidative stress) and others thirty birds (fifteen of each
treatment) remained in the cages (birds were not stressed). The experimental group had gotten
lowers values of monocytes, band neutrophil, monocytes/lymphocytes ratio and glucose, when
compared with the control group. It did not have significant differences in the carbonyl proteins
and TBARS concentrations. The results suggest that the oregano essential oil promoted a
protective effect in the supplemented animals when they had been submitted to immobilization.

Key-words: Coturnix coturnix japonica, Origanum vulgare, diet, performance, physiology.



INTRODUCAO

As condi¢cdes mundiais atuais vém privilegiando as exploracdes comerciais que nao
necessitem de grandes investimentos, que ocupem pouco espaco, ndo necessitem de grande
quantidade de mao de obra para sua manutencdo e, ainda que forne¢cam retorno financeiro em
curto ou médio prazo (Garcia e Pizzollante, 2004).

Nesse contexto, a coturnicultura (termo designado para a criacdo de codornas), vem-se
destacando a cada ano como uma atividade produtiva no mercado agropecuario brasileiro.
Verifica-se rapida expansdo da produgdo no setor coturnicola a partir da década de noventa, que
foi quando se iniciou a venda de ovos beneficiados (descascados ou em conserva), agregando

valor ao produto (Albino, 2003)

As codornas sdo origindrias do norte da Africa, da Europa e da Asia, pertencendo a
familia dos Fasianideos (Phasianidae) e da sub-familia dos Perdicinidae, sendo, portanto, da
mesma familia das galinhas e perdizes (Pinto et al., 2002). A Coturnix coturnix coturnix, ou
codorna européia, foi introduzida no Japao no século XI, a partir da China, via Coréia. Os
primeiros escritos a respeito dessa ave datam do século XII, e registram que elas eram criadas em
funcdo do seu canto. Os japoneses, a partir de 1910, iniciaram estudos e cruzamentos entre as
codornas provindas da Europa e espécies selvagens, obtendo-se, assim, um tipo domesticado, que
passou a se chamar Coturnix coturnix japonica, ou codorna doméstica. A partir de entdo, iniciou-
se a sua exploracao, visando a produgao de carne e ovos (Reis, 1980).

No Brasil, esta ave foi introduzida na década de cinqlienta, e embora elas se pare¢am com
as codornas selvagens, aqui existentes, ndo pertencem a mesma familia, pois a Nothura
boraquira (do Nordeste), Nothura minor (mineira ou buraqueira) e a Nothura maculosa (comum
ou perdizinha) pertencem a familia dos tinamideos (Pinto et al., 2002).

A coturnicultura ¢ um setor da avicultura que esta em franco crescimento com grande
produtividade e rentabilidade, devido a varios fatores que t€ém contribuido para o aumento do
rebanho no pais (estimado em quase sete milhdes de aves com uma producgao de 117 milhdes de
duzias de ovos/ano - fonte: IBGE, 2005). Entre eles se destacam: pequenos espagos para grandes
populagdes, o rapido desenvolvimento e curto intervalo entre as geragdes (Murakami e Furlan,

2002), a precocidade na producdo, a maturidade sexual precoce (35 a 42 dias), a grande



longevidade em alta producdo (14 a 18 meses), o baixo investimento e, conseqiientemente, o
rapido retorno financeiro (Pinto et al., 2002).

Desde os anos 90 tém sido utilizados trés tipos de codornas em exploragdes industriais: a
Coturnix coturnix coturnix, ou codorna européia; a Coturnix coturnix japonica, ou codorna
japonesa; e¢ a Bobwhite Quail ou codorna americana. Essas aves possuem diferentes
caracteristicas de tamanho, peso, precocidade, tipo de ovo (branco ou pintado), taxa de postura,
coloragdo das penas, caracterizando, assim, a aptidao de cada uma, a produgdo de carne ou ovos.
A codorna japonesa, no entanto, ¢ a mais difundida mundialmente, por sua grande precocidade e
alta produtividade (Baungartner, 1994).

As fases de criagdo da codorna japonesa correspondem aos diferentes periodos
cronologicos que a ave passa durante todo o periodo de sua vida. Cada periodo possui

caracteristicas proprias, de acordo com a categoria do animal (Albino, 2003).

Codorna para producéo de ovos
Denominagao Fase (dias)
Cria ou Inicial 1-21
Recria 22-42
Producao 43 ao descarte

As codornas, por possuirem grande area corporal em relacdo ao peso, na fase de
crescimento sdo dependentes de ambiente termo-higrométrico ideal (primeira semana de idade,
38°C e 65% de umidade relativa (UR); segunda semana de idade 32°C e 60% de UR; terceira
semana de idade 27°C e 60% de UR e, a partir da quarta semana de idade 21 a 25°C e 60% de
UR), segundo Reis (1980).

As fémeas adultas sdo em média 10% mais pesadas que os machos, e iniciam a postura ao
atingir esta fase, alcangando uma produc¢do anual de at¢ 300 ovos. Tanto a carne como 0s 0vos
sdo bastante apreciados. No Brasil, estima-se que o consumo per capita seja de 9,5 ovos
(Fujikura, 2002), o que demonstra que a demanda desse alimento tem contribuido para o aumento
da criagcdo de codornas no pais. Os ovos sdo relativamente grandes (peso médio de 11,5 g) e o
rendimento da carcaca ¢ um dos mais altos entre as aves: 72% do peso vivo (Murakami e Furlan,

2002).



De modo geral, a alimentacdo das aves desempenha um papel fundamental na criagdo, ja
que representa aproximadamente 75% do custo variavel da produgdo avicola, e se baseia em trés
conceitos fundamentais: consumo, necessidades e recomendacdes (Murakami, 1998). Elas devem
encontrar nas racoes que ingerem todos os constituintes que lhes permitam crescer, reproduzir €
produzir ovos. Os nutrientes assimildveis, indispensaveis para esta atividade, ¢ que definem as
necessidades de constituintes energéticos, aminodcidos essenciais, minerais, vitaminas e agua
(Cotta, 2003).

A energia € o principal componente nutricional da ragdo, determinando o desempenho das
aves (Cotta, 2003). A energia ndo ¢ um nutriente, mas resulta da oxidacdo dos nutrientes durante
o metabolismo, sendo liberada na forma de calor ou sendo armazenada para uso posterior nos
processos metabolicos do organismo animal (NRC, 1994). Em sistema de criacdo onde se utiliza
alimentacdo a vontade, o consumo alimentar ¢ regulado pela densidade energética da ragdo e pela
exigéncia das aves, tornando-se imprescindivel o conhecimento acurado do teor energético dos
alimentos para proporcionar o adequado balanceamento das dietas (Murakami e Furlan, 2002).

As codornas apresentam diferencas fisiologicas e comportamentais, distinguindo-se das
demais aves em eficiéncia alimentar e produtividade (Murakami e Furlan, 2002). O tempo de
passagem da digesta pelo intestino das codornas ¢ muito rapido (1 a 1,5 horas, contra 3 a 5 horas
em galinhas), o que influencia a digestibilidade de nutrientes e, conseqiientemente, no valor
energético, pois esta ave apresenta um melhor aproveitamento da energia proveniente de fibra da
racdo, o que pode ser devido ao maior tamanho relativo do ceco. A eficiéncia alimentar esta
relacionada também a uma série de varidveis, como composi¢ao do alimento, quantidade ingerida
(Furlan et al., 1996), aspecto fisico do alimento (Leandro et al., 2001), contetido de umidade,
freqiiéncia e tempo de fornecimento do alimento, além das variagdes individuais (Murakami e
Furlan, 2002).

Além das fontes energéticas, as fontes protéicas das ragdes tém sido os componentes de
maior participacdo no custo das mesmas, sendo, também, os de maior importancia na pratica
comercial (Forbes et al., 1994). A proteina contida nos ingredientes da ragdo ¢ um dos principais
nutrientes na manuten¢cdo do metabolismo corporal das aves e para producao de carne e ovos,
cuja eficiéncia de utilizacdo depende da quantidade, composicdo e digestibilidade de seus
aminoacidos (Dale, 1994). Os aminoacidos sdo exigidos em niveis especificos pelas aves para

exercer inumeras fun¢des de constituintes primarios dos tecidos estruturais e de prote¢do, como a



pele, matriz dssea, ligamentos, tecidos dos 6rgdos, musculos e penas (Pinto et al., 2002). Assim,
os aminodcidos e peptideos resultantes dos processos de digestdo e absor¢do dos alimentos
podem ser utilizados para varias fung¢des metabolicas e como precursores de inumeros
constituintes corporais nao protéicos (Silva, 1997). A digestao e o metabolismo de aminoacidos
consumidos em excesso geram incremento caldrico corporal desnecessario, provocando a
excre¢do de volume excessivo de acido urico, com maior gasto de energia. Além disso, o excesso
de aminoacidos circulantes pode provocar a diminui¢do do consumo de racdo por parte dos
animais (Goulart, 1997).

No Brasil, o material genético existente ainda precisa ser melhorado, necessitando com
urgéncia de programas de melhoramento genético, para a obtencdo de linhagens definidas
(Murakami,1998). Além disso, sdo escassas as informacdes nas areas de manejo e nutricao de
codornas, dificultando a criagdo e contribuindo para o aumento no custo de producdo desta ave.
Frequentemente ha o fornecimento de ragdes que ndo se adequam as reais exigéncias dessas aves
(Sakamoto et al., 2006) e, grande parte das pesquisas cientificas envolvendo niveis nutricionais e
desempenho de codornas refere-se a dados obtidos em outros paises, onde a formulagdo de racao
se baseia em tabelas estrangeiras (NRC, 1994 e INRA, 1999), além de os dados utilizados serem
muito antigos e escassos. O proprio NRC (1994) cita que, desde 1984, ndo se tém novas
informagdes a respeito de exigéncias para codornas, demonstrando desde entdo uma grande
defasagem de informagdes. Soma-se a isso, as linhagens utilizadas, as condi¢cdes ambientais € o
manejo que diferem daqueles existentes em nosso pais.

Desta forma, para viabilizar sua exploracdo racional, torna-se necessaria a realizagao de
pesquisas nas areas de genética e nutri¢ao (Belo et al., 2000), no sentido de contribuir para maior
aprimoramento e obten¢do de linhagens definidas. O estabelecimento de linhagens pode garantir
a produtividade dessas aves (Garcia e Pizzollante, 2004) e a fixacdo desta exploragdo como fonte
rentavel na produgao avicola (Furlan et al., 1996).

Além da questdo nutricional, um dos maiores problemas nas criacdes ¢ a existéncia de
refugo nos lotes de aves em producgdo devido a infestagdes parasitarias e de microorganismos. Os
parasitos, além de espoliarem o organismo, estimulam respostas imunoldgicas que drenam parte
das reservas energéticas que seriam direcionadas para o crescimento e para a reproducao (Yun et

al., 2000).



Com o objetivo de atenuar a infestagdo parasitdria e o crescimento de patdogenos, em
criacdes comerciais tem-se usado na ra¢do ou na agua de beber, antiparasitarios e antibioticos.
(Corréa et al.,, 2002). A agdo destes antibidticos e antimicrobianos quimioterapicos como
promotores de crescimento se baseia, principalmente, na reducdo da atividade de microrganismos
antagonistas no intestino, permitindo uma maior eficiéncia na absor¢ao de nutrientes pelo animal,
resultando desta maneira em 4 — 6,5% de aumento no ganho de peso e utilizagdo do alimento

(Tsinas, 1998a).

Este procedimento, embora muito util e cientificamente aceitavel, tem sido muito
criticado pelo publico consumidor devido ao possivel risco de resisténcia a drogas por bactérias
patogénicas humanas, resultando em um crescente interesse por alimentos produzidos
organicamente, que o publico em geral associou como alimento saudavel (Moreira et al., 2005).
Estes alimentos “verdes”, tanto de origem vegetal como animal, possuem um valor agregado que

se reflete em maior ganho para o produtor (Jaenisch, 2000).

Portanto, a pressdo social para um menor uso de antibioticos sintéticos, forcou produtores
e pesquisadores a investigarem outras substancias que, além de melhorarem o desempenho de
crescimento, causem menos prejuizos ao meio ambiente € sejam aceitas pelos consumidores

(Tsinas, 1998b).

Neste contexto, se contrapondo ao uso de quimioterdpicos sintéticos, as plantas
aromaticas e seus extratos tém recebido elevada atengdo como alternativa na promocdo de
crescimento, inseridas na produgdo organica de produtos alimentares, com custos mais altos, mas
nao impedindo um consumo crescente (Jaenisch, 2000).

O uso de produtos naturais para prevenir ou curar doengas esta longamente estabelecido, e
¢ notavel que apenas 25% de nossos farmacos modernos puderam ser tracados antes daqueles de
origem botanica (Tsinas, 1999). Sabe-se que a maior parte das propriedades antimicrobianas ¢
devido ao oleo essencial que estas plantas contém como produto do seu metabolismo secundario
(Bampidis et al., 2005). Estes oleos essenciais (também chamados de o6leos volateis ou
“ethereal”, sensu Guenther, 1948) sao liquidos obtidos a partir de materiais da planta como flores,
brotos, sementes, folhas, ramos, cortex, caules, frutas e raizes.

Os Oleos essenciais podem ser obtidos por métodos de compressao, extracao,

fermentacdo, enfleurage (uso de um solvente vegetal para reter o 6leo) ou, mais comumente, por



destilag@o a vapor (Van de Braak et al., 1999). Pensa-se que o termo “6leo essencial” é derivado
da nomenclatura alquimica do século XVI, pelo reformador de medicina sui¢o Paracelsus von
Hohenheim, que chamou o componente efetivo de uma droga de “quinta essentia” (Guenther,
1948).

Cerca de trés mil 6leos essenciais sdo conhecidos, dos quais aproximadamente 10% sao
comercialmente importantes. Esta pequena parte dos 6leos essenciais € destinada principalmente
para o mercado de fragrancias, flavorizantes de alimentos, de bebidas alcoolicas, de cosméticos,
aromaterapia, medicina e produtos de limpeza (Van de Braak et al., 1999).

Diferentes modos de a¢dao dos 6leos essenciais compdem os mecanismos de inibicdo dos
microrganismos. Compostos fenolicos presentes nos 6leos essenciais tem sido conhecidos por
possuir atividade antimicrobiana e alguns sdo classificados como “substancias reconhecidamente
seguras” e, por isso, poderiam ser usadas para prevenir o crescimento pos-colheita de bactérias
contaminantes e saprofitas. Estas substancias sensibilizam a bicamada fosfolipidica da membrana
celular do microrganismo, causando um aumento da permeabilidade e perdas de constituintes
intracelulares vitais ou danos nos sistemas enzimaticos deste (Singh et al., 2002).

Entre as planta cujos extratos possuem a¢ao antimicrobiana (Burt, 2004), antifiingicas
(Thompson, 1989), inseticida (Konstantopoulou et al., 1992) e anti-helmintica (Force et al.,
2000) destaca-se o orégano (Origanum vulgare). Esta erva, mundialmente usada como um
condimento pertence ao género Origanum (familia Labiatac / Lamiaceae) e ¢ caracterizada por
uma larga diversidade morfologica e quimica. Quarenta e duas espécies ou quarenta € nove tipos
(espécie, subespécie e variedades) divididos em 10 se¢des (Amaracus; Anatolicon;
Brevifilamentum; Longitubus; Chilocalyx; Majorana; Campanulaticalyx; Elongatispica;
Origanum; Prolaticorolla) pertencem a este género, sendo que a maioria deles tem uma
distribuicao local ao redor do Mediterraneo e Oriente Médio (Ietswaart, 1980; Kokkini, 1991).

Os Oleos essenciais das variedades do género Origanum variam na quantidade total
produzida por planta (variando desde tracos a 8 ml / 100g de peso seco), bem como em sua
composicao qualitativa (Tabela 1). Como resultado, o contetido total de fendis (cristalizdvel e nao
cristalizdvel) de seu 6leo essencial varia de tragos até 95%, mesmo entre plantas de mesma
espécie (Kokkini et al., 1989; Vokou et al., 1993) (Tabela 2). A preponderancia de carvacrol
(fenol ndo cristalizavel) ou timol (fenol cristalizavel) nos seus 6leos essenciais € responsavel pela

sua classificacdo comercial como 6leo de orégano ou de tomilho, respectivamente. A variagdo na



composicao quimica dos dleos essenciais de orégano provavelmente tem uma ligagdo com suas

propriedades antimicrobianas (Sivropoulou et al., 1996).

TABELA 1 — Classificagdo dos membros do género Origanum segundo a quantidade total de

6leo essencial produzido por planta (Kokkini et al., 1991; Vokou et al., 1998).

Designacao Producéo de 6leo Exemplo

(ml / 100g de peso seco)

“Pobres” em Oleo essencial Menor que 0,5% Origanum calcaratum
Intermediario Entre 0,5 € 2,0% Origanum microphyllum
“Ricos” em 6leo essencial Maior que 2,0% Origanum vulgare subsp hirtum;

Origanum onites

TABELA 2 — Caracterizagdo dos membros do género Origanum segundo os compostos de maior
ocorréncia na composi¢ao de seus oleos essenciais (Fischer et al., 1987; Kokkini et al., 1991;

Vokou et al.,1998; Ruberto et al., 1993; Lawrence, 1984) .

Principais compostos Exemplo

Linalol, Terpeno-4-ol, hidrato de sabineno Origanum majorana

Compostos fendlicos, carvacrol e/ou timol Origanum vulgare subsp hirtum
Sesquiterpenos Origanum vulgare subsp vulgare

O o6leo essencial de Origanum vulgare, uma das espécies com maior rendimento de 6leo,
¢ descrito como contendo mais de 34 compostos ativos (Tabela 3). Os maiores constituintes do
0leo essencial desta erva, os fenois carvacrol, timol, y-terpeno e p-cimeno, alcancam entre 80,2%
a 98,4% dos 6leos essenciais totais de algumas amostras de orégano de localidades da Grécia
(Bampidis, 2005). Os altos niveis destes compostos e sua relagdo sdo de grande importancia para
a eficacia do produto. Entretanto, outros componentes tém provado ser de relevancia significante,
visto que, a eficadcia do carvacrol e do timol isolados, ndo atingem a eficiéncia biocida e

antioxidante do 6leo essencial (Tsinas, 1999).



TABELA 3 — Composigdo do 6leo essencial de Origanum vulgare ssp hirtum (Sivropoulou et
al.,1996)

Componente Composic¢ao (%)
(Sivropoulou, 1996)

1- a-thujene R

2- o-pinene 0,88

3- camphene 0,15

4- B-pinene 0,08

5- sabinene 0,04

6- myrcene 0,61

7- a-phellandrene 0,07

8- a-terpinene 0,62

9- limonene 0,14

10- 1,8-cineole 0,18

11- B-phellandrene 0,08

12- y-terpinene 2,07

13- B-ocimene 0,09

14- p-cymene 8,76

15- a-terpinolene 0,05
16- 6-methyl-3-heptanol -
17- nonanal -
18- 3-octanol -

19- 1-octen-3-ol 0,37

20- trans-sabinene hydrate 0,15
21- B-bourbonene -

22- cis-sabinene hydrate 0,22

23- linalool 0,12

24- linalyl acetate -
25- terpinen-4-ol -

26- B-caryophyllene 1,50
27- methylcarvacrol 0,05
28- trans-dihydrocarvone 0,03
29- cis-dihydrocarvone *tr

30- isoborneol 0,10

31- a-terpineol 0,42

32- y-elemene 0,20

33- B-bisabolene 0,15

34- y-cadinene 0,02

35- trans-carveol 0,10
36- calemene 0,03

37- p-cymen-8-ol 0,08

38- carvacrol acetate 0,36
39- spathulenol 0,05
40- thymol 2,45

41- carvacrol 79,58

 tr = trago (<0,01%); b: nfo determinado
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Um exemplo da grande variabilidade da composi¢do quimica dos 6leos de espécies do
género Origanum foi obtido por Sivropoulou e colaboradores (1996), que realizaram um estudo
comparativo da composi¢ao de trés 6leos essenciais de Origanum: dois eram derivados de ervas
de orégano da Grécia (O. vulgare ssp hirtum e O. dictamnus), e o terceiro era uma preparagao
disponivel comercialmente de 6leo de Origanum. Os componentes quimicos de cada 6leo foram
analisados por espectrofotometria de massa — cromatografia a gas (GC-MS) e mostrou uma
grande variacdo na concentragdao de carvacrol (0,43% — 79,58%) e timol (0,44% — 31,8%).
Entretanto, a soma dos dois fendis e seus precursores (y-terpeno € p-cimeno) constituiu um
volume para cada 6leo de 87,7%, 92,8% e 73,7% respectivamente. Segundo estes autores, devido
ao baixo conteudo de carvacrol, o 6leo de Origanum comercial nao poderia ser caracterizado
como um tipico 6leo de orégano.

O dleo essencial derivado de plantas do género Origanum possui atividade antimicrobiana
contra bactérias gram positivas e gram negativas (Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Rhizobium leguminosarum, Bacillus subtilis) (Sivropoulou et al., 1996).
Além do carvacrol e timol, e seus precursores biossintéticos (y-terpeno e p-cimeno), outros
componentes que estdo presentes nos Oleos (1,8-cineole, linalol, acetato linalil, a-terpenol,
isoborneol, trans-dihidrocarvone, cis-dihidrocarvone e trans-carveol), exibiram atividade
antimicrobiana, justificando a melhor eficiéncia do 6leo total que a dos principais componentes

isolados (Sivropoulou et al., 1996).

Ozkan e colaboradores (2003) realizaram um teste de rotina para quantificar a eficiéncia
de agentes antimicrobianos (prova do antibiograma em disco). O 6leo essencial de orégano em
concentragdes de 1% ou 2% em solugdo de etanol absoluto, foi um dos mais ativos dentre os
temperos (cominho, louro, menta, mangerona, salvia, segurelha, tomilho preto e tomilho) para
inibir o crescimento de bactérias Enterobacter aerogenes, Escherichia coli , Escherichia coli
O157:H7, Klebsiella pneumoniae , Proteus vulgaris, Salmonella enteritidis, Salmonella
gallinarum,Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Aeromonas
hydrophila, Corynebacterium xerosis, Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis,
Enterococcus feacalis, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens.

Em concordancia, Elgayyar e colaboradores (2001), demonstraram que o 6leo essencial de

orégano resultou em maior zona de inibigdo (maior ou igual a 70 mm) sobre a E.coli. A CMI

11



(concentracdo minima inibitéria) ¢ CMB (concentragdo minima bactericida) obtida para o
orégano foram de 1,8 e 2,0 ml/100ml, respectivamente. Também, Sagdie e colaboradores (2002)
estudaram a capacidade de extratos de sete espécies em diferentes concentracdes para inibir o
crescimento da E.coli O157:H7. Eles reportaram que o orégano e o tomilho mostraram maiores
atividades que os outros extratos. Em concordancia, Skandamis e colaboradores (2001)
declararam que 6leos essenciais de orégano e EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) inibiram

o crescimento de E.coli por induzir mudangas morfologicas proximas a CMB.

A comparagao do efeito do 6leo essencial de Ocimum basilicum e Thymus vulgaris, contra
treze linhagens bacterianas e seis fungos, em doses equivalentes de 6leo essencial de orégano, foi
vantajoso para este ultimo, inclusive contra cepas resistentes de Pseudomonas aeruginosa (Bozin
et al., 2006). Sartoratto ¢ colaboradores (2004) compararam a atividade antimicrobiana de dleos
essenciais obtidos de plantas aromaticas usadas no Brasil, concluindo que, o 6leo essencial de
orégano foi fortemente bactericida para Enterococus faecium e moderadamente para
Pseudomonas aeroguninosa, Salmonella choleraesuis, Rhodococcus equi, Micrococus luteus,
Staphylococus aureus, Staphylococus epidermides, Escehrichia coli, Bacillus subtilis. Estes

autores também observaram a atividade antifiingica para Candida albicans.

Por outro lado, Moreira e colaboradores (2005) avaliando os parametros de atividade
antimicrobiana de véarios 6leos essenciais na sobrevivéncia e crescimento de linhagens diferentes
de E.coli O157:H7, verificaram que este microrganismo mostrou baixa susceptibilidade ao
orégano, apresentando 10mm a 12mm de diametro de halo de inibi¢do. As diferengas encontradas
com os estudos anteriormente citados podem ser atribuidas a heterogeneidade dos o6leos
essenciais, muitas vezes composto por misturas complexas de substincias organicas. A qualidade
e quantidade dos componentes dos dleos essenciais podem variar com o estagio de crescimento,
variedade, condigdes ambientais, fatores ecologicos e outros fatores da planta (Amzallag et al.,
2005). O método de extragdo também pode alterar a composi¢do do 6leo essencial (Vagi et al.,

2005).

O modo de agdo dos fendis contra as bactérias segue o mesmo dos antibidticos sintéticos,
com a alteragdo da membrana celular bacteriana, aumento de sua permeabilidade, resultando em
um desequilibrio aquoso e morte da célula. Entretanto, em contraste aos antibidticos sintéticos,

ndo ha evidéncias de resisténcia bacteriana ao 6leo essencial de orégano (Ingram, 1997).
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De forma geral, os mecanismos de resisténcia bacteriana podem surgir de duas maneiras:
mutagdo cromossdmica (que ndo podem ser transferidas a outras bactérias) ou aquisicdo de
plasmideos (que podem transferir resisténcia rapidamente) (Balcazar et al., 2006). Portanto, como
o efeito inibitorio do orégano na bactéria ndo ¢ através da transferéncia de nenhum cromossomo,
ndo héa risco de aumento da oposicdo da bactéria para tais substdncias importantes como

penicilina e estreptomicina (Tsinas, 1999).

A propriedade inseticida do o6leo essencial de orégano foi comprovada por Lamiri e
colaboradores (2001) contra a mosca Hessian (Mayetiola destructor), uma das maiores pestes do
trigo no Marrocos. Estes autores observaram que 6leo de Origanum majorana foi mais toxico aos
animais adultos e o extrato de Origanum compactum foi mais eficiente sobre os ovos. Em
concordancia, Isman e colaboradores (2000) comprovaram esta atividade do orégano contra a
lagarta do tabaco (Spodoptera litura), através da aplicagdo topica do 6leo essencial neste inseto
no terceiro estagio larval. O 6leo de Origanum creticum produziu mais de 90% de mortalidade
das larvas nas 24 horas posteriores a dose de 100ug por larva.

Pesquisas médicas em humanos demonstraram que a suplementacdo alimentar com 600
mg de 6leo de orégano emulsificado, durante seis semanas, foi eficaz contra infestagdes entéricas
de parasitos (Blastocystis hominis, Entamoeba hartmanni e Endolimax nana) (Force et al., 2000).

Além da propriedade biocida, outra atividade benéfica observada no 6leo essencial de
orégano ¢ a sua propriedade antioxidante. Constituintes quimicos com atividade antioxidante
(com capacidade de desativar radicais livres), encontrados em altas concentracdes em plantas,
determinam seu consideravel papel na preven¢ao de varias doengas degenerativas, como cancer e
doenga de Alzheimer (Hu et al., 2002). Isto porque, acredita-se que estas substancias funcionem
em oposi¢do aos efeitos das espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo geradas durante o
metabolismo celular. Estes fitoquimicos devido ao seu anel fendlico e substituintes hidroxila
podem funcionar como antioxidantes efetivos devido a sua habilidade de conter elétrons livres.
Sugere-se entdo que, os antioxidantes fendlicos oriundos de uma dieta rica em tais compostos
podem neutralizar os radicais livres nocivos e entdo inibir suas reagdes oxidativas com moléculas
biologicas vitais, prevenindo o desenvolvimento de muitas condigdes fisiologicas, as quais
podem se manifestar em doengas (Vattem et al., 2005).

Entre os principais constituintes presentes nas plantas, que participam no sistema de

defesa da célula contra os radicais livres, estdo os compostos fendlicos, e também acido ascorbico
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e carotenoides (Szeto et al., 2002). Entretanto, como estas ervas podem ser usadas frescas ou
secas, ¢ valido ressaltar que processos enzimaticos que ocorrem durante a secagem da planta
poderiam levar a mudangas significantes na composi¢ao dos fitoquimicos (Jambor et al., 2002).
Com efeito, Capecka e colaboradores (2005) compararam a atividade antioxidante de algumas
ervas apos a colheita e ap6s a secagem. A atividade antioxidante do orégano expressa através da
inibi¢do da peroxidacdo do acido linoléico e estabilizagdo de radical livre (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila - DPPH) nao sofreu significante decréscimo apds a secagem da erva. Atribui-se tal
efeito principalmente a riqueza desta erva em acido rosmarinico, um composto que possui quatro
grupos hidroxila em sua molécula e, por esta razdo, possui alto potencial de estabilizacdo de

radicais livres.

Alma e colaboradores (2003) também estudaram esta propriedade do orégano
empregando a técnica do tiocianato (segundo Yildirim et al., 2000) e, concluiram que os terpenos
presentes nas folhas e no 6leo de orégano sdo poderosos antioxidantes, comparavel ao 2,6-di-terc-
butil-p-hidroxitolueno - BHT (tradicional antioxidante) no combate a oxida¢do do 4cido linoléico

e ao a-tocoferol (Kulisic et al., 2004).

Outra questdo relevante ¢ que tratamentos 4cidos sdo regularmente usados nos estudos
fitoquimicos, entretanto, poucos estudos t€ém investigado o efeito de tais tratamentos na atividade
antioxidante. Visando isto Kosar e colaboradores (2005) avaliaram o efeito que este
procedimento poderia ter sobre as caracteristicas fitoquimicas (contetido total de fenodis e
composicao qualitativa e quantitativa) e antioxidantes. Foi obtido que o tratamento acido diminui
a quantidade de &cido rosmarinico do orégano, porém nao afetou a atividade de neutralizar DPPH
do extrato. Além disso, a concentracdo estimada para o extrato de orégano ICsy (concentragdo de
6leo essencial que causou 50% de neutralizagdo) decresceu significativamente apds o tratamento
acido, ou seja, o extrato tratado com 4acido foi significativamente mais inibidor da deterioragao de
fosfolipideos mediada por radicais hidroxilas.

Verifica-se, entdo, que para uma aplicagdo tecnologica de sucesso de tal preservante
natural sd3o necessarios determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) e a concentragao
minima bactericida (CMB) do 6leo essencial de orégano. Além disso, aplicagdes tecnoldgicas de
Oleos essenciais, para reduzir patdogenos no processamento pos-colheita de alimentos, em
particular aqueles produzidos por métodos organicos, requer o estabelecimento de condicdes

Otimas, tais como sensibilidade ao patdgeno, concentragdes efetivas e tempo de contato entre o
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6leo e o patdgeno. Entretanto, deve-se salientar que para alcancar uma determinada vida de
prateleira, os produtos alimenticios requerem uma carga inicial microbiana reduzida, assim como
seu controle ou inibi¢ao durante as etapas de producao.

Em termos de produtividade animal, a adigdo de promotores de crescimento a alimentacao
¢ uma pratica comum para elevar a produtividade ou aumentar a conversdo alimentar, embora
ndo sejam substancias nutritivas (English et al., 1988; Muirhead et al., 1997). A agdo destes
antibidticos e antimicrobianos quimioterapicos como promotores de crescimento se baseia,
principalmente, na redu¢do da atividade de microrganismos antagonistas no intestino, permitindo
uma maior eficiéncia na absor¢do de nutrientes pelo animal, resultando em 4 — 6,5% de aumento
no ganho de peso e utilizagao do alimento (Corréa et al., 2002; Tsinas, 1998a).

O ¢leo essencial de orégano surge como uma alternativa natural para o uso na produgao
animal, devido a comprovacao de suas propriedades antibacterianas e antiparasitarias (Karpinska

etal., 2001; Mejlholm et al., 2002; Alma et al., 2003; Ozkan et al., 2003).

Um exemplo ¢ o estudo efetuado por Tsinas e colaboradores (1999) que realizaram uma
pesquisa com 450 porcos de um dia de idade até o abate (trés grupos de 150), sendo que, o grupo
1 ndo recebeu nenhum tipo de agente antimicrobiano ou promotor de crescimento, € os grupo 2 €
3 receberam suplementacdo de 250g e 500g, respectivamente, de um premix comercial de 6leo
essencial de orégano / tonelada de ragdo. Estes autores verificaram que os grupos suplementados
obtiveram menor taxa de mortalidade, maior peso vivo (em kg) e melhor taxa de conversao
alimentar. Estes resultados foram dose-dependente e, portanto, o premix utilizado poderia ser
considerado um promotor de crescimento. Resultados muito semelhantes foram também obtidos
por Giinter e colaboradores (1998), Bilkei e colaboradores (2001) e Gertenbach e colaboradores
(2001).

Em outro estudo realizado por Tsinas e colaboradores (1998b), utilizando as mesmas
dosagens do suplemento comercial de 6leo essencial de orégano, verificou-se que os grupos
tratados com esse 0leo obtiveram 37 — 25% de redu¢do de incidéncia de diarréia, enquanto que o
grupo controle obteve uma incidéncia de 87,5%. Os resultados foram novamente dose-
dependente (Tsinas et al., 1998b).

Um recente estudo realizado com suinos sugeriu uma melhoria na reproducao, pois, a
adicao de folhas de orégano dessecadas a dieta de porcas em pré-paricdo e em fase de lactacdo

reduziu as taxas de mortalidade anual de neonatos, diminuiu a separa¢dao (por problemas de
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locomogdo, tor¢ao de orgdos abdominais, falhas cardiacas, entre outros) durante a lactacdo e
aumentou o nimero de animais nascidos vivos por ninhada, quando comparados com aqueles nao
suplementados com esta planta (Allan et al., 2005). Além desses efeitos, houve um aumento

significativo na produgao de leite pelas leitoas (Khajarern et al., 2002).

Os efeitos positivos do 6leo orégano na saude dos suinos e produgdo pode ser devido a
sua acdo antioxidante (Aeschbach et al., 1994), antibacteriana (Didry et al., 1994), ¢
antiinflamatéria (Azuma, et al., 1986). Khajarern e colaboradores (2002) estabeleceram que o
carvacrol e o timol afetaram a membrana da mucosa intestinal e aceleraram a taxa de renovagao
dos enterocitos na superficie das vilosidades do intestino. Isto poderia reduzir o ataque de
patdgenos aos enterdcitos e melhorar a capacidade de absor¢do de nutrientes. O orégano
estimulou a digestdo organica ¢ microbiana (De Koning et al., 1999), melhorou a regulagdo do
metabolismo gastrintestinal (Gilinter, 1998) e exerceu propriedades antibacterianas por impedir
processos disbidticos no trato digestivo destes animais (Sivropoulou et al., 1996, Tsinas et al.,

1998 a e b, Didry et al., 1994).

Em estudos realizados com galinhas poedeiras, o o6leo essencial de orégano em
concentragcdoes de 300mg/kg de racdo demonstrou ser eficiente no combate da hemoparasitos
(Eimeria tenella) (Giannenas et al., 2003). Hao e colaboradores (1998) observaram uma forte
atividade antibacteriana de extrato alcoolico de orégano em carne de frango e de perus, contra
Aeromonas hydrophila e Listeria monocytogenes, comparavel a varios antibidticos comumente
utilizados contra estes microrganismos. Em carne crua de galinha, houve uma reducdo no
crescimento de semeadura de Yarrowia lipolytica submetida ao tratamento com orégano, embora
outros tratamentos (coc¢des de manjericdo, mangerona, salva e tomilho) fossem iguais ou mais

eficazes (Ismail et al., 2001).

Lam e Zheng (1991) sugeriram que o Oleo de orégano possui uma atividade
anticancerigena. Estes autores reportaram que ratos alimentados com 6leo de Origanum tiveram
aumentada a atividade de glutationa S-transferase (GST) em varios tecidos. E sugerido que o

GST exerce um papel importante na detoxificacdo da carcinogénese quimica.

Verifica-se, entdo, que o orégano na forma de 6leo essencial ou folhas dessecadas possui
varias aplicacdes benéficas na produgdo de alimentos e na saide humana. Portanto, seu custo

baixo relativo as minimas concentracdes necessdrias para a obtencdo de efeitos desejaveis,
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configura-no um promissor agente adjuntivo na alimentacdo animal. O Brasil ndo produz
comercialmente o 6leo essencial de orégano, necessitando ser importado dos maiores produtores,
como a Turquia e a Grécia. A demanda interna crescente pode estimular a produgdo alternativa
em pequena escala, consolidando a economia rural de pequenos produtores com suas
conseqiiéncias sociais benéficas. Para que se consolide esta alternativa, contudo, sdo necessarios
mais estudos visando a comprovagdo das propriedades quimicas e variedades vidveis em solo
tropical e subtropical. Experimentos nutricionais em laboratorio € a campo, também seriam
desejaveis para o estabelecimento das concentragdes biocidas e antioxidantes do 6leo essencial de

orégano.

OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivo avaliar e testar o efeito na dieta, sobre a fisiologia e

a produtividade de codornas japonesas que receberam dieta acrescida de 6leo essencial de

orégano.
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CAPITULO 1

AVALIACAO DA ADICAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO (Origanum vulgare)
NO CONSUMO DE RAGCAO, PESO, POSTURA, CARGA PARASITARIA,
PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE CODORNAS JAPONESAS

(Coturnix coturnix japonica).
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RESUMO

O odleo essencial de orégano pode ser uma alternativa natural para o uso na producdo animal,
devido as suas comprovadas propriedades antibacterianas e antiparasitarias. Nesse contexto, foi
avaliado o efeito da adi¢ao deste extrato natural no consumo de ragao, no ganho de peso e postura
de codornas japonesas. O efeito antiparasitario do Oleo essencial de orégano e as suas
conseqiiéncias nos padrdes hematoldgicos e bioquimicos destas aves também foram avaliados.
Cem codornas japonesas foram divididas em 2 grupos (controle e experimental) de 50 animais.
As aves foram alocadas em gaiolas e distribuidas em dois grupos (controle e experimental) de 50
animais, contendo cinco lotes com 10 codornas cada. Cada gaiola continha um lote de 10 animais
do grupo controle e outro do grupo experimental. O grupo controle recebeu ragdo padrao para
codornas, adicionada de 6leo vegetal de canola na propor¢cdo de 20g/kg de ragdo. O grupo
experimental recebeu para cada quilograma de racdo, 20g da mistura de oleo de canola
adicionada de oleo essencial de orégano a uma concentragdo de 1%, visando fornecer 200mg de
0leo essencial de orégano por quilograma de alimento. Verificou-se que a adicdo do 6leo nao
alterou os indices de desempenho (ganho de peso, postura, consumo de ragdo) e ndo revelou
atividade antiparasitaria nas aves pertencentes ao grupo experimental. Adicionalmente, nao
encontrou-se nenhum efeito nos parametros bioquimicos e hematologicos da codornas japonesas
tratadas com o 6leo de orégano, em 90 dias de administra¢do cronica.

Palavras-chave: Coturnix coturnix japonica, Origanum vulgare, crescimento, postura, parasitas.
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ABSTRACT

The oregano essential oil can be a natural alternative for the use in the animal production, due to
its antibacterial and antiparasites properties. In this context, the effect of addition of the natural
extract in the ration intake, the body weight and posture of Japanese quails was evaluated. The
antiparasite effect and the hematological and biochemistry standards had been also determined.
One hundred quails had been divided in 2 groups (experimental and control) of 50 animals. Every
group had been divided in five lots with 10 quails each. Each cage possessed one lot of animals
of the control group and another one of the experimental group. The control group had received
ration standard for quails, added, of canola vegetal oil in the ratio of 20g/kg of ration. The
experimental group had received for each kilogram of ration, 20g of the oil mixture of canola
added of oregano essential oil (in the concentration of 1%), aiming at to supply 200 mg of
oregano essential oil for kilogram of food. It was verified that the addition of the oil did not
modify the performance indexes (body weight, posture, ration intake) and did not display
antiparasite activity in the birds of the experimental group. Additionally, no effect in the
biochemistry and hematological parameters had been found in the quails treated with the oregano
oil, in 90 days of chronic administration.

Key-words: Coturnix coturnix japonica, Origanum vulgare, growth, posture, parasites.
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INTRODUCAO

A codorna japonesa ¢ uma espécie cuja presenga vem aumentando na pecudria brasileira,
tendo em vista a sua precocidade e, por proporcionar uma diversidade de produtos avicolas (Belo
et al., 2000).

Esta ave apresenta curto intervalo entre geracdes (16 dias de incubagdo) e
desenvolvimento fisico muito rapido. Nasce com peso médio de 7 a 10g, o que corresponde a
70% do peso do ovo; aos sete dias as codornas japonesas triplicam os seus pesos corporais, € aos
28 dias apresentam peso dez vezes maior que o inicial (Albino, 2003).

O controle de peso e a selecdo das futuras poedeiras sdo importantes para manutengdo de
um plantel com altos indices produtivos devendo, portanto, ser realizado com muito critério.
Aves que pesam mais de 90g aos 35 dias terdo maiores chances de alcangar indices mais elevados
de postura. Aves com peso inferior a 80g retardam o inicio da postura e produzem ovos menores,
pois tiveram o crescimento prejudicado, ficando a desejar como poedeiras eficientes (Murakami,
1998).

Um programa que forneca cerca de 18 horas de luz ¢ importante para se obter bom
crescimento, por tornar as codornas mais ativas. Assim, no galpdo de postura, quanto mais
abundante for a luz solar indireta, melhor sera o desempenho das aves, pois ¢ através do estimulo
luminoso que o hormdnio foliculo estimulante € o hormodnio luteinizante irdo atuar sobre o
ovario, desenvolvendo e liberando os 6vulos (Faichak, 1987).

A codorna ¢ uma ave rustica que se adapta a regides de climas frios e quentes, quando as
temperaturas minimas e maximas ndo ultrapassarem 5 e 30°C, respectivamente. No entanto, na
faixa ideal de conforto térmico (entre 21 e 25°C, segundo Souza-Soares e Siewerdt, 2005 e, entre
18 e 22°C de acordo com Albino, 2003), responde positivamente em produtividade, apresentando
aumento e persisténcia na producdo de ovos.

Quando adultas, as fémeas diferenciam-se dos machos pelas suas caracteristicas fisicas,
apresentando peso 10% superior, abdome mais amplo, peito mais largo e empenamento mais
escuro com as extremidades das penas pretas. A maturidade sexual ¢ alcancada aos 42 dias nas
fémeas e aos 48 dias nos machos. (Albino, 2003).

A producdo de ovos ¢ bastante elevada, podendo atingir 300 ovos por fémea na sua vida

util de aproximadamente um ano (Albino, 2003). Os ovos atingem peso médio de 10g, sendo
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considerados grandes em relagdo ao seu peso corporal, quando comparados com os de outras
espécies: galinhas 3% e peruas 1% do peso vivo (Albino, 2003). As codornas, diferentemente de
galinhas poedeiras, apresentam ritmo diferenciado de postura. Geralmente, realizam a postura no
final da tarde, a partir das 15 horas, encerrando a postura por volta das 23 horas. O pico de
postura ocorre aproximadamente entre 16 e 20 horas (Albino, 2003).

Em termos nutricionais, o ovo de codorna ¢ um alimento de excelente qualidade, com alta
digestibilidade, elevada quantidade de proteina (14%), e baixo teor de colesterol (0,3%). E um
alimento protéico de 6tima qualidade, visto que, sua proteina contém todos os aminoacidos
essenciais, aqueles que o organismo humano nio consegue sintetizar. Além disso, o ovo ¢ rico
em complexo de vitaminas e de minerais: encontra-se no ovo elevados teores de ferro, manganés,
cobre, fosforo, calcio, vitaminas A, Bl e B2, D, E, H, fator PP, acido pantoténico e piridoxina.
Como ilustragcdo, um ovo de codorna equivale em calorias, vitaminas e proteinas a 100 gramas de
leite, com um conteudo maior de ferro (Souza-Soares e Siewerdt, 2005)

Do ponto de vista econdmico a alimentagao ¢ a principal responsavel pela melhor resposta
das aves, sobretudo porque representa o maior custo da atividade (70%) (Murakami, 1998),
portanto, ¢ indispensavel administrar racoes devidamente balanceadas, capazes de satisfazer as
necessidades da ave e permitir seu perfeito desenvolvimento (Murakami, 1998).

E importante destacar que estas aves estdo passando por processos constantes de
melhoramento genético, seja para a producao de ovos ou de carne. Por isso, os valores tabelados
nao devem ser tomados como estaticos e devem ser alvo de constante verificacdo e atualizagao
por nutricionistas (Souza-Soares e Siewerdt, 2005).

As exigéncias nutricionais variam de acordo com a idade das aves. Nas trés primeiras
semanas de vida, a exigéncia de proteina (e, consequentemente, de alguns aminoacidos
essenciais) ¢ maior devido ao rapido crescimento das codornas. Vencida esta fase, a velocidade
de crescimento diminui e a exigéncia nutricional também. Durante a fase de postura ou
reproducdo, a exigéncia nutricional visa suprir as necessidades de mantenca e de reprodugdo. A
principal mudanga ¢ a elevagdo do conteudo de calcio na ragdo. De modo geral, a formulacao de
ragdes comerciais exibe os seguintes componentes basicos:

e concentrado energético: farelo de trigo e milho

e concentrado protéico: farelo de soja e farinha de carne;

e suplemento mineral;
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e suplemento vitaminico.

A ragdo deve ter granulometria fina, portanto, a moagem serve para impedir que as aves
facam uma selecao visual dos granulos maiores e mais atraentes. O consumo médio de ragdo por
ave na fase adulta estd entre 25 a 35¢g para as codornas japonesas (Albino, 2003), mas, o consumo
de alimentos pelas aves ¢ em grande parte regulado pelos seus requerimentos energéticos
(Murakami, 1998). Desta forma, o aumento da concentracdo de energia em uma ragdo sempre
causa reducdo da ingestdo: assim a quantidade de energia metabolizdvel ingerida varia pouco
(Cotta, 2003). Por outro lado, muitos trabalhos tém demonstrado que a regulagdo do consumo de
alimento, com base na necessidade energética, ¢ um mecanismo sobreposto por outros, como o
determinado por aminoacidos, triglicerideos, vitaminas e minerais (Murakami et al., 1998).

Segundo Freitas e colaboradores (2005), no Brasil, a formulacao das ragdes para codornas
baseia-se nos requerimentos nutricionais propostos pelo National Research Concil -NRC (1994),
que recomenda para codornas de postura na fase de producdo, ragcdes com 20% de proteina bruta
(PB) e 2.900 kcal de energia metabolizavel (EM)/kg. Para esses autores, estas exigéncias nao sao
as mais apropriadas para as condigdes climdticas brasileiras, havendo, portanto, a necessidade de
pesquisas nas areas de melhoramento genético, nutricdo, sanidade e manejo visando determinar
as exigéncias nutricionais dessas aves em nossas condi¢des, sustentando, desta forma, o
desenvolvimento de toda a cadeia produtiva avicola.

Por outro lado, concomitante a esse desenvolvimento, iniciou-se também o uso em larga
escala de antibidticos como promotores de crescimento na produgdo de aves, melhorando o
desempenho animal e diminuindo a mortalidade causada por infec¢des. Mas, apds anos de uso de
antibioticos como promotores de crescimento na alimentacdo de aves, alguns questionamentos
foram levantados. Entre eles, se esses produtos continham os mesmos principios ativos de
antibidticos utilizados na terapéutica humana ou se apresentavam moléculas cuja estrutura
induzia resisténcia cruzada a antibioticos administrados em humanos (Van den Bogaard et al.,
2001). Residuos desses antibidticos poderiam permanecer na carne e, assim, serem transmitidos
ao consumidor final, propiciando o aparecimento de resisténcia de bactérias intestinais aos
promotores de crescimento (Van den Bogaard et al., 2001).

O uso de antibidticos como promotores de crescimento estd sendo gradualmente banido

por paises da Unido Européia e poderia estar eliminado até 2006 (Tice, 2002). Como maior
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produtor mundial de aves, o Brasil precisa estar preparado para atender as exigéncias de
exportagdes, desenvolvendo novas tecnologias e pesquisas que possibilitem alternativas para a
substituicao dos antibidticos. Para substituir os antibidticos tem crescido nos ultimos 30 anos o
conceito de exclusdo competitiva (EC), baseado no principio de que a microflora intestinal
autdgena dos animais, quando integra, protegem-nos da a¢do de patogenos (Schneitz, 2005). O
principio e sua técnica se fundamentam no uso de promotores bioldgicos do crescimento da
microflora intestinal, sem o uso de elementos quimicos que deixem residuos, sem causar
mutagenicidade e contaminacdo do ambiente (Schneitz, 2005). Este promotores do crescimento
sdo chamados por vérios cientistas de probidticos.

Entre as opg¢des, os aditivos fitogénicos, extratos herbais e vegetais ,dentre eles o orégano
Origanum vulgare, também fazem parte de uma classe de produtos que podera substituir os
agentes antimicrobianos convencionais. Os possiveis mecanismos de acao dos extratos vegetais
no organismo animal sdo a estimulagdo da digestdo, alteragdes na microbiota intestinal, aumento
na digestibilidade, aumento da absor¢do de nutrientes e efeitos antimicrobiano e
imunomoduladores (Oetting et al., 2006)

Estas caracteristicas positivas do orégano para humanos e na producao animal tém sido
objeto de alguns importantes estudos. Fukayama e colaboradores (2005) realizaram um trabalho
visando comparar os efeitos de niveis crescentes do extrato de orégano (0,025, 0,050, 0,075 e
0,100%) com antibidtico sintético (25 ppm de bacitracina de zinco) como alternativa aos aditivos
em racoes para frangos de corte de 1 a 42 dias de idade. Os autores nao verificaram efeito
significativo dos tratamentos sobre o consumo de racdo, o ganho de peso, conversdo alimentar e
parametros de imunidade (peso do bago e do timo e as medidas da bolsa de Fabricius) no periodo
avaliado. Esses resultados indicam que as condi¢des experimentais ndo permitiram observar os
efeitos do uso do extrato de orégano, uma vez que o tratamento com antibidtico se comparou aos
demais, inclusive aquele sem o extrato de orégano (controle), o que confirma os argumentos de
Menten (2001), de que ha necessidade de um desafio sanitario de campo suficiente para que os
promotores passem a produzir efeitos sobre o desempenho de aves e suinos. Esses resultados
sugerem que, em condi¢des ideais de manejo, pode nao haver necessidade de utilizagao de
antibioticos na ragcdo. Em contrapartida, Fukayama e colaboradores (2005) verificaram que houve
uma reducao no numero de bactérias do ceco das aves nos tratamentos utilizando-se extrato de

orégano na ragdo. Os autores argumentam que o fendmeno pode ter ocorrido em razao de 85% do
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extrato de orégano ser composto por carvacrol e timol, fendis naturais que agem sobre a
membrana celular bacteriana, impedindo sua divisdo mitotica, causando desidratagdo nas células
e impedindo a sobrevivéncia destas bactérias.

Similarmente Botsoglou e colaboradores (2002) obtiveram que a suplementagdo com 50 e
100 mg de o6leo essencial de orégano por quilograma de racdo ndo alterou a performance de
frangos de corte e, portanto, ndo exerceu nenhum efeito promotor de crescimento nestes animais.

Em uma pesquisa realizada com ovelhas, Bampidis e colaboradores (2005) concluiram
que nao houve diferenga nas caracteristicas de crescimento e carcaca entre os animais nao
suplementados e aqueles que receberam adi¢do de 144 mg ou 288 mg de o6leo essencial de
orégano / kg de ragdo Supde-se que a dose administrada tenha inibido o crescimento da flora
gastrintestinal, importante para o aproveitamento da celulose e hemicelulose em &acidos graxos
volateis e aminoacidos.

Por outro lado Tsinas e colaboradores (1999) realizaram uma pesquisa com 450 porcos de
um dia de idade até o abate (trés grupos de 150), sendo que, o grupo 1 ndo recebeu nenhum tipo
de agente antimicrobiano ou promotor de crescimento, € os grupo 2 e 3 receberam
suplementagao de 250g e 500g, respectivamente, de um premix comercial de 6leo essencial de
orégano / tonelada de ragdo. Estes autores verificaram que os grupos suplementados obtiveram
maior peso vivo (em kg) e melhor taxa de conversdao alimentar. Estes resultados foram dose-
dependente e, portanto, o premix utilizado poderia ser considerado um promotor de crescimento.

Este resultado positivo pode ser justificado pela presenca do carvacrol e o timol no 6leo
essencial de orégano, que afetaram a membrana da mucosa intestinal e acelerou a taxa de
renovagdo dos enterdcitos na superficie das vilosidades do intestino (Khajarern,2002). Isto
poderia reduzir o ataque de patdgenos aos enterocitos e melhorar a capacidade de absor¢ao de
nutrientes. Desta forma, o orégano teria estimulado a digestdo organica e microbiana (De Koning
et al., 1999), melhorado a regulagcdo do metabolismo gastrintestinal (Giinter, 1998) e exercido
propriedades antibacterianas por impedir processos disbidticos no trato digestivo destes animais
(Sivropoulou et al. 1996, Tsinas et al., 1998 a e b, Didry et al., 1994).

Em outro trabalho, Bampidis e colaboradores (2005) verificaram o efeito da adi¢dao de
folhas secas de orégano contendo 3,6 ml de 6leo por 100 g (855g de carvacrol / kg de 6leo
essencial) na ragdo para peruas precoces alimentadas, do primeiro ao 84° dia de idade, com 4

dietas variando o conteudo de orégano (OR, sem orégano-controle; OR45, 1,25 g orégano/kg;
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OR90, 2,5 g orégano/kg; OR135, 3,75 g orégano/kg). Estes autores obtiveram que a partir do 43°
até o 84° dia e no periodo total do experimento, o consumo de racdo decresceu linearmente no
tratamento OR135 e a conversdao alimentar aumentou linearmente com a concentracdo de
orégano, concluindo, entdo, que as folhas secas de orégano poderiam ser usadas como promotor
de crescimento natural para peruas utilizando-se a mais baixa concentracdo desta erva (1,25g),
resultando, desta forma, em um custo efetivo mais baixo.

Além de agir como um antibidtico, outra caracteristica desejdvel para um potencial
promotor de crescimento € o combate a parasitas. Infestacdes parasitarias e de microorganismos
sdo um problema em qualquer lugar onde aves domésticas sdo criadas, principalmente devido a
apresentacdo de refugo nos lotes em producdo. Os parasitos, além de espoliarem o organismo,
estimulam respostas imunologicas que drenam parte das reservas energéticas que seriam
direcionadas para o crescimento e para a reproducao, provocando grandes perdas econdmicas

(Yun, 2000).

O método de criagdo das aves tem um efeito importante, visto que confinamentos tendem
a favorecer parasitas com ciclos de vida mais curtos ¢ de transmissdo direta tais como Eimeria
spp., Ascaridia galli, Heterakis gallinarum, ¢ Capillaria spp (Ruff,1999).

Parasitas de dois principais grupos sdo responsaveis por perdas econdmicas em aves
domésticas. Existem a Coccicida (género Eimeria) e organismos relacionados (Leucocytozoon,
Haemoproteus, Toxoplasma, Sarcocystis e¢ Cryptosporidium), e, os flagelados, incluindo
Histomonas, Trichomonas, Trypanosoma, Trichomonas, Chilomastix e Hexamita (mas estes sdo
pouco responsaveis por sérias doengas e perdas econdmicas em aves) (Ruff, 1999).

A coccidiose de aves ¢ uma doenga parasitaria entérica causada por multiplas espécies de
parasitas protozoarios do género Eimeria (Morris et al., 2006) e, ¢ sem davida a mais importante
doenca de poedeiras, tanto em termos de distribui¢do, freqiiéncia e perdas econdmicas
(McDougald, 1998). Algumas espécies tendem a ser mais patogénicas em termos de doses de
inoculagdo requeridas para produzir efeitos mensuraveis, mas todas as espécies de Eimeria
aviaria produzem perda de peso, insuficientes taxas de conversdo alimentar, perda de pigmento
das penas e decréscimo na producao de ovos (Ruff, 1999).

Biologicamente, as aves sdo extremamente sensiveis a coccidiose até a sétima semana de
idade. Nas aves adultas, apesar da coccidiose ndo se manifestar, os animais devem ser tratados,

pois disseminam a doenca através das excretas, contaminando o ambiente (Albino, 2003).
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Uma razdo para que todas as unidades de producdo de poedeiras tenham a coccidia
presente ¢ a extrema habilidade destes parasitas intracelulares. Cada oocisto ingerido pelo
hospedeiro podera produzir centenas de milhares de oocistos infectantes nas fezes dentro de sete
a doze dias. A imunidade ¢ extremamente espécie-especifica, € as aves expostas a uma espécie se
mantém susceptivel a infecgdes com espécies heterdlogas de Eimeria (Morris et al., 2006).
Ademais, os oocistos s3o muito resistentes a mudancas climaticas e podem se manter infecciosos
por longos periodos (McDougald, 1998).

Surtos de coccidiose sdo causados por varias condi¢des incluindo: falha do anticoccidial,
ou resisténcia a droga do coccidio, inadequado espectro de atividade da droga; ma administracao
ou aplicacdo acidental da droga; doenca concorrente que poderia destruir o sistema imune da ave
ou interferir com o consumo do coccdiostatico pela redu¢ao do consumo de racao e dgua, entre
outros (McDougald, 1998).

Historicamente, desde 1950, drogas anticoccidiais tém sido usadas para o controle da
coccidiose em aves domésticas. As drogas preferidas tém sido os antibidticos ionoforos, que
matam a cocccidia por interferir com o equilibrio de importantes ions como sodio e potassio. As
células do hospedeiro sdo capazes de controlar estes ions na presenga de ionoforos, mas os
parasitas nao o conseguem (McDougald, 1998).

Entretanto, o controle baseado principalmente no uso de drogas, junto com a indugdo de
imunidade natural espécie-especifica em granjas, ¢ oneroso e pode levar a sérios problemas de
resisténcia a drogas (Williams, 1998). Devido a este problema de resisténcia, vacinas também
tétm sido utilizadas para proteger as aves contra as doencas vinculadas a parasitas,
particularmente em estabelecimentos de cria¢do intensiva. As vacinas contendo oocistos vivos
tém sido muito utilizadas e parece ser uma medida no controle na produgao avicola com grande
potencial (Jeurissen et al., 1996), visto que elas buscam aproveitar a resposta imunolédgica das
aves ao se dirigir especificamente ao sistema imune para proteger contra a infecgdo.
Completamente diferente de infec¢des de campo com altos niveis de ingestdo parasitaria, o uso
de vacinas ¢ mais desejavel porque as aves estdo programadas de antemdo a produzir protegdo
antes de serem expostas aos desafios de campo (Jeurissen et al., 1996).

Por outro lado, como as vacinas ndo estao disponiveis para muitas das infecc¢des em aves
domésticas, praticas de manejo sdo também importantes medidas de controle. Em geral, esta

pratica quebra o ciclo de vida por prevenir a ave de entrar em contato com a fonte de
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contaminagdo. Boa sanidade, tais como a remocao regular de aves mortas e restricoes de
movimento de equipamentos e pessoas também ajuda reduzir infec¢des parasitarias (Ruff, 1999).
Entretanto, as praticas sanitdrias na maioria das granjas sdo inadequadas para eliminar
completamente os oocistos e desta forma, o risco de infec¢do de aves € virtualmente permanente
(Yun et al., 2000).

Em adicdo ao uso de preventivos quimioterdpicos e vacinagdo, outros tipos de substancias
tém sido investigadas para o controle alternativo de parasitas, entre elas produtos extraidos de
ervas, que t€m sido testados como aditivos antiparasitarios alimentares (Allen et al., 2002). A
Artemisina, por exemplo, ¢ um produto isolado de uma erva chinesa (Artemisa annua), que
contém naturalmente endoperoxidos com propriedade antimalarica. Allen e colaboradores (1997)
descobriram que esta planta foi efetiva na redugdo de saida de oocistos provenientes de infecg¢des
de Eimeria acervulina e Eimeria tenella quando as aves eram alimentadas inicialmente com
niveis de 8,5 e 17ppm. Estes autores relacionaram este resultado ao modo de agdo desta erva, no
qual envolve estresse oxidativo do parasito.

Mais recentemente, a atividade anticoccidial de extratos de 15 ervas da Asia foi testada
contra Eimeira tenella em frangos de corte. Das espécies pesquisadas, o extrato de Sophora
flavescens foi a mais efetiva na redug@o de escores de lesdes, manutengdo do ganho de peso ¢
redu¢@o na producao de oocistos (Youn et al.,2001).

Similarmente Christaki e colaboradores (2004) avaliaram o efeito da suplementagao (0,5
ou 1,0g/kg) de uma preparagdo comercial de extrato herbais (a base de Agrimonia eupatoria,
Echinacea angustifolia, Ribes nigrum e Cinchona succirubra) no desempenho de frangos de
corte experimentalmente infectados com oocistos de Eimeria tenella aos 14 dias de idade. Os
autores verificaram que o grupo suplementado com a preparagdao comercial obteve maior ganho
de peso, melhor taxa de conversdo alimentar, menor incidéncia de diarréia sanguinolenta, menor
mortalidade e inferior nimero de oocistos por ave quando comparada as aves do grupo controle.
Os autores concluiram que o extrato comercial exerceu efeito anticoccidiostatico, entretanto,
todos os parametros avaliados foram significativamente menores do que aqueles exibidos pelo
farmaco sintético.

Em concordancia, Giannenas e colaboradores (2003) examinaram o efeito da
suplementagdo de 300mg/kg de ra¢do de oleo essencial de orégano no desempenho de frangos de

corte infectados com Eimeria tenella (5 x 10* oocistos esporulados). Duas semanas apos a
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infeccdo com o parasita, a suplementagdo com orégano resultou em ganhos de peso e conversao
alimentar que ndo se diferiram das aves do grupo ndo infectado, mas que foram maiores do que
aquelas pertencentes ao grupo controle infectado. Esses parametros correspondem com a
extensdo da diarréia sanguinolenta, taxa de sobrevivéncia, contagem de lesdes e numero de
oocistos e, indicaram que o 6leo essencial de orégano exibiu atividade coccidiostatica contra
Eimeria tenella, quando incorporado a dietas de frangos de corte em niveis de 300 mg/kg de
racao.

Em humanos, Force e colaboradores (2000) administraram o 6leo essencial de orégano a
14 pacientes cujas fezes apresentavam parasitas entéricos (Blastocystis hominis, Entamoeba
hartmanni e Endolimax nana). Apds seis semanas de suplementagdo com 600mg de oleo
emulsificado diariamente, houve o completo desaparecimento de Entamoeba hartmanni (quatro
casos), Endolimax nana (um caso) e Blastocystis hominis (oito casos). Além disso, os sintomas
gastrointestinais melhoraram em sete dos onze pacientes que tiveram teste positivo para
Blastocystis hominis.

Adicionalmente a acdo antiparasitaria, extratos naturais de plantas t€ém sido reportados ter
também atividades como imunoestimulantes, mas, com a vantagem de serem obtidas de fontes
naturais, biodegradaveis, biocompativeis e nao toxicas (Citarasu et al., 2006).

Nesse sentido, Rehman e colaboradores (1999) avaliaram o potencial imunomodulatério
de duas ervas (Echinacea angustifolia ¢ Hydrastis canadensis) por um periodo de 6 semanas
usando ratos injetados com um novo antigeno (antigeno limpet hemocianina). Estes autores
obtiveram que o grupo de ratos tratados (via agua de beber) com a primeira planta aumentou a
resposta priméria e secunddria da imunoglobulina G ao antigeno, enquanto que, os animais que
receberam a segunda erva, mostraram um aumento da resposta da imunoglobulina M durante as
duas primeiras semanas de tratamento.

Similarmente, Dorhoi e colaboradores (2006) mediram os efeitos moduladores de 4 ervas
nas respostas celulares de aves e verificaram que o alcaguz (Glycyrrhiza glabra) e o espinheiro
maritimo (Hippophae rhamnoides) em concentragdes de 50 pg/ml aumentaram claramente a
funcdo da membrana de macrofagos. Efeitos duplos nos fagdcitos circulantes foram revelados
para a tanchagem (Plantago major) e espinheiro maritimo, enquanto o alho (Allium sativum) em

concentragdo de 200 pg/ml reduziu a capacidade fagocitaria das células sanguineas. Os autores
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acreditaram que os extratos definitivamente elevaram a imunidade celular de aves e poderia,
portanto, melhorar a resisténcia de aves hospedeiras (Dorhoi et al., 2006).

Em um trabalho de revisdo, Tan e colaboradores (2004) listaram algumas ervas
tradicionais chinesas com efeitos imunomoduladores. Constituintes que estimulam atividades
fagocitarias incluem ginsan (polissacarideo do ginsen) e extratos da raiz de Astragalli e,
compostos provenientes de ervas como alocride (polissacarideo da Aloe vera), angelan
(poliisacarideo da Angelica gigas), glicopiranosil contendo polissacarideos (a partir da
Ganoderma lucidum) e ginsenosideos (do ginsen) que induzem a atividade de interleucinas-6 (IL-
6), um potente estimulante das células B (Tan et al., 2004).

Shan e colaboradores (1999) também estudaram o efeito de ervas chinesas na atividade
estimulante de linfocitos humanos in vitro. O extrato de Cinnamonum cassia estimulou
marcadamente a proliferagio dos linfocitos humanos, enquanto Codonopsis pilosula,
Oldenlandia diffusa e Rhizoma typhonni o fizeram apenas levemente. Estes extratos aumentaram
a atividade citotoxica dos linfocitos T e estimularam a produgdo de imunoglobulina por células B
e interleucinas-1 (IL-1) por mondcitos. Os autores concluiram que estas atividades do C. cassia
estao associadas com as suas glicoproteinas.

Em crustaceos, Citarasu e colaboradores (2006) obtiveram que camardes alimentados com
uma mistura de extratos metandlicos de cinco ervas (Cyanodon dactylon, Aegle marmelos,
Tinospora cordifolia, Picrorhiza kurooa e Eclipta alba) resultaram em menor mortalidade,
melhores performances nos parametros hematologicos (tempo de coagulagdo da linfa e contagem
total de hemocitos), bioquimicos (concentragdo de proteinas, glicose e carboidratos) e
antioxidante (atividade da enzima pro-fenol-oxidase e producao de anion superoxido O,") quando
desafiados por um virus de importancia economica (sindrome do virus da mancha branca).

Verifica-se, portanto, que extratos vegetais possuem potencial uso como promotor de
crescimento na cadeia produtiva de animais. Como opg¢do, destaca-se o orégano (Origanum
vulgare), uma erva, mundialmente usada como um condimento (Fukayama et al., 2005) e com
reconhecidas propriedades antibacterianas (Alma et al., 2003), cujo 6leo essencial pode surgir
como uma alternativa na substituicao total ou parcial de drogas sintéticas adicionadas as ragdes
de aves. Entretanto, os resultados ainda sdo conflitantes e possivelmente dependem das

propriedades, forma, dose e regime de administragdo do orégano, além das caracteristicas das
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espécies animais estudadas, sendo necessarios maiores estudos para confirmacdo das
propriedades do 6leo essencial de orégano.

A avaliagdo da adicao de 6leo essencial de orégano na alimentacao de codornas japonesas
¢ uma alternativa interessante para coturnicultura, ao adicionar valor a um produto sem aditivos

quimicos e que poderia melhor o desempenho de producdo de ovos.

OBJETIVOS

Avaliar o efeito da adi¢ao de 6leo essencial de orégano no consumo de rag¢do, no ganho de
peso e postura das codornas japonesas.

Verificar o possivel efeito antiparasitario do 6leo essencial de orégano adicionado a ragao
de codornas japonesas.

Avaliar as conseqiiéncias do 6leo essencial de orégano nos padrdes hematoldgicos e

bioquimicos destas aves.

HIPOTESES

1. As aves do grupo com racgao adicionada de 6leo essencial de orégano, em comparacao ao
grupo controle, apresentardo melhor desempenho no crescimento e ganho de peso;

2. As aves do grupo com racdo adicionada de 6leo essencial de orégano, em comparacao ao
grupo controle, apresentardo maior producdo de ovos, tanto em quantidade como no
tamanho dos ovos;

3. Os animais do grupo experimental terdo menor incidéncia de parasitos nas fezes;

4. Os animais do grupo experimental terdo padrdes bioquimicos e hematoldgicos mais

higidos do que as aves do grupo controle;

38



MATERIAIS E METODOS

As codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) foram adquiridas da Granja Santa
Rosa, localizada no municipio de Brazlandia - DF. Os animais, todos de um mesmo lote de
incubac¢do, foram vacinados contra as doencas de New Castle e Marek com um e sete dias de
idade, conforme manejo do produtor, e criadas em piso até os 20 dias de idade. No estudo,
utilizou-se 100 codornas fémeas, com 20 dias de vida.

As codornas foram distribuidas em dois grupos (controle e experimental) de 50 animais,
os quais foram subdividos em cinco lotes com 10 codornas cada. As aves foram alojadas em
gaiolas de arame galvanizado 0,50 m x 0,50 m, com bandeja coletora de excretas e aparato para
os ovos. Cada gaiola (Figura 1) possuia duas reparticdes iguais de 0,25m, com capacidade total
para 20 aves (dois lotes de 10 animais / gaiola). A distribuicao dos lotes de aves foi aleatdria, mas
de forma que cada gaiola possuisse um lote de animais do grupo controle e outro do grupo
experimental, em uma densidade caracteristicamente utilizada por produtores no Distrito Federal.
O comedouro ¢ o bebedouro utilizados foram do tipo calha, em chapa metélica galvanizada,
localizados na parte frontal e posterior da gaiola, respectivamente. As gaiolas permaneceram no
Biotério do Laboratorio Integrado do Instituto de Biologia / Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas da UnB, a 90 cm do solo. O biotério ¢ um recinto fechado, com programas de luz
(seguindo o recomendado por Albino, 2003) e ventilagdo por exaustor, criando condigdes
microclimaticas padroes. Diariamente foram mensurados os valores méaximos ¢ minimos de
temperatura ¢ umidade do ambiente (temperatura média maxima de 27,4 + 1,2°C e minima de
26,4 + 0,9°C; umidade relativa do ar maxima de 60,7 + 9,6% e minima de 47,4 + 11,8%), com o
uso de um termohigrometro (Extech, China). A dura¢ao do experimento foi de 95 dias (26 de
agosto a 01 de dezembro de 2005).

A partir do segundo dia de experimento, em cada fase de criagao (crescimento e postura),
os lotes do grupo controle (1, 2, 3, 4 e 5) receberam ragdo padrdo para codornas (Fri-ribe,
Anapolis), adicionada, de forma homogénea (por aspersdo) de 20g de 6leo vegetal de canola por
quilograma de ragdo. Similarmente, para os lotes do grupo experimental (6, 7, 8, 9 e 10) foi
aspergido, para cada quilograma de ragdo, 20g da mistura 6leo de canola e 6leo essencial de
orégano a uma concentragdo de 1%, visando fornecer 200mg do extrato por cada quilograma de

alimento. Esta concentracdo de oOleo essencial de orégano segue a literatura sobre as
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concentragdoes médias para que se observe os efeitos em aves (Giannenas et al.,2003; Bampidis et
al.,2005). O o6leo essencial de orégano possuia acima de 59% de carvacrol (dado fornecido pelo
fabricante) e foi adquirido de uma empresa especializada (Aromalandia, Belo Horizonte — MG), a
qual importa o produto da Turquia. A composicao do 6leo vegetal (canola) e 6leo de essencial de
orégano estdo descritas nas tabelas (Tabelas 4 ¢ 5).

Todos os grupos receberam agua mineral a vontade. A racdo e a agua foram fornecidas
e/ou renovadas as 08h30min e as 17hs. As excretas eram removidas uma vez ao dia, pela manha.
A composi¢do das ragdes fornecidas (crescimento e postura) estdo descritas nas tabelas 6 e 7. A
quantidade de ragdo consumida foi calculada, diariamente, a partir da diferenga entre o peso do
total oferecido as aves e o peso do total retirado e caido ao chdo e/ou na bandeja de excretas.

Para verificar a curva de crescimento ¢ manutencao da condigao fisica, no primeiro dia e,
a cada 15 dias, todas as codornas de cada grupo eram pesadas com auxilio de uma balanga semi-
analitica (Sargent-Welch, EUA) e avaliadas clinicamente (aparéncia das penas, presenca de
ferimentos e disposi¢do/atitude das aves dentro das gaiolas) por um médico veterinario (Edison
Rogério Cansi).

Quanto a postura, em todos os lotes de cada grupo, foi observada a quantidade de ovos, o
peso e a dimensdo dos ovos (diametro longitudinal e didmetro lateral) com o uso de uma balanga
analitica (Marte, Brasil) com precisdio de 0,001g e um paquimetro (Mitoyo, Brasil),
respectivamente.

A averiguacdo da acdo antiparasitaria do 6leo essencial de orégano foi realizada antes
(primeiro dia) e durante o tratamento, através de andlise parasitologica das fezes (parasitos e
ovos), a cada trinta dias, por meio de um pool fecal de cada grupo, utilizando-se o método
quantitativo de contagem de ovos de Eimeria (Résza et al., 2000). A coccidiose de aves ¢ uma
doenca parasitaria entérica causada por multiplas espécies de parasitas protozoarios do género
Eimeria (Morris et al., 2006) e, ¢ sem davida a mais importante doenca de poedeiras, tanto em
termos de distribuicdo, freqiiéncia e perdas econdmicas. O exame parasitologico foi realizado no
Laboratorio de Parasitologia da Unido Pioneira de Integracdo Social — UPIS, sob a
responsabilidade de uma médica veterinaria experiente (Profa. Luisa Pereira Rocha), seguindo o
método de Gordon e Whitlock (sensu Santos, 1999).

Por fim, um exame biquimico e hematologico completo foram realizados no primeiro dia

e a cada 30 dias, de trés aves escolhidas ao acaso por grupo. Os animais foram separados,

40



contidos em uma mesa e decapitados, para retirada de sangue, o qual foi coletado em dois tubetes
contendo EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético): o primeiro tubo foi destinado para andlise
de hemograma; e o segundo centrifugado a 1500 rpm por dez minutos (centrifuga Excelsa Baby,
Fanem LTDA) e armazenado somente o plasma em freezer (-5°C), para posterior analise
bioquimica (glicemia e &cidos graxos livres). O exame hematoldgico visou determinar as
concentragdes celulares, o hematdcrito e a concentragcdo de hemoglobina, através de um contador
veterinario automatico de células e por métodos de coloragdo (Rebar et al., 2004). As amostras
foram processadas e analisadas no Centro Veterinario Asa Sul, sob a responsabilidade de uma
médica veterindria experiente (Dra. Rejane Bernardes de Souza).

Para dosagem de glicose utilizou-se do kit GLUCOX 500 (Doles, Goiania), um método
enzimatico colorimétrico, onde se utiliza uma enzima especifica para glicose: Glicose Oxidase.
Ao adicionar-se glicose em uma solugdo tampao de fosfatos em pH 7,4, contendo Glicose
Oxidase, Peroxidase, 4-Aminoantipirina (4-AAP) e p-Hidroxibenzoato, as seguintes reagdes sao
processadas:

Glicose + O, + H,O ﬂ» Acido Gluconico + H,O,

2 H,O, + 4AAP ﬂ 4-Antipirilquinomina + 4 H,O

O produto formado pela oxidagdo de 4-Aminoantipirina (4- Antipirilquinimina) ¢ de
coloragdo avermelhada. A intensidade da cor vermelha ¢ diretamente proporcional a
concentragdo de glicose na solugdo, e ¢ medida em espectrofotometro (SHIMADZU UV-1201,
Japao) com absor¢do maxima em 510nm.

A analise quantitativa de acidos graxos livres foi executada utilizando-se do kit NEFA C
Methode ACS-ACOD (WAKO, Alemanha), um método enzimatico colorimétrico no qual se
baseia na reagdo dos acidos graxos nao esterificados com acil-CoA sintetase (ACS) na presenca
de adenosina trifosfato (ATP), cations magnésio e CoA, formando o éster tiol de CoA, conhecido
como acil-CoA assim como seus subprodutos adenosina monofosfato (AMP) e pirofosfato (PPi).
Na segunda por¢ao do procedimento, o acil-CoA foi oxidado pelo acil-CoA oxidase adicionado
(ACOD) para produzir peroxido de hidrogénio, o qual na presenca de peroxidase adicionada

(POD) permite a condensagdo oxidativa de 3- metil-N-etil-N-(B-hydroxyetil)-aniline (MEHA)

41



com 4-aminoantipirina para formar um composto de colara¢do roxa com absor¢cdo maxima a

550nm.

TABELA 4: Laudo Técnico do 6leo essencial de orégano fornecido pela empresa Aromalandia

(Data: 17/06/2004).

Origanum vulgare Referéncia 2026
Origem Turquia

Lote B-5380
M¢étodo de extracao Destilagdo a vapor
Parte utilizada folhas
Qualidade 100% (puro e natural)
Cultivo selvagem
Ensaio por GC 59,7% Carvacrol
Gravidade especifica 0,9370
Indice de refragio 1,5070
Rotagao optica -0,2000

Aparéncia

Liquido amarelo palido

TABELA 5: Composi¢ao do 6leo de canola (Marca: Sinhd)

Quantidade por por¢do (15ml)
Valor calorico 120kcal
Carboidratos Og
Proteinas Og
Gorduras Totais l4g
Saturadas 1,0g
Monoinsaturadas 9,0g
Poliinsaturadas 4,0g
Omega 3 1,0g
Colesterol Og
Sédio Omg
Vitamina B 3mg

TABELA 6: Composi¢ao da ragdo de crescimento Fri-ribe

Umidade (max) % 12,00
Proteina bruta (min) % 19,00
Extrato etéreo (min) % 2,00
Fibra bruta (max) % 9,00
Matéria mineral (max) % 11,00
Célcio (max) % 1,30
Fosforo (min) % 0,50
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TABELA 7: Composic¢do da ragdo de postura Fri-ribe

Umidade (max) % 12,00
Proteina bruta (min) % 22,00
Extrato etéreo (min) % 2,50
Fibra bruta (méx) % 9,00
Matéria mineral (max) % 10,00
Célcio (max) % 4,00
Fosforo (min) % 0,60

FIGURA 1 — Gaiola de arame galvanizado utilizada no experimento.
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Andlise estatistica

As médias finais do peso dos animais, consumo diario per capita de ragao, postura, carga
parasitoldgica fecal e dimensdes dos ovos por quinzena foram submetidos ao teste de Student t de
comparag¢do entre médias, bicaudal, com nivel de significancia p < 0,05.

As médias quinzenais da postura, pesos e didmetros finais dos ovos e, os indices dos
parametros hematologicos e bioquimicos foram avaliados usando o teste ndo paramétrico de

Mann Withney, bicaudal, com nivel de significancia p < 0,05.

44



RESULTADOS

Os pesos dos animais foram mensurados quinzenalmente. A Figura (2) mostra o grafico
de crescimento das aves. Verifica-se que os animais da primeira para segunda quinzena
duplicaram os pesos em ambos os grupos. A partir da terceira quinzena, 0os animais continuaram
ganhando peso, entretanto em uma taxa menor. Aplicando-se o teste t, verificou-se que nao houve
diferenca significativa entre os grupos controle e orégano durante as sete quinzenas (P>0,05)
analisadas. A média final dos pesos obtida para os animais do grupo controle foi de 167,9 + 7,9g
e 162,9 £7,7g do grupo experimental. Novamente, estes valores ndo se diferiram estatisticamente

(Teste t, t=0,439, gl=67, p=0,66, bicaudal) (Figura 3).

0O Controle
| Orégano

Peso (g)
:

1 2 3 4 5 6 7

Quinzenas

FIGURA 2: Pesos médios em gramas e erro padrdo da média, por quinzena, das codornas do
grupo controle (barras brancas) em relagdo as codornas do grupo orégano (barras escuras). Nao

houve diferenca significativa entre os grupos (Teste t, p>0,05).
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FIGURA 3: Peso médio (em gramas) e erro padrao da média das codornas do grupo controle
(barra clara) e das codornas do grupo orégano (barra escura). Nao houve diferenca estatistica

(Teste t, t=0,439, gl=67, p=0,66, bicaudal). Os valores das médias estdao no texto.

O consumo per capita diario dos animais ndo suplementados com o 6leo essencial de
orégano obteve uma média de 22,1 + 0,3g (média = desvio padrao da média), enquanto as aves
do grupo experimental consumiram 21,7 + 0,3 gramas. Aplicando o teste t, verificou-se que
ambos os grupos ndo se difeririam, consumindo a mesma quantidade de racdo (t= 0,94, gl=138,

p=0,34, bicaudal) (Figura 4)
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FIGURA 4: Consumo diario médio per capita de racdo e erro padrao da média (g) do grupo
controle (barra clara) e do grupo orégano (barra escura), durante todo o experimento. Nao
ocorreram diferencas significativas (Teste t, t= 0,94, gl= 138, p= 0,34, bicaudal). As médias estio

no texto.

Com relagdo a postura, a quantidade de ovos colocados por ave foi analisada
quinzenalmente. Verificou-se que o nimero de ovos triplicou a partir da segunda quinzena e
manteve-se elevado até a ultima. Realizando-se a comparacdo intergrupos, verificou-se que nao
houve uma producdo de ovos estatisticamente diferente para as aves do grupo controle e para o
grupo suplementado com o 6leo essencial de orégano (Teste t, p > 0,05, bicaudal) (Figura 5). A
producao média final para cada grupo, a cada quinze dias, foi de 10,9 = 0,7 ovos/ave para o
grupo controle ¢ 11,4 + 0,8 ovos/ave para o grupo orégano. Esta producdo ndo diferiu

estatisticamente (Teste de Mann Whitney, Z=-0,029, p=0,97, bicaudal) (Figura 6).
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FIGURA 5: Ovos por ave e erro padrao da média, por quinzena, das codornas do grupo controle
(barras brancas) em relacdo as codornas do grupo orégano (barras escuras). Nao houve diferenga

estatistica entre os grupos analisados (Teste t, p >0,05, bicaudal)
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FIGURA 6: Ovos por ave e erro padrao da média, durante todo o experimento, das codornas do
grupo controle (barra branca) em relagdo as codornas do grupo orégano (barra escura). Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (Teste Mann Whitney, Z= -0,029 , p=0,97,
bicaudal).
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A dimens3o de todos os ovos foi obtida pela mensuragdo do seu peso (em gramas),
diametros longitudinal e transversal (em milimetros). Novamente, obteve-se que nao houve uma
distin¢do significativa entre estes parametros avaliados dos ovos provenientes das aves do grupo

controle e do grupo orégano, quando analisados a cada 15 dias (Teste t, p>0,05) (Tabelas 8 ¢ 9).

TABELA 8: Comparagdo entre os pesos médios em gramas e erro padrao da média, por

quinzena, dos ovos das codornas do grupo controle e do grupo orégano.

Quinzena Grupo controle Grupo orégano | Comparacdo entre

as médias
(bicaudal)

1 10,3 +0,2 10,2 £ 0,1 t=0,33; p=0,75

2 11,0+ 0,4 10,7 +0,2 t=1,45; p=0,18

3 11,3+0,3 11,2+0,2 t=0,53; p=0,61

4 12,2 +0,7 11,5+0,1 t=1,80; p=0,11

5 11,6 £0,3 11,5+0,1 t=0,41; p=0,70

TABELA 9: Comparagao entre os didmetros longitudinais médios em milimetros e erro padrao

da média, por quinzena, dos ovos das codornas do grupo controle e grupo orégano.

A . Grupo Grupo Comparaf; é_o
Diametro Quinzena controle orégano entre_ as médias
(bicaudal)
= 1 30,8 £0,3 31,0+ 0,4 t=-0,47; p=0,65
g 2 31,6 £0,2 31,2+0,2 t=1,39; p=0,20
gﬁ 3 32,0+0,2 31,8 +0,1 t=0,89; p=0,39
g 4 33,1+0,5 32,3+0,2 t=1,42; p=0,19
— 5 32,4+0,2 32,3+0,2 t=0,12; p=0,90
~ 1 24,7 +£0,2 24,6 £0,1 t=0,45; p=0,66
& 2 25,2 +0,1 25,0+£0,1 t=1,40; p=0,19
é 3 25,4 +£0,1 25,3+0,1 t=0,45; p=0,66
;;S 4 25,7+ 0,1 25,5+ 0,1 t=1,69; p=0,13
5 25,6 £0,1 25,5 £0,1 t=0,36; p=0,73

Uma andlise global da dimensdo dos ovos revelou que os ovos dos grupos controle e

orégano, possuiam pesos (11,2 = 0,2g do controle versus 11,0 = 0,1g do grupo orégano),
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diametros longitudinais (32,0 + 0,3mm do controle versus 31,7 = 0,2mm do grupo orégano) e

transversais (25,3 = 0,Imm do controle versus 25,2 = 0,Imm do grupo orégano) semelhantes.

(Figuras 7, 8 € 9) (Teste Mann Whitney, valores de Z e p estdo na legenda dos graficos)
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FIGURA 7: Peso médio dos ovos e erro padrao da média, durante todo o experimento, das

codornas do grupo controle (barra branca) em relagdo as codornas do grupo orégano (barras

escuras). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos analisados (Teste Mann Whitney, Z= -

0,912 , p=0,36, bicaudal)
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FIGURA 8: Diametro longitudinal médio dos ovos e erro padrao da média, durante todo o
experimento, das codornas do grupo controle (barra branca) em relagdo as codornas do grupo
orégano (barra escura). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (Teste Mann

Whitney, Z=-0,893 , p=0,37, bicaudal)

Didmetro lateral (mm)
o

controle orégano
Grupos
FIGURA 9: Diametro lateral/transversal médio dos ovos e erro padrao da média, durante todo o
experimento, das codornas do grupo controle (barra branca) em relagdo as codornas do grupo
orégano (barra escura). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (Teste Mann

Whitney, Z=-1,067 , p=0,28, bicaudal)
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Com relagdo a carga parasitologica das fezes, a quantidade de oocistos/ou ovos por grama
(OPG) de Eimeria sp. nas excretas dos animais pertencentes ao grupo controle foi de 3045 +
938,7 OPG versus 6920 + 3848,1 OPG do grupo orégano. Apesar do grupo controle ser
numericamente inferior ao grupo orégano, estes valores nao se diferiram estatisticamente (teste t,

t=-0,978, gl=38, p=0,33;) (Figura 10).
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FIGURA 10: Carga parasitaria média (ovos de Eimeria sp.) durante o experimento com
codornas, do grupo controle (1) em relacdo ao grupo orégano (2). Nao ha diferencas

significativas (Teste de Student, t=-0,978, gl=38, p = 0,33, bicaudal).

Tratando-se, por fim, dos valores bioquimicos e hematoldgicos obtidos dos animais
sacrificados mensalmente de ambos os grupos, obteve-se que estes parametros também nao

diferiram entre os tratamentos durante os trés meses de experimento (Tabela 10).
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TABELA 10: Comparacao das médias (x) £+ erro padrdo da média (EPM) das concentragdes

celulares e bioquimicas sangiiineas das codornas do grupo controle e do grupo orégano, pelo teste

de Mann-Whitney, ao longo do experimento. O nimero de animais ¢ representado pelo N.

Concentracéao Grupo controle Grupo orégano Comparacgéo entre
celular ou _ _ as médias
o X+ EPM X + EPM _
bioquimica (N=6) (N=7) (bicaudal)
Hematocrito 32,1 +1,5% 29,4+ 1,8% 7Z=-0,935, p=0,35
Leucocitos 4.4+ 0,6% 5,3+0,1% 7=-1,578; p=0,35
Bastonetes 2,8 +0,4% 8,2 +4,9% 7=-0,851; p=0,39
Eosinoéfilos 1,5+ 0,4% 2,1 +£0,5% 7=-1,057; p= 0,29
Linfocitos 31,0+ 7,8% 29,0+ 7,1% 7=-0,358; p=0,72
Monocitos 3,0+£2,1% 2,1 £0,8% 7=-0,301; p=0,76
Heterofilos 62,3 £9,6% 64,6 +7,2% 7=-0,286; p=0,77
Razao
0,6 0,3 0,8+0,3 7=-0,498; p=0,62
Monodcitos:Linfocitos
Glicose (mg/dl) 163,8 7,3 150,9 + 16,5 =-0,463; p=0,64
AGL (mEq/1) 1,3+0,2 1,24 +0,2 Z=-0,347; p=0,72

AGL= 4cidos graxos livres
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DISCUSSAO

O crescimento das aves obtido para o grupo controle e grupo orégano, apesar de nao
terem sido diferentes estatisticamente, se situou dentro do esperado (167,9 + 7,9g ¢ 162,9 £7,7g,
respectivamente), visto que na literatura cita-se que estes animais pesam em torno de 120 a 180g,
apos alcancar a idade de 30 dias (Albino, 2003). Portanto o consumo de racao adicionado de 6leo
de canola ou de 6leo essencial de orégano ndo alterou o desenvolvimento das codornas.

Com relagdo ao consumo per capita de racao, verificou-se também que ndo ocorreram
diferencgas significantes na quantidade ingerida pelo grupo controle e o grupo que recebeu a
suplementagdo do dleo essencial de orégano. A média de consumo conseguida para os dois
tratamentos se localizou um pouco abaixo daquele citado por Murakami e colaboradores (1998),
que ¢ na faixa de 25 a 30g. Este reduzido valor pode ser justificado pelas temperaturas
relativamente altas registradas durante o periodo experimental (média de 26°C), situadas acima
da faixa de conforto térmico destas aves (18 e 25°C segundo Souza-Soares e Siewerdt (2005) e 18
e 22°C, de acordo com Murakami et al., 1998). A alteragdo do consumo de alimento, em fung¢ao
da temperatura ambiental, ¢ um dos mecanismos que possibilitam ao animal regular sua
temperatura corporal dentro de um limite térmico compativel com sua atividade metabolica.
Assim, o animal diminui o consumo de alimento quando a temperatura ambiental ¢ alta, e
aumenta quando ¢ baixa. Esse comportamento alimentar esta associado aos mecanismos de
producdo e perda de calor (Macari et al., 1994). Mesmo assim, ambos os tratamentos, o controle
e 0 orégano, ndo alteraram o peso final e a producao de ovos, indicando alguma economia para o
produtor.

Similarmente aos outros parametros avaliados, a postura das codornas nao foi modificada
com a adi¢do do extrato natural de orégano, permanecendo dentro de um padrdo aceitavel de
producao (1 ovo por ave/dia — ver Albino, 2003). O numero de ovos por ave, peso ¢ didmetros
longitudinais alcancados entre os tratamentos controle e experimental ndo se diferiram
estatisticamente ao longo do experimento. O peso médio dos ovos do grupo controle e do grupo
experimental estavam em concordancia com o valor referido por Albino (2003) —
aproximadamente 10g.

A agdo antiparasitaria citada por Giannenas e colaboradores (2003), os quais verificaram

que o 6leo essencial de orégano exibiu atividade coccidiostatica contra Eimeria tenella quando

54



incorporado a dietas de frangos de corte em niveis de 300 mg/kg de ragdo, ndo foi confirmada no
presente estudo. A carga parasitologica dos animais pertencentes ao grupo ndo suplementado foi
estatisticamente semelhante ao valor obtido para o grupo orégano. A falta de efeito antiparasitario
pode ter muitas causas, como a susceptibilidade da cepa do parasito, a carga infectante ambiental,
concentragdo de agentes coccidiostaticos no 6leo e a dose utilizada. Nao foi objetivo principal de
o presente estudo avaliar o efeito antiparasitario, de forma que o desenho experimental deixava
muitas variaveis sem controle. O objetivo secundario foi apenas verificar se havia alteragdes na
produtividade associadas a carga parasitaria, em funcao do efeito do 6leo essencial de orégano.
As varidveis acima ndo foram controladas e ndo se pode descartar o efeito do orégano como um
coccidiostatico, em consideragdo aos trabalhos ja publicados (Giannenas et al., 2003; Force et al.
2000).

Somente doses mais altas, que ultrapassem o efeito zootécnico, sdo suficientes para um
efeito coccidiostatico (Lee et al., 2003). A dose que utilizamos, foi 1/3 inferior a dose que
Giannenas e colaboradores (2003) utilizaram. A preocupagdo foi utilizar a dose menos toxica
possivel, pois 0o ganho zootécnico (peso e producao) ¢ economicamente e clinicamente viavel,
quando esta for segura e distante da dose toxica. A dose utilizada foi a minima possivel e que
pudesse garantir aumento na produtividade. Verifica-se, desta forma, que o 6leo essencial de
orégano ndo conseguiu melhorar os indices de desempenho avaliados quando adicionado em uma
concentracdo de 200mg/kg de racdo para codornas japonesas. Resultados semelhantes foram
obtidos por Fukayama e colaboradores (2005), os quais nao verificaram efeito significativo de
niveis crescentes do extrato de orégano (0,025, 0,050, 0,075 e 0,100%) sobre o consumo de
racdo, o ganho de peso, conversdo alimentar e parametros de imunidade de frangos de corte com
1 a 42 dias de idade.

Similarmente Botsoglou e colaboradores (2002) nao encontraram efeito positivo no
desempenho de frangos de corte suplementados com 50 e 100mg de 6leo essencial de orégano /
kg de racdo. Esses dados podem indicar que as condigdes experimentais talvez ndo tenham
permitido observar as conseqiiéncias do uso do extrato de orégano, um antimicrobiano natural,
uma vez que, segundo Menten (2001), ha a necessidade de um desafio sanitario de campo
suficiente para que os promotores passem a produzir efeitos sobre o desempenho de aves. Estes
autores explicaram que a falta de efeito pode ser devido ao alto desempenho ja conseguido pelas

aves e, portanto, ndo haveria mais “espaco” para os promotores de crescimento. Em
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concordancia, Allen et al.. (1997) reportaram que dois componentes de dleos essenciais, canfora
e 1,8-cineole, acrescentados ao nivel de 119 ppm na dieta, ndo mostraram efeitos visiveis no
ganho de peso quando as aves foram criadas sem o desafio coccidiano, mas promoveu
significantes ganhos de peso quando os animais foram infectados com o coccidia. Outro estudo
demonstrou que a adigdo de oleo essencial de Cuminum cyminum manteve a integridade
leucocitaria de pombos (Columba livia) que foram tratados com oxitetraciclina (Al-Ankari,
2005). Este efeito foi caracterizado como imunoestimulante, pois a oxitetraciclina causa uma
diminui¢do da contagem leucocitaria, resultando em um aumento da taxa heterofilo:linfocito
devido a redug¢do linfocitaria em aves.

Estes resultados prévios e os obtidos na presente pesquisa podem indicar que os efeitos do
0leo essencial de orégano no desempenho produtivo das aves somente se tornam aparentes
quando os animais estao sujeitos a condigdes subotimas tais como dietas de baixa digestibilidade
e/ou ambiente menos limpo (Lee et al., 2003).

Além disso, sabe-se que em aves, o controle da microflora intestinal pode influenciar
positivamente o seu desempenho. Com base na atividade in vitro do 6leo essencial de orégano
(Sartoratto et al., 2004), é plausivel considerar a aplicagdo deste produto como agente profilatico
e terapéutico na producdo animal. Entretanto, o 6leo essencial de orégano pode ndo ter exercido
atividade antimicrobiana sobre a microflora intestinal das aves tratadas e com isso ndo promoveu
efeito promotor de crescimento. As diferencgas encontradas com os estudos anteriormente citados
podem ser atribuidas a heterogeneidade dos 6leos essenciais, muitas vezes composto por misturas
complexas de substancias organicas. A qualidade e quantidade dos componentes dos dleos
essenciais podem variar com o estagio de crescimento, variedade, condigdes ambientais, fatores
ecologicos e outros fatores da planta (Amzallag et al., 2005). O método de extragdo também pode
alterar a composi¢ao do dleo essencial e, portanto os efeitos biologicos deste 6leo podem diferir
grandemente (Amzallag et al., 2005).

Neste estudo, o 6leo essencial de orégano foi adquirido de uma empresa do ramo da
aromaterapia situada em Belo Horizonte, a qual forneceu um laudo técnico da sua composi¢ao.
Entretanto, ndo foi realizada analise para certificar a por¢ao qualitativa e quantitativa de seus
principais compostos (carvacrol e timol), porque tais analises ndo sdo exeqiiiveis a um custo
razoavel no Brasil. Por ndo termos obtido a esperada atividade antimicrobiana e antiparasitaria no

estudo executado, isto nos leva a questionar se a concentra¢do de carvacrol (principal composto
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ativo) fornecida pelo fabricante (superior a 59 %) ¢ realmente fidedigna. Por outro lado, os
resultados obtidos no teste de estresse agudo de contencdo (ver no capitulo seguinte) evidenciam
que, se as concentragdes ndo sao totalmente corretas conforme o laudo fornecido, para causar um
efeito anti-parasitario e promotor do crescimento, em parte elas foram suficientes para causar
efeitos substanciais entre o grupo tratado com 6leo essencial de orégano e o grupo controle.

Adicionalmente, Brugalli (2003) recomenda, na formulagdo de ragdes, a utilizagdo de uma
combinagdo de diferentes extratos herbais refor¢ados com seus principios ativos, para atingir
resultados técnicos satisfatorios. Desta forma, resultados positivos poderiam ser obtidos se
utilizdssemos o Oleo essencial de orégano em conjunto com concentragdes conhecidas de
carvacrol e timol.

O perfil hematoldgico e bioquimico entre o grupo tratado com orégano e o grupo
controle, ndo foi diferente e ambos mantiveram-se dentro de limites clinicos aceitaveis.
Curiosamente ha uma escassez de valores de referéncia na literatura especializada sobre alguns
dos padrdes hematoldgicos de codornas japonesas. Talvez a explicagdo esteja na grande
variabilidade destes padrdes encontrados nos poucos trabalhos disponiveis, desestimulando que
se estabelecam tais valores. Por exemplo, ha a mengao no Brasil de valores do hemat6crito médio
de 41,52% (Butkeraitis et al., 2006), no Ird de 42% (Nazifi e Asasi, 2001) enquanto que o grupo
controle apresentou 32,16 % e o grupo tratado com orégano 29,42%. H4 mengdo do nivel de
linfocitos de 62,5% no Brasil (Butkeraitis et al., 2006), de 44,64% no Ird (Nazifi e Asaisi, 2001),
enquanto o grupo controle apresentou 31% e o grupo tratado com orégano 29%. No Brasil, os
niveis de mondcitos e heter6filos foram mencionados em 4% e 34%, respectivamente (Butkeraitis
et al., 2006). No Ird, os indices de mondcitos ¢ heterofilos foram de 2,25% e 53%,
respectivamente (Nazifi e Asaisi, 2001). Estes niumeros contrastam com as concentragdes de
monocitos (3%) e heterdfilos (62,3%) do grupo controle. Da mesma maneira com o grupo tratado
com orégano com concentracdes de mondcitos de 2,14% e de heterdfilos de 64,57%. Estes
nimeros sdo o resultado de diferencas de linhagens, clima, dieta, manejo e técnicas laboratoriais
(Cardoso et al., 2003). Uma comparagdo direta ¢ dificil, podendo levar a falsa conclusdo.
Considerando, entretanto , que os Obitos foram baixos (12 animais: 4 do grupo controle e 8 do
grupo orégano), ocasionados por impactagdo de ovo e por eutanasia devido aos ferimentos
causados por bicadas de outras codornas, interpretamos que os niveis foram clinicamente

aceitaveis.
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Os valores do perfil bioquimico se situaram dentro dos indices referidos na literatura (ver
tabela 11). Desta forma, o tratamento com orégano nao estimulou e nem inibiu os parametros
hematoldgicos celulares e bioquimicos basais. Nao houve um efeito imunoestimulante e nem
tampouco um efeito imunossupressor. O hematdcrito nao indicou nem uma anemia € nem uma
hemocitose, em ambos os grupos. A glicemia e os niveis de acidos graxos semelhantes sdo
sugestivos de que a agdo do 6leo essencial de orégano ndo alterou o metabolismo basal em
qualquer dos pontos de regulagdo destes componentes bioquimicos, seja em células secretoras,
receptores, em cadeias enzimaticas ou hormonios. Houve uma aparente estabilidade das aves a

dose atdxica de 6leo essencial de orégano ministrado na concentragdo de 200 mg/Kg.

TABELA 11: Comparagdo dos valores bioquimicos obtidos no experimento com os valores

encontrados na literatura.

Valores obtidos no

. Valores citados na literatura
experimento

Parametro

181 mg/dl(Niezgoda, 2005)
] 163,8 £ 7,3 mg/dl (gp.controle) '
Glicose 215 mg/dl (Sahin, 2002)
150,9 + 16,5 mg/dl (gp.orégano) )

170 mg/dl (Sartori, 1995)

1,3 £ 0,2 mEqg/l (gp.controle)
AGL (mEg/l) 0,8 mEg/l (Buyse, 2002)
1,24 £ 0,2 (gp.orégano)

Nossa hipotese sobre os efeitos do o6leo essencial de orégano ndo se confirmaram pelo
presente estudo. Este achado ndo ¢ surpreendente, pois a adicdo de dleo essencial de extratos de
ervas ndo alterou parametros fisiologicos como a producdo de anticorpos contra a doenga de New
Castle em frangos de corte suplementados com uma erva chinesa (Astragalan — Astragalus
membranaceus) (Chen et al., 2003), ou a contagem de células B e T de ratos tratados com extrato
de 5 ervas (Boerhavia diffusa,Tinospora cordifolia, Berberis aristata, Terminalia chebula and
Zingiber officinale) quando comparados com o grupo controle (Sohni ¢ Bhatt et al., 1996).

Em galinhas poedeiras a adi¢ao de 6leo essencial de Mentha longifolia melhorou o ganho
de peso e conversdo alimentar, mas ndo foi suficiente para melhorar o desempenho imunologico
quando vacinadas com virus vivo para Newcastle (Al-Ankari et al., 2004). Um estudo em
galinhas poedeiras utilizando timol, cinamaldeido e uma preparagdo comercial de componentes

de dleos essenciais (CRINA® Poultry), demonstrou que o efeito no ganho de peso ¢ somente
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observavel nos primeiros 21 dias de tratamento, e desaparecem apo0s isso, até os 40 dias (Lee et
al., 2003). Em nosso estudo, dirigido para a produgdo de codornas poedeiras, ¢ importante que o
resultado final seja vantajoso para o produtor e para o animal. Por isso, ndo apresentamos analises
detalhadas, por periodos que fossem intencionalmente manipulados para uma melhor
demonstragdo dos efeitos. A andlise de todos os parametros foi quinzenal e/ou reunidos pelo
tempo total do experimento.

Um interessante estudo lanca uma explicacdo plausivel sobre esta diversidade de efeitos
da adigdo 6leos essenciais na resposta imunologica de aves. Neste estudo conduzido por Korver e
Klasing (1997) h4a a demonstragdo de que os efeitos sdo o resultado da interacdo do tipo de
aditivo lipidico, da composicao da dieta e da espécie de patégeno. Os autores trataram frangos
com oOleo de peixe, 6leo de milho e 6leo de linhaca, sob dois tipos de dieta: graos de cereais ou
com milho como fonte de carboidratos. Apds injetarem vacinas do virus de bronquite infecciosa
(VBI), fragmentos de lipopolissacarideo de Salmonella typhimurium, estafilococus inativados
pelo calor, os autores observaram que as melhores respostas imunologicas foram obtidas com a
interacao de 6leo de peixe e graos de cereais, em contraposicao ao 6leo de milho e/ou graos de
milho na dieta. Mesmo assim, a resposta vacinal de IBV nao foi detectada por titulagdo sanguinea
(ao contrario dos outros desafios imunologicos), mas apenas pelo aumento de hemoaglutitinas.
Esta resumida apresentacdo dos resultados de Korver e Klasing (1997) parecem ser suficientes
para se observar que a interacao entre 6leos essenciais e a defesa imunoldgica, em nosso caso, a
resposta anti-parasitaria, ¢ muito mais complexa, envolvendo varidveis que interagem em
diversos niveis da resposta imunologica.

A acdo dos 6leos essenciais no ganho de peso estd na capacidade de inibir patdgenos
espoliativos e estimular a formacao de tecido epitelial para a maior absor¢ao de nutrientes
(Tsinas, 1998b). Nenhuma destas acdes esperadas pdde ser observada em nosso estudo, pois as
codornas ndo ganharam peso e nem aumentaram a producdo de ovos. Ac¢do sobre patdgenos
parece ndo ter sido efetiva em nosso estudo, por razdes ja explicitadas acima.

Como veremos no capitulo seguinte, esta aparente estabilidade ndo significa que as
concentragdes ndo foram suficientes para causar efeitos; os efeitos ¢ que ndo foram aparentes na
dosagem aplicada. Isto pode ser o resultado de varios fatores, como a observagao de parametros
equivocados ou a auséncia de refinamento laboratorial para a detec¢do de diferencas mais sutis.

Os parametros observados sdo caracteristicos para a avaliacdo de uma substincia utilizada em
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pequenas doses na culinaria humana (ver, por exemplo, Lee et al., 2003), extrapolada para a
producdo animal. Esperava-se que as varidveis fornecessem (e o fizeram) uma visdo
macroscopica dos efeitos do orégano em codornas, como era o objetivo do estudo. A abordagem
realizada neste estudo foi conservadora, pioneira e cautelosa. Esta prudéncia estd consoante com
uma primeira abordagem do fendmeno em codornas, para que os resultados fossem
suficientemente robustos para subsidiar um aporte de tempo e de recursos em técnicas mais

elaboradas a posteriori para estudar o fenomeno.
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CONCLUSAO

A adicao de 200mg de oleo essencial de orégano por quilograma de ragdo ndo alterou os
indices de desempenho avaliados: ganho de peso, consumo de ragdo, postura e dimensao dos
ovos. Estes parametros se situaram dentro da normalidade e, desta forma, o extrato herbal nao
piorou nem exerceu efeito como promotor de crescimento. Similarmente, ndo foram observadas
diferencas significantes entre a carga parasitaria fecal das aves suplementadas e das codornas
pertencentes ao grupo controle.

Possivelmente, a dose utilizada n3o tenha sido eficiente para que as propriedades do
orégano se pronunciassem. A principal preocupacdo foi a de utilizar a menor dose teoricamente
eficiente, para que esta fosse atoxica (como foi), clinicamente segura e economicamente viavel.
As diferengas encontradas com os estudos nos quais o orégano melhorou a sanidade e
produtividade de aves e suinos podem ser atribuidas, em parte, a heterogeneidade dos 6leos
essenciais, visto que, sua composicdo qualitativa e quantitativa pode variar com o estdgio de
crescimento da planta, variedade, condigdes ambientais e com o método de extragdo aplicado.
Além disso, a concentragdo de carvacrol (principal composto ativo) fornecida pelo fabricante
(superior a 59 %) deveria ser confirmada por anélise bioquimica por espectofotometria de massa
para maior confiabilidade nos resultados; infelizmente este tipo de andlise ndo ¢ rotina em
laboratdrios de instituicdes académicas que foram contatadas, impedindo a determinagdo exata do
principio ativo. Por isso, alternativamente, uma combinacdo de diferentes extratos herbais
reforgados com seus principios ativos (carvacrol e timol, por exemplo), poderia ser utilizada para
atingir resultados técnicos satisfatorios.

Adicionalmente, a auséncia de resultados positivos pode ser devido as condigdes Otimas
em que as aves foram criadas, alcangando, um alto desempenho per se. Este estado limite de
melhoramento pode nao ter permitido que os efeitos do 6leo essencial de orégano fossem
revelados. Algumas modificagdes das condi¢des experimentais seriam necessarias para que um
desafio sanitario fosse imposto para que as propriedades do 6leo fossem detectaveis.

Similarmente as outras varidveis estudadas, nao foram encontradas distingdes
significantes nos parametros bioquimicos e hematolédgicos das codornas japonesas tratadas com o
6leo de orégano, em noventa dias de administracdo cronica. Devido a grande variabilidade nos

padrdes encontrados na literatura, uma comparagdo direta ¢ dificil, podendo levar a falsa
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conclusdo. Entretanto, como a taxa de mortalidade foi baixa, inferiu-se que os niveis atingidos
foram clinicamente aceitaveis. Além disso, o efeito da adicdo de 6leos essenciais na resposta
imunologica de aves pode ser o resultado de uma interacdo complexa entre o tipo de aditivo
lipidico, a composi¢ao da racdo e a espécie de patdogenos e, portanto, envolveria varidveis que
interagem em diversos niveis da resposta imunolégica.

Por fim, a aparente estabilidade encontrada pode ter ser o resultado da observagdo de
parametros que mereceriam um refinamento laboratorial para a deteccdo de diferencas mais sutis.
As varaveis mensuradas, entretanto, forneceram uma visao macroscopica dos efeitos do orégano
em codornas, como era o objetivo do estudo. O desenho experimental e o tipo de abordagem do
fendmeno foram conservadores e cautelosos. A intencdo primaria do estudo foi subsidiar
elementos para um maior investimento de tempo e de recursos, empregando técnicas mais

elaboradas, em um estudo a posteriori do fendmeno.
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CAPITULO 2

EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO (Origanum vulgare) NOS PADROES
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E ANTIOXIDANTES DE CODORNAS
JAPONESAS (Coturnix coturnix japonica) SUBMETIDAS AO ESTRESSE AGUDO DE
CONTENCAO.
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RESUMO

O estresse de imobilizacao induz a formacao de espécies reativas de oxigénio e conduz a
peroxidagdo lipidica plasmatica. Nesse contexto, extratos de plantas poderiam auxiliar no
aumento da capacidade antioxidante total de um organismo e protegé-lo contra os danos
causados pelo estresse oxidativo. No presente estudo, foi avaliado o efeito da adicdo do o6leo
essencial de orégano nos padrdes antioxidantes, hematologicos e bioquimicos e de codornas
japonesas submetidas ao estresse de imobiliza¢do. Para isso, cem codornas japonesas foram
dstribuidas em 2 grupos (controle e experimental) de 50 animais e alojadas em gaiolas. Cada
gaiola possuia um lote de 10 animais do grupo controle e outro do grupo experimental. Durante
90 dias, o grupo controle recebeu racdo padrao para codornas, adicionada de 6leo vegetal de
canola na propor¢ao de 20g/kg de racao. O grupo experimental recebeu para cada quilograma de
racdo, 20g da mistura de 6leo de canola adicionada de dleo essencial de orégano a uma
concentragdo de 1%, visando fornecer 200mg de 6leo essencial de orégano por quilograma de
alimento. No ultimo dia do experimento trinta animais (quinze de cada grupo) foram submetidos
ao estresse de contengdo por 60, 120 ou 180 minutos e, outras trinta aves (quinze de cada
tratamento) ndo sofreram esta intervengdo, permanecendo as mesmas nas gaiolas (aves ndo
estressadas). Apds a contengdo, todas as aves foram decapitadas para coleta de sangue (para
analise hematoldgica e bioquimica) e figado (para mensuracdo de TBARS e proteinas
carboniladas). As aves do grupo experimental obtiveram menores valores de monocitos,
bastonetes, taxa mondcitos/linfécitos e glicose, quando comparadas ao grupo controle. Nao
houve diferengas significativas nos indices que medem os danos oxidativos teciduais (TBARS e
proteinas carboniladas). Os resultados obtidos permitiram sugerir que o 6leo essencial de
orégano promoveu um efeito protetor nos animais suplementados quando estes foram submetidos
a imobilizacgao.

Palavras-chave: codornas, orégano, estresse, imobilizagdo, antioxidante.
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ABSTRACT

The immobilization stress induces the formation of reactive oxygen species and leads to lipid
peroxidation in plasma. Extracts of plants could assist in the increase of the total antioxidant
capacity of the organism and to protect it against the damages oxidative stress. In the present
study, the effect of the addition of oregano essential oil on the antioxidative, biochemistry and
hematological standards of the Japanese quails was evaluated when they were submitted to
immobilization stress. One hundred quails had been divided in 2 groups (experimental and
control) of 50 animals. Every group had been divided in five lots with 10 quails each. Each cage
possessed one lot of animals of the group has control and another one of the experimental group.
The control group had received ration standard for quails, added of canola vegetal oil in the ratio
of 20g/kg of ration. The experimental group had received for each kilogram of ration, 20g of the
oil mixture of canola added of oregano essential oil (in the concentration of 1%), aiming at to
supply 200mg of oregano essential oil for kilogram of food. In the last day of the experiment,
thirty animals (fifteen of each group) had been submitted to containment stress and others thirty
birds (fifteen of each treatment) remained in the cages (birds were not stressed). The animals of
the experimental group had gotten lowers values of monocytes, band neutrophil,
monocytes/lymphocytes ratio and glucose, when compared with the control group. It did not have
significant differences in the carbonyl proteins and TBARS concentration. The results suggest
that the oregano essential oil promoted a protective effect in the supplemented animals when they
had been submitted to immobilization.

Key-words: quails, oregano, stress, immobilization, antioxidant.
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INTRODUCAO

Os leucocitos das aves constituem o sistema imune e operam de acordo com os mesmos
principios dos mamiferos, possuindo trés diferentes linhagens com fungdes especializadas:
granuldcitos, linfocitos e mondcitos. Os granuldcitos, por sua vez, sao subdivididos em trés linhas
celulares: heteréfilos (equivalente aos neutrofilos dos mamiferos) que sdo responsaveis pela
defesa do hospedeiro contra a bactéria; eosinofilos os quais também exercem papel defensivo
contra parasitas e, basoéfilos que agem como mediador na resposta prematura inflamatoria
(Cardoso et al., 2003). Os linfocitos assistem no reconhecimento e destrui¢do de muitos tipos de
patdgenos enquanto os mondcitos (os quais amadurecem para se tornar macrofagos tissulares)
sdo cruciais na defesa contra parasitas intracelulares tais como virus e certas bactérias. (Maxwell,
1993)

A taxa heterofilo:linfocito (H/L) ¢ grandemente aceita como um indicador fisioldgico
confiavel e acurado da resposta ao estresse em aves. Valores de referéncia para esta taxa de cerca
de 0,20, 0,50 e 0,80 sdo caracteristicas de baixo, 6timo e alto grau de estresse, respectivamente
(Maxwell e Robertson, 1998).

Em mamiferos também tem se observado que a taxa mondcito:linfécito ¢ um importante
indicador de estresse. Dhabhar (2002), baseado nos estudos de Sapolsky e colaboradores com
primatas (1999), propos e comprovou em ratos que o estresse agudo de contencdo durante trés
horas, fazia com que a concentracdo de linfécitos diminuisse e a concentragdo de mondcitos
aumentasse no sangue periférico, nos primeiros 90 minutos de conten¢do. Apos esse periodo ha
uma gradual redugdo desta diferenca até atingir niveis pré-estresse. Este mecanismo ¢ mediado
por glicocorticoides, pois bloqueando a liberacdo destes hormonios, esta discrepancia
mondcitos:linfocitos ndo ocorre (Dhabhar et al., 1996). Portanto, tem se utilizado a razao
mondcito:linfocito para avaliar o nivel de estresse pela intermediacdo dos glicocorticéides.

Em geral, as aves sdo confrontadas diariamente com uma variedade de fatores adversos
intrinsecos (desafios imunologicos) e extrinsecos (estresse calérico, manipulagdo, barulhos)
alterando o seu sistema imune. A partir de estudos nas relagdes entre parametros imunolédgicos e
fatores estressores, tem se tornando evidente que diferentes estressores podem ter efeitos distintos

nos parametros imunes dependendo da natureza, intensidade e o tempo de acdo do estressor

(Oishi et al., 2003).
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De acordo com Von Borell (1995), estresse ¢ um termo geral que implica uma ameaca a
qual determinado organismo precisa se ajustar. Para Fraser e colaboradores (1975), diz-se que um
animal estad em estado de estresse quando ¢ necessario que se faca ajustes em sua fisiologia ou em
seu comportamento, para ajustar-se aos aspectos adversos decorrentes do manejo. Naturalmente
que para os desafios imunologicos haverao ajustes celulares e humorais nas aves.

O estresse esta associado com alteragdes das fungdes humorais e das células imunes em
animais, muitas vezes interrompendo a cadeia homeostatica e regulando para baixo o sistema
imune ou levando a uma exacerbagdo da resposta (Kushima et al., 2004). Os mecanismos
especificos que medeiam estes efeitos do estresse ndo tém sido completamente elucidados (Oishi
et al.,, 2003). Nao somente o estresse fisico (choques elétricos), mas também o estresse
psicolégico (isolamento e confronto social) podem enfraquecer as defesas do hospedeiro contra
patogenos externos ou estimular e desenvolver tumores internos pela danificagdo das respostas
imunes tais como producdo de anticorpos, atividade de células “natural killers” e resposta dos
linfocitos a mitogénese. (Oishi et al., 2003)

Respostas ao estresse em aves domésticas sdo excitadas principalmente pela ativacao do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal e do sistema nervoso ortosimpatico (Lin et al., 2006) com
conseqiiente producdo de catecolaminas e glicocorticoides, que participam no controle e na
resposta do organismo ao estresse (Von Borell, 1995), além de exercerem um efeito modulatério
(no curto prazo) ou inibitorio (no longo prazo) no sistema imune (Kushima et al., 2004).

As concentragdes de corticosterdides no sangue tém sido usadas como uma medida do
estresse ambiental em aves (Altan et al., 2000). As alteragdes dos leucocitos em aves em resposta
ao estresse, por sua vez, parecem ser menos variaveis e, aparentemente seria um um indicador
seguro alternativo aos valores de corticosterona plasmaticos. Em varios estudos, determinou-se
que estressores fisicos e psicoldgicos tais como calor, frio jejum, frustagdo, privacao de agua
superpopulagdo, manipulacao, barulho e contencdo modificam a fun¢do imune, elevando a taxa
heterodfilo / linfocito (H/L). A taxa H/L tem sido mostrada ser altamente herdavel e um indice
confiavel para determinagado de estresse em aves domésticas (Altan et al., 2000).

A respeito da contengdo, o estresse de imobilizagdo ¢ um método facil e conveniente de
induzir tanto estresse psicoldgico (reagcdo de escape) e fisico (trabalho muscular) resultando em

mobilidade restrita e agressao (Singh et al., 1993). Tem sido reportado que niveis plasmaticos de
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corticosterona sdo elevados em reposta ao estresse de contencao, indicando que essa pratica como
estressor para a ave modifica o seu o sistema imune (Kushima et al., 2004)

Dhabhar e colaboradores (1995) sugeriram que hormonios liberados pela glandula adrenal
em resposta ao estresse sao os maiores mediadores de alteragdes no numero de leucocitos. O
aumento da concentragdo de corticosterona plasmatica devido ao estresse induzido ¢
acompanhado por uma elevagdo no niimero e porcentagem de neutroéfilos, a qual acarreta em um
acréscimo na producdo de O, durante o estresse psicologico em ratos e humanos (Oishi et al.,
1999). Também foi reportado que o estresse de imobilizagdo eleva os niveis de interleucinas
plasmaticas — 6 (IL-6) via catecolaminas central e periféricas (Takaki et al., 1994).

Kushima e colaboradores (2004) verificaram o efeito de seis horas de imobilizagdo nas
células do sistema imune de aves. Estes autores obtiveram que a magnitude deste estresse foi
suficiente para aumentar brevemente os niveis de corticosterona e catecolaminas, com
conseqiiente redugdo na propor¢io de células linféoides CD3'CD4CD8™ no sangue periférico .
Quando as aves foram liberadas no final de seis horas, os niveis destes indicadores sofreram
reducao.

Adicionalmente, foi reportado que o a imobilizagdo, um tipico estresse psicoldgico e
fisico, induz a formagdo de espécies reativas de oxigénio (tais como anions superoxido, radicais
hidroxil e peroxido de hidrogénio), os quais sdo gerados quando o oxigénio ¢ produzido em
excesso ou quando sua redugdo ¢ insuficiente (Aruoma et al., 1998). Estes compostos podem
atacar acidos graxos altamente insaturados de membranas de eritrocitos, induzindo a peroxidacao
lipidica e eventualmente causando hemolise (Kuang et al., 1994), além provocar danos oxidativos
em proteinas ¢ no DNA (Oishi et al., 1999). Portanto, o balango entre a produgdo de pro-
oxidantes e defesas antioxidantes tem importantes implicacdes relacionadas a saude e ¢
considerado o melhor indicador do nivel de estresse oxidativo individual (Costantini et al., 2006;
Sies, 1991; Droge, 2002).

Organismos aerdbicos sdo protegidos da toxicidade do oxigénio por um sistema de defesa
antioxidante natural envolvendo mecanismos enzimaticos € ndo enzimaticos €x-vivo (vitaminas
A, E e C) e, in vivo (superoxido dismutase - SOD, glutationa S-transferase - GST, catalase ¢
glutationa) (Ames et al., 1993; Kashif et al., 2004). Entretanto, 0 mecanismo antioxidante esta
sujeito a falhas devido a superproducdo de radicais livres, ou a reduzida atividade de enzimas

neutralizadoras, ou ambos, causando a peroxidacdo lipidica. Desde que a peroxidacao lipidica ¢é
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uma reagdo de cadeia auto-propagadora, a oxidacdo inicial de poucas moléculas de lipideos
podem resultar em danos tissulares significantes e doenca, especialmente em tecidos cerebrais
ricos em acidos graxos polinsaturados (Kashif et al., 2004).

O estresse oxidativo e sua influéncia nas caracteristicas de vida das aves ¢ um topico de
pesquisa relativamente novo e, a maioria das pesquisas relacionadas ao estresse oxidativo se
refere a exposicdo dos animais a altas temperaturas (estresse caldrico). Nesse contexto, Lin e
colaboradores (2006) verificaram que a temperatura do corpo elevada pode induzir alteragdes
metabolicas que estdo envolvidas no estresse oxidativo. As concentracdes de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitirico) no plasma e no figado de aves expostas a altas
temperaturas, comparadas ao nivel basal e aves controles, foram elevadas, indicando um distarbio
do equilibrio entre a geracdo e reducdo de oxidantes e, portanto, estresse oxidativo elevado.
Concentragdes elevadas de TBARS no figado, mas ndo no coragdo, indicaram que o figado ¢
mais suscetivel ao estresse oxidativo durante a exposi¢ao ao calor. A possivel razdo poderia estar
relacionada ao seu alto contetido de 4cidos graxos polinstaurados e alteragdes relativas no sistema
antioxidante (Lin et al., 2006).

No estudo citado, o estresse aplicado nos animais foi o de contengdo, ¢ desta forma,
trabalhos relacionados a essa abordagem se tornam mais relevantes. Porém, dados dos danos
oxidativos oriundos do estresse de imobilizagdo em aves sdo bastante escassos, portanto, serdo
citados resultados do estresse de imobilizacao encontrados em mamiferos.

Davydov e colaboradores (2004) mediram o contetido de produtos da peroxidagao lipidica
por radicais livres, intensidade da peroxidacao lipidica e a concentragao de proteinas carboniladas
no figado de ratos adultos (10-12 meses) e idosos (22-25 meses) sujeitos a 30 minutos de
imobilizacdo. Alteracdes na intensidade da peroxidacdo lipidica induzida em homogenatos e
acumulagdo de proteinas carboniladas em fragdes subcelulares do figado indicaram que a
imobilizacao estimulou a geragdo de radicais livres no figado, tanto em ratos adultos como senis.
Entretanto, a intensidade desse processo em ratos mais velhos superou ao dos animais adultos,
evidenciando que variagdes relacionadas a idade na atividade funcional do sistema redox de
membrana e mudangas nas propriedades cataliticas de enzimas antioxidantes de primeiro nivel
exercem um importante papel nesse processo .

Em concordancia, Oishi e colaboradores (2003) observaram os efeitos do estresse de

imobilizacdo na distribuicao das células periféricas, nivel plasmatico de substincias reativas ao
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acido tiobarbitirico (TBARS) e atividades de enzimas antioxidantes em eritrocitos em ratos
machos. Estes autores verificaram um aumento significante nos niveis de TBARS plasmatico
durante e apds o estresse. Um decréscimo dramatico nos neutrofilos e mondcitos implicou que a
formacdo de espécies reativas de oxigénio resultaram de suas ativacdes. Além disso, a atividade
antioxidante da catalase e superdxido dismutase nos eritrocitos foram drasticamente elevadas
durante e apds o estresse, enquanto uma forte queda nos nimeros de eritrocitos foi observada.
Estes achados sugerem que a ativagao de células imunes pode ser uma fonte de espécies reativas
de oxigénio induzidas pela imobilizagdo, e que as enzimas antioxidantes dos eritrocitos exercem
um importante papel na prevencao de injurias induzidas por estes radicais.

Similarmente, estudos efetuados por Kashif e colaboradores (2004) revelaram que ratos
submetidos a seis horas de estresse de contengdo causaram significante decréscimo na atividade
cerebral de superoxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GSH), catalase e nos niveis de
glutationa, com um significante acréscimo nos niveis de TBARS, quando comparados com ratos
controles ndo estressados. Estas medidas sdo indices da peroxidagdo lipidica e, desta forma, o
estresse de imobilizagdo foi capaz de gerar estresse oxidativo em cérebros de ratos.

Liu e colaboradores (1996) sugeriram que, de todos os 6rgaos do corpo, o cérebro possui
maior vulnerabilidade a danos oxidativos devido ao seu alto contetido de acidos graxos
poliinsaturados nas membranas e aos baixos niveis de antioxidantes enzimdticos e ndo
enzimaticos.

A glicose plasmatica também parece ter uma ligagdo direta com a geragao de superdxidos.
Um aporte excessivo de glicose tem um efeito na formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que danifica o DNA (Berstein et al., 2006). Estes autores observaram que em subgrupos
experimentais humanos, com superexposi¢ao oral de glicose, houve um acentuado aumento nas
ROS mononucleares, o que poderia sugerir um possivel papel carcinogénico ou mutagénico
(Bernstein et al., 2006).

Em contrapartida, Liu e colaboradores (1996) verificaram que a administragdo de
Yizhiyishou, um produto natural de ervas medicinais, mostrou um efeito protetor contra
mudancas anormais nas defesas antioxidantes e neurotransmissores monoamina no cortex
cerebral ou no plasma, agindo efetivamente como um antioxidante. A parte, polifendis,
especialmente tocoferois, carotendides e acido ascorbico também tém sido associados com

propriedades antioxidativas (Kosar et al., 2005).
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Neste contexto, o orégano, uma erva mundialmente usada como condimento e, com
reconhecidas atividades antioxidantes (ver tabela 12) poderia ser também utilizado para auxiliar
na limitacdo dos danos oxidativos do estresse. Esta caracteristica se deve a presenga de
compostos com anel fendlico e substituintes hidroxilas (carvacrol e timol), que podem funcionar
como antioxidantes efetivos devido a sua habilidade de conter elétrons livres. Sugere-se entdo
que, os antioxidantes fenolicos oriundos de uma dieta rica em tais compostos possam neutralizar
os radicais livres nocivos e entdo inibir suas reagdes oxidativas com moléculas biologicas vitais,
suavizando os efeitos do estresse e prevenindo o desenvolvimento de muitas condigdes

fisiologicas, as quais podem se manifestar em doengas (Vattem et al., 2005).
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TABELA 12 — Trabalhos que comprovam a atividade antioxidante do orégano e seus principais compostos.

Composto quimico / Propriedade avaliada Concentracéo Resultados Autor (es)
Produto
Carvacrol Efeitos dos danos oxidativos no DNA 0,00005mM a 0,005nM Protec¢ao nos linfocitos de danos Aydin et al..
induzidos por H,0, oxidativos do DNA induzidos pelo H,O5. (2005)
Timol Efeitos dos danos oxidativos no DNA 0,005mM a 0,1nM Protec¢ao nos linfocitos de danos Aydin et al..
induzidos por H,0, oxidativos do DNA induzidos pelo H,O5. (2005)
’ Atividade antioxidante (capacidade de ICs50=0,17pg/ml 50% de neutralizacdo do DPPH
Oleo essencial de neutralizacao de radicais livres DPPH e, Bozin et al..
Origanum vulgare L. inibi¢do da peroxidacao lipidica) 0,425 a 2,13pg/ml 74,54% a 85,46% de inibi¢do da (2006)

peroxidacao lipidica

Porc¢ao soluvel do
Origanum vulgare

Atividade antioxidante

>2mM TEAC

Forte atividade no teste de
descolorizagao do radical ABTS

Ivanovaet al..
(2005)

DPPH = radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
TEAC = capacidade equivalente ao Trolox (marca registrada de Hoffman-LaRoche, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticroman-2-carboxilico
ICs¢= concentragdo de 6leo essencial que causou 50% de neutralizagdo

Radical ABTS = (2,2_-azinobis(3- etilbenzothiazoline-6- acido sulfonico))
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OBJETIVOS

Avaliar o efeito da adicdo do oOleo essencial de orégano nos padrdes hematologicos,

bioquimicos e antioxidantes de codornas japonesas submetidas ao estresse de imobilizacao.
HIPOTESES
Os animais do grupo experimental terdo melhores padrdes bioquimicos e hematoldgicos
que as aves do grupo controle apds imobilizagao;

As aves do grupo orégano submetidas ao estresse sofrerdo menores danos oxidativos que

as aves nao suplementadas com o 6leo essencial.

78



MATERIAIS E METODOS

As codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) foram adquiridas da Granja Santa
Rosa, localizada no municipio de Brazlandia - DF. Os animais, todos de um mesmo lote de
incubac¢do, foram vacinados contra as doencas de New Castle e Marek com um e sete dias de
idade, conforme manejo do produtor, e criadas em piso até os 20 dias de idade. No estudo,
utilizou-se 100 codornas fémeas, com 20 dias de vida.

As codornas foram distribuidas em dois grupos (controle e experimental) de 50 animais,
os quais foram subdividos em cinco lotes com 10 codornas cada. As aves foram alojadas em
gaiolas de arame galvanizado 0,50 m x 0,50 m, com bandeja coletora de excretas e aparato para
os ovos. Cada gaiola (Figura 1) possuia duas reparticdes iguais de 0,25m, com capacidade total
para 20 aves (dois lotes de 10 animais / gaiola). A distribuicao dos lotes de aves foi aleatdria, mas
de forma que cada gaiola possuisse um lote de animais do grupo controle e outro do grupo
experimental, em uma densidade caracteristicamente utilizada por produtores no Distrito Federal.
O comedouro ¢ o bebedouro utilizados foram do tipo calha, em chapa metélica galvanizada,
localizados na parte frontal e posterior da gaiola, respectivamente. As gaiolas permaneceram no
Biotério do Laboratorio Integrado do Instituto de Biologia / Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas da UnB, a 90 cm do solo. O biotério ¢ um recinto fechado, com programas de luz
(seguindo o recomendado por Albino, 2003) e ventilagdo por exaustor, criando condigdes
microclimaticas padroes. Diariamente foram mensurados os valores méaximos ¢ minimos de
temperatura ¢ umidade do ambiente (temperatura média maxima de 27,4 + 1,2°C e minima de
26,4 + 0,9°C; umidade relativa do ar maxima de 60,7 + 9,6% e minima de 47,4 + 11,8%), com o
uso de um termohigrometro (Extech, China). A dura¢ao do experimento foi de 95 dias (26 de
agosto a 01 de dezembro de 2005).

A partir do segundo dia de experimento, em cada fase de criagao (crescimento e postura),
os lotes do grupo controle (1, 2, 3, 4 e 5) receberam ragdo padrdo para codornas (Fri-ribe,
Anapolis), adicionada, de forma homogénea (por aspersdo) de 20g de 6leo vegetal de canola por
quilograma de ragdo. Similarmente, para os lotes do grupo experimental (6, 7, 8, 9 e 10) foi
aspergido, para cada quilograma de ragdo, 20g da mistura 6leo de canola e 6leo essencial de
orégano a uma concentragdo de 1%, visando fornecer 200mg do extrato por cada quilograma de

alimento. Esta concentracdo de oOleo essencial de orégano segue a literatura sobre as
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concentragdoes médias para que se observe os efeitos em aves (Giannenas et al.,2003; Bampidis et
al.,2005). O o6leo essencial de orégano possuia acima de 59% de carvacrol (dado fornecido pelo
fabricante) e foi adquirido de uma empresa especializada (Aromalandia, Belo Horizonte — MG), a
qual importa o produto da Turquia. A composicao do 6leo vegetal (canola) e 6leo de essencial de
orégano estdo descritas nas tabelas (Tabelas 4 ¢ 5).

Todos os grupos receberam agua mineral a vontade. A racdo e a agua foram fornecidas
e/ou renovadas as 08h30min e as 17hs. As excretas eram removidas uma vez ao dia, pela manha.
A composi¢do das ragdes fornecidas (crescimento e postura) estdo descritas nas tabelas 6 e 7. A
quantidade de ragdo consumida foi calculada, diariamente, a partir da diferenga entre o peso do
total oferecido as aves e o peso do total retirado e caido ao chdo e/ou na bandeja de excretas.

Visando avaliar a acao antioxidante do orégano, no ltimo dia do experimento 60 animais
(30 de cada grupo) foram decapitados para coleta de sangue e tecidos. O fornecimento de agua e
racdo foi interrompido cerca de 8 horas antes. Trinta animais (quinze de cada grupo) foram
submetidos ao estresse de contengdo e outras trinta aves (quinze de cada tratamento) nao
sofreram esta interven¢do, permanecendo as mesmas nas gaiolas (aves nao estressadas).
Aproximadamente a cada 15 minutos, cinco aves do grupo controle e cinco do grupo
experimental foram escolhidas alternadamente e contidas através da amarracdo das patas e asas
com fita adesiva. Cada grupo foi colocado em recipiente plastico, permanecendo nesta condi¢ao
por cerca de 1 hora. Em seguida, outros 10 animais (cinco de cada grupo) foram contidos por 2
horas e 3 horas. Esgotado o tempo de contencao, os animais foram decapitados, sempre em uma
mesma seqiiéncia: um animal do grupo controle sem estresse, um animal do grupo experimental
sem estresse, um animal do grupo controle com estresse e um animal do grupo experimental com
estresse. De cada animal abatido, foi retirado o sangue e fragmentos do figado. O sangue foi
coletado em dois tubetes contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético): o primeiro
destinado para analise de hemograma; e o segundo centrifugado a 1500 rpm por dez minutos
(centrifuga Excelsa Baby, Fanem LTDA) e armazenado somente o plasma em congelador, para
posterior analise bioquimica (glicemia e acidos graxos livres). Os fragmentos de figado foram
colocados em um tubo pléstico com tampa de rosca, armazenado em nitrogénio liquido e, em
seguida, transferido para um freezer a -80°C, para analise da atividade antioxidante do 6leo
essencial de orégano sobre proteinas e lipideos (proteinas carboniladas e substancias reativas ao

acido tiobarbitirico- TBARS).
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A exposi¢cdo protéica ao ataque de radicais livres na presenca de oxigénio resulta em
multiplas mudancas na molécula alvo, entre elas, a formacao de novos grupos reativos, tais como
as carboniladas. Desta forma, este composto ¢ considerado um dos marcadores do nivel da
oxidagdo de proteinas. Para mensurar este produto, seguiu-se o método descrito por Ramos-
Vasconcelos (2003). Os fragmentos de figado de cada animal foram previamente pesados e
homogeneizados com solugdo tampao S0mM (1:15 peso/volume). Em seguida, foram transferidas
duas aliquotas de 0,2ml para dois ependdorfs previamente identificados (branco e teste).
Adicionou-se 0,4 ml de acido tricloroacético (TCA) 15% para precipitacdo das proteinas e
centrifugou-se a 13.000 rpm por 6 minutos (Micro Centaur MSE - Sanyo) para formacao do
precipitado. O sobrenadante dos dois ependorffs foi colocado em um terceiro ependorff e
armazenado em congelador a -80°C. Posteriormente, adicionou-se 0,5ml de HCl 2M no tubo
branco e 0,5 ml de dinitrofenil-hidrasina (DNPH) 10mM no tubo teste. Este ultimo reagente tem
como func¢ao ligar-se as proteinas carboniladas. Dissolveu-se o precipitado com auxilio do bastao
de vidro, agitou-se por 40 segundos em Vortex e aguardou-se uma hora, no escuro, agitando a
cada 15 minutos. Adicionou-se novamente TCA 20%, centrifugou-se, descartou-se o
sobrenadante e realizou-se a lavagem do precipitado por trés vezes com 1ml de etanol:acetato de
etila (1:1). Apos descartar o sobrenadante, foi acrescentado 1ml de cloreto de guanidina 6M para
dissolu¢do do precipitado. Por fim, centrifugou-se os ependdorfs e realizou-se a leitura do
sobrenadante a 370nm (Spectronic Genesys 2 — Milton Roy), comprimento em que se obtém
leitura maxima. Os valores finais de proteinas carboniladas foram expressos usando o coeficiente
de extingdo de 22mmol.1-1.

Como os resultados das proteinas carboniladas sdo fornecidos em funcdo da concentragdo
protéica total, efetuou-se a dosagem de proteina total, utilizando-se o método de Lowry,
modificado por Hartree (1972). Os ensaios foram realizados em tubos de vidro de 13 mm. Para
obtenc¢do da curva padrao, utilizou-se uma solu¢do de BSA de concentragdo conhecida. A partir
do homogenato 1:15 (peso/volume), realizou-se uma nova dilui¢do de 1:1800, a fim de se obter
uma quantidade de 15 a 110ug de proteina, faixa na qual pode-se obter uma proporcionalidade
direta entre a concentracdo de proteina e a leitura da absorbancia a 650 nm. As amostras de
proteinas foram diluidas para 1 ml com 4gua milli Q e tratadas com 0,9 ml de reagente A (2g de
tartarato sodio de potassio e 100 g de Na,CO; foram dissolvidos em 500ml de NaOH 1IN e

diluido para 1 litro). O branco e o padrdo foram tratados da mesma maneira. Os tubos foram

81



colocados em um banho de dgua a 50° por 10 minutos, resfriados a temperatura ambiente (21 —
25°) e tratadas com 0,1ml de reagente B (2 g de tartarato sddio de potéssio e 1 g de CuSO4.5H,0
foram dissolvidos com 90ml de agua e 10ml de NaOH IN foi adicionado). As solugdes foram
deixadas a temperatura ambiente no minimo por 10 minutos, € em seguida, 3 ml de reagente C (1
volume de reagente Folin-Ciocalteu foi diluido com 15 vezes o volume de 4gua) foi acrescentado
rapidamente, assegurando a mistura dentro de 1 segundo. Os tubos foram novamente aquecidos a
50° por 10 minutos e resfriados a temperatura ambiente. As absorbancias foram lidas em cubetas
com o comprimento de onda de 650nm (Spectronic Genesys 2 — Milton Roy).

Para avaliar os danos oxidativos sobre os lipideos foi mensurada a concentragdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), segundo o método descrito por Ramos-
Vasconcelos (2002). O malondialdeido (MDA), um produto secundario da oxidacdo de acidos
graxos insaturados, reage com duas moléculas de acido tiobarbiurico (TBA) produzindo uma
coloragao avermelhada com absorbancia maxima a 532nm.

A partir do homogenato 1:15 (peso/volume), foram transferidas duas aliquotas de 0,3ml
para dois ependorffs (branco e teste) e adicionados 0,15ml de H3;PO4 7%. Apods, adicionou-se
0,3ml de TBA + BHT ao tubo teste ¢ 0,3ml de HC]1 3mM ao tubo branco. Vortexou-se os tubos
por 40 segundos e colocou-se em banho de dgua fervente por 15 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 0,75ml de butanol, centrifugou-se e realizou-se a leitura do sobrenadante a 532 e
600nm (Spectronic Genesys 2 — Milton Roy). Os resultados foram calculados de forma a
minimizar interferéncias: amostra (As3z-Agoo) — branco (Assz-Ageo). Os valores finais de TBARS

foram expressos usando o coeficiente de extingio de 156mmol.1".

Analise estatistica

Para verificar as possiveis diferencas entre as codornas do grupo controle (com e sem
estresse) e orégano (estressados ou nao), as médias dos valores hematologicos e bioquimicos
foram primeiramente submetidas a um teste de analise de varidncia Kruskal-Wallis, bicaudal,
com nivel de significancia p < 0,05. Este teste ¢ 95% tdo preciso quanto a ANOVA, um teste
paramétrico. As possiveis diferencas detectadas foram analisadas post hoc por um teste Mann-

Whitney, bicaudal, com nivel de significancia p < 0,05.
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As médias de proteinas carboniladas e substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico
(TBARS) foram analisadas utilizando-se o teste de andlise de varidncia (ANOVA), com

distribuicdo bicaudal e nivel de significancia p < 0,05.
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RESULTADOS

ApoOs submeter as aves ao estresse agudo de contencao por até 3 horas, verificou-se que

houveram diferencas significativas dos valores hematoldgicos e bioquimicos nos quatro grupos

analisados (Tabela 13).

TABELA 13: Comparacao das médias ()_() + erro padrao da média (EPM) das concentragdes

celulares e bioquimicas sangiiineas das codornas do grupo 1 (controle sem estresse), 2 (controle

com estresse), 3 (orégano sem estresse) e 4 (orégano com estresse), pelo teste de Kruskal Wallis.

O nimero de animais ¢ representado pelo N.

Concentragdo | Grupo CSE | Grupo CCE | Grupo OSE | Grupo OCE | Comparacao
celular ou X+ EPM X+ EPM X+ EPM X+ EPM entre as
bioguimica (N=13) (N=15) (N=12) (N=13) médias

Hematocrito 351 +1,0% | 353+0,6% | 344+1,1% | 36,4+ 1,0% p=0,50

Leucocitos 5,6 £0,2% 5,4+ 0,1% 5,5+ 0,3% 5,6 £0,3% p=0,76

Bastonetes 4,7+ 0,6% 3,2+0,3% 3,3+0,6% 3,1 +£0,6% p=0,07

Eosinofilos 2,1 £0,2% 2,1 £0,3% 2,4+ 0,4% 2,1 £1,3% p=0,83

Linfécitos 309+1,2% | 30,7+1,1% | 30,9+0,8% | 30,7+ 1,5% p=0,97

Mondcitos 2,5+0,3% 3,5+0,3% 2,7+0,3% 2,2+0,3% p=0,04**

Heterofilos 62,0+1,8% | 59,5+1,5% | 60,4+09% | 61,7+1,9% p=0,87

Razao

Mondcitos: 0,08 £0,0% | 0,11+0,0% | 0,09+0,01% | 0,07 £0,01% p=0,05%*

Linfoécitos

Razao

Heterofilos: 1,16 +0,06% | 1,17+0,06% | 1,11 +0,04% | 1,24+ 0,10% p=0,98

Linfocitos

Glicose (mg/dl) | 2509+ 11,4 | 228,0+10,5 | 193,9+17,3 | 173,9+10,3 p=0,001%*

AGL (mEq/1) 1,7 +0,2% 1,1 £0,1% 1,5+0,2% 1,2+0,1% p=0,18

AGL= acidos graxos livres
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Submetendo os valores de monocitos, glicose, razao mondcitos:linfécitos (indices onde
foram detectados diferencas significativas) e bastonestes (paramtero que obteve uma forte
tendéncia para diferenciacdo) ao teste Mann Whitney, foi possivel revelar entre quais grupos
estas distingdes, de fato, ocorreram (Figuras 11, 12 e 13). Os demais valores hematologicos
(hematocrito, leucocitos, eosindfilos, heterodfilos, razao heterofilo/linfécitos) e bioquimico (acidos
graxos livres — AGL) nao se diferiram estatisticamente nos quatro grupos avaliados.

Avaliando a concentragdo dos monocitos (Figura 11), observou-se que os animais do
grupo controle submetidos ao estresse (grupo 2) alcangaram niveis significativamente maiores do
que o grupo controle sem estresse — grupo 1 (p=0,018) (3,47 = 0,29 versus 2,46 + 0,27,
respectivamente; p=0,018) e em relagcdo ao grupo orégano com estresse — grupo 4 (2,75 = 0,16;
p=0,012). Nao houve diferencas entre os grupos controle sem estresse € orégano sem e com
estresse (1, 3 e 4, respectivamente), e animais pertencentes ao grupo controle com estresse e

grupo orégano sem estresse (2 e 3, respectivamente).
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FIGURA 11: Concentracio média de monocitos (valores relativos e erro padrao) das
codornas do grupo controle sem estresse (1), controle com estresse agudo (2), grupo orégano sem

estresse (3) e grupo orégano com estresse agudo (4). Os sinais graficos indicam quais grupos
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diferiram entre si. O grupo 1 teve concentragdes significativamente menores em relagdo ao grupo
2 (*, Z=-2,358, p= 0,018, bicaudal). O grupo 2 teve concentragdes significativamente maiores
do que o grupo 4 (17, Z=-2,514, p= 0,012, bicaudal). O teste foi o Mann-Whitney para amostras

independentes.

Para a concentragao de bastonetes, as aves ndo estressadas e ndo suplementadas com o
0leo de orégano (grupo 1) obtiveram valores estatisticamente mais elevados que os outros trés
grupos avaliados (4,69 + 0,57 para o grupo 1, 3,20 + 0,28 para o grupo controle com estresse,
3,33 £ 0,59 para o grupo orégano sem estresse e, 3,15 + 0,60 do grupo orégano com estresse). Os
valores de p estdo na legenda do grafico. Entretanto, este indice ndo se diferiu para os grupos 2, 3

e4(12).
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FIGURA 12: Concentracdo média de bastonetes (valores relativos e erro padrdo, das
codornas do grupo controle sem estresse (1), controle com estresse agudo (2), grupo orégano sem
estresse (3) e grupo orégano com estresse agudo (4). Os sinais graficos indicam quais grupos

diferiram entre si. O grupo 1 teve concentragdes significativamente maiores em relagdo ao grupo
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2 (*, Z=-2,132, p= 0,033, bicaudal), ao grupo 3 (71, Z=-2,145, p= 0,032, bicaudal) e ao grupo 4
(###, Z=-2,028, p= 0,043, bicaudal). O teste foi o Mann-Whitney para amostras independentes.

Foram também detectadas diferencas significantes na razao mondcitos:linfocitos (M/L)
entre os quatro grupos avaliados. Como pode ser visto na figura 13, as codornas do grupo 2
(controle com estresse) alcancaram valores significativamente mais elevados para a taxa M/L
(0,11 £ 0,01) que as aves dos grupos 1 (controle sem estresse) e grupo 4 (orégano com estresse)
(0,08 £ 0,01, p=0,02; 0,07 £ 0,01, p= 0,017), respectivamente. Nenhuma diferenga foi encontrada

quando este parametro foi comparado entre os grupos 1 €3, 1 e 4,2 e 3 e 3 e 4 (Figura 13).
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FIGURA 13: Razdo entre a concentracdo média de mondcito para a concentracdo média de
linfécitos e desvio padrdo, das codornas do grupo controle sem estresse (1), controle com estresse
agudo (2), grupo orégano sem estresse (3) e grupo orégano com estresse agudo (4). Os sinais
graficos indicam quais grupos diferiram entre si. O grupo 1 teve uma razdo significativamente
menor em relagdo ao grupo 2 (*, Z= -2,330, p= 0,02, bicaudal). O grupo 2 teve uma razao
significativamente maior do que o grupo 4 (1, Z=-2,397, p= 0,017, bicaudal). O teste foi o de

Mann-Whitney para amostras independentes.
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Para o indice glicémico das aves analisadas, foram reveladas distingdes significativas
entre os grupos. Os animais do grupo controle sem estresse alcangaram concentragdes de glicose
significativamente mais elevadas do que aqueles pertencentes aos grupos orégano sem estresse
orégano com estresse (250,9 += 11,4 versus 193,7 £17,3 ¢ 211,9 + 7,3). Além disso, codornas que
ndo receberam suplementacdo e que foram submetidas ao estresse obtiveram niveis glicémicos
estatisticamente superiores as aves suplementadas e estressadas (228,0 + 10,5 versus 173,9 +
10,3). Entretanto as concentragdes de glicose, em mg/dl, foram iguais para as codornas dos

grupos 1 e 2,2 e 3, 3 e 4 (Figura 14).
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FIGURA 14: Glicemia média (mg/dl) e erro padrao, das codornas do grupo controle sem estresse
(1), controle com estresse agudo (2), grupo orégano sem estresse (3) e grupo orégano com
estresse agudo (4). Os sinais graficos indicam quais grupos diferiram entre si. O grupo 1 teve
concentragdes significativamente maiores em relagdo ao grupo 3 (*, = -2,40, p= 0,016,
bicaudal) e altamente significativa em relagao ao grupo 4 (1, Z=-3,372, p= 0,001, bicaudal). O
grupo 2 teve concentragdo significativa maior do que o grupo 4 (###, Z= -3,203, p= 0,001,

bicaudal). O teste foi o Mann-Whitney para amostras independentes.
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A analise intergrupos verificou que ndo houve diferencas significativas entre as aves dos

quatro grupos avaliados

A exposicdo protéica ao ataque de radicais livres, produzidos pelo estresse de
imobilizagdo, na presenga de oxigénio resulta em multiplas mudancas na molécula alvo, entre
elas, a formagdo de novos grupos reativos, tais como as proteinas carboniladas. Desta forma, este
composto ¢ considerado um dos marcadores do grau da oxidagdo de proteinas. No presente
estudo, a concentracdo de proteinas carboniladas, em nmol/g de tecido, no figado das 60 aves
abatidas ndo se diferiu entre os quatro grupos avaliados (Figura 15). Os valores de proteinas
carboniladas, em nmol/g de proteinas também ndo se distinguiram nos quatro grupos analisados

(dados ndao mostrados).
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FIGURA 15: Teor médio e erro padrao das proteinas carboniladas hepaticas das codornas do
grupo controle sem estresse (1), do grupo controle com estresse (2), do grupo orégano sem
estresse (3) e do grupo orégano com estresse (4). Nao houve diferenca entre os grupos (ANOVA,

F=0,92, gl= 3, p= 0,43, bicaudal).
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Similarmente, a quantidade de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
hepaticas, indice que avalia os danos oxidativos sobre os lipideos, foi estatisticamente semelhante

entre todos os grupos avaliados (Figura 16).
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FIGURA 16: Teor médio e erro padrdio de TBARS (substincias reativas ao acido
tiobabrbiturico) hepaticas das codornas do grupo controle sem estresse (1), do grupo controle
com estresse (2), do grupo orégano sem estresse (3) e do grupo orégano com estresse (4). Nao

houve diferenca entre os grupos (ANOVA, F= 0,48, gl= 3, p= 0,69, bicaudal).
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DISCUSSAO

O estresse de imobilizacdo ¢ um método facil e conveniente de induzir estresse
psicoldgico (reagdo de escape) e fisico (trabalho muscular) nos animais resultando em mobilidade
restrita ¢ agressdo defensiva (Singh et al., 1993), com a conseqiiente elevacdo dos niveis
plasmaticos de corticosterona, indicando que, essa pratica como estressor para a ave, modifica o
seu o sistema imune (Kushima et al., 2004).

No presente trabalho a imobilizagao das codornas por até trés horas foi suficiente para
causar alteragdes nos seus padrdes hematoldgicos e bioquimicos, em especial na contagem de
monocitos e bastonetes, taxa monocitos/linfocitos e concentragdo de glicose.

As aves imobilizadas que nao receberam suplementagdo (grupo 2) apresentaram
contagens relativas de mondcitos significativamente superiores aquelas ndo estressadas (grupo 1)
(3,47 £ 0,29 versus 2,46 + 0,27) . Este resultado esta de acordo com aquele obtido por Dhabhar e
colaboradores (1995), os quais observaram que o estresse agudo de imobilizagdo por trés horas
em ratos induziu uma elevag¢ao no niimero e porcentagem de mondcitos no sangue periférico.

Adicionalmente, as codornas pertencentes ao grupo 4 (orégano com estresse)
apresentaram menor indice de mondcitos do que aquelas imobilizadas ndo suplementadas com
orégano (grupo 2) (2,75 + 0,16 versus 3,47 + 0,29) e, foram estatisticamente iguais aos animais
nao suplementados e nao estressados (grupo 1). Estes resultados sugerem que a suplementagdo
com o Oleo de orégano foi capaz de limitar o aumento destas células em animais estressados,
igualando aos valores obtidos pelas aves ndo estressadas do grupo controle.

Além disso, a comparagdo entre os grupos controle sem estresse (1) e orégano sem
estresse (3) permitiu constatar que a administracdo do o6leo, em si, nao eleva os niveis de
mondcitos no sangue de codornas (grupos 1 e 3 foram estatisticamente iguais).

A taxa monocito/ linfocito é também um bom indicador de estresse e, neste estudo foram
alcancadas diferencas significantes entre os quatro grupos analisados. Estas distingdes seguiram a
mesma tendéncia da contagem de monocitos, descrita acima. Ou seja, as codornas controle
submetidas ao estresse de imobilizagdo (2) obtiveram maiores contagens relativas quando
comparadas aquelas nao estressadas (1). Este aumento ja era esperado, visto que a imobilizacao
forcada ¢ um fator estressor que eleva as contagens de mondcitos e reduz os niveis de linfécitos

(segundo Dhabhar e colaboradores -1995) elevando, consequentemente esta razdo. A taxa M/L
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das codornas do grupo 2 foi estatisticamente também superior as aves estressadas que receberem
o Oleo essencial de orégano na dieta (4), sugerindo novamente um efeito limitante do extrato
herbal na elevacao deste parametro.

Similarmente, comparando-se os grupos controle sem estresse (1) e orégano sem estresse
(3) obteve-se que a adigdo do oleo essencial de orégano, em si, ndo eleva a razdo M/L no sangue
de codornas (grupos 1 e 3 foram estatisticamente iguais). Este efeito na conten¢do da elevacao da
taxa M/L foi observado em animais que estao habituados ao estresse ou que tiveram um bloqueio
no sistema glicocorticoide-receptor (Dhabhar et al., 1995). A resposta imunologica segue um
carater defensivo e adaptativo. O aumento da taxa M/L deve-se a uma migragdo dos mondcitos as
areas periféricas (por isso a presenca no sangue periférico) com concomitante recolhimento dos
linfécitos aos tecidos mais profundos, particularmente aos linfonodos (resultando em taxas
menores no sangue periférico) (Dhabhar et al., 1995). Acredita-se que este efeito tem por
objetivo fazer com que os monocitos, potenciais macréfagos, migrem para areas do corpo que
possam estar vulneraveis a invasdo de patdgenos, exercendo a sua atividade fagocitaria e
emitindo citocinas para mobilizar a resposta humoral. Os linfocitos entrariam na segunda fase da
defesa ao serem mobilizados mais especificamente e com grande potencial proteolitico (Berne et
al., 2000).

Esta resposta deve ser bem equilibrada e especifica para que uma vez desencadeada
consiga debelar o agente agressor (patdgeno ou alérgeno), lesionar os tecidos minimamente,
reconstituir os tecidos e manter a memoéria imunoldgica. Um desafino na orquestracao desta
resposta pode tanto aumentar a suscetibilidade e permitir a infec¢do, ou exarcebar na resposta
criando grandes areas inflamatorias, lesdes teciduais, algumas vezes acarretando a morte do
individuo (Berne et al., 2000).

Uma resposta imunologica seguindo a léogica do aumento da razdo M/L ¢ sumamente
importante para a adaptacao em individuos que estdo submetidos a um ambiente selvagem e
hostil. As codornas foram domesticadas e selecionadas para uma vida em cativeiro. Recebem
protecdo contra predadores, contra a agdo de patdgenos, vivendo com alimentagdo abundante e
sem desafios maiores. Talvez o maior desafio seja o manejo diario, em ambiente muitas vezes
sem controle pelos animais. Na pratica do manejo estd a manipulagdo para exames ¢ a
transferéncia de lotes de animais. Estas modificacdes podem significar grandes desafios para

animais que vivem em um ambiente bastante constante e mono6tono. Sob esta perspectiva, a acao
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do dleo de orégano trouxe beneficios aos animais ao manter a razdo M/L mais baixa, em um
desafio eminentemente psicoldgico, em que nio havia a acao de patdgenos para serem debelados
e nem lesdes de tecidos para serem fagocitados.

No6s ndo analisamos se a resposta de mondcitos e linfécitos foi dependente do tempo. Em
ratos, Dhabhar (1995) observou que a taxa M/L ¢ grande nos primeiros 30 minutos e decai apds
isto, até a normalidade apds 180 min. A possibilidade do 6leo essencial de orégano ter acelerado
esta volta a normalidade, em contraposi¢do ao maior tempo de permanéncia da razao M/L nos
animais controle, ¢ algo fascinante. Neste caso ¢ interessante abordar o fendmeno em um desenho
experimental diferenciado no futuro, como continuidade ao presente estudo.

Tratando-se das contagens relativas de bastonetes, as aves do grupo controle sem estresse
(1) alcancaram niveis significativamente mais elevados do que as codornas provenientes dos
grupos controle com estresse (2), orégano sem estresse (3) e orégano com estresse (4). A
presenca de grande quantidade de bastonetes no primeiro grupo pode ser indicativo de uma
infeccdo atuante (por bactérias, por exemplo) e, a tentativa do organismo de produzir
aceleradamente células para a defesa imunoldgica (Berne et al., 2000). Apdés a submissdo dos
animais do grupo controle ao estresse de imobilizacao (2), verificou-se que houve uma redugao
da contagem destas células. Esta diminui¢do na defesa imunolédgica das aves apds a contengao,
pode ser devido a migracao tecidual dos bastonetes, em resposta a acdo de niveis elevados de
corticosterona no sangue (El-Lethey et al., 2003). Em contrapartida, os valores basais dos
animais suplementados (grupo 3) foram inferiores aos do grupo 1, indicando que os primeiros
estavam mais saudaveis, ou seja, ndo tinham infecc¢ao latente. Isto pode sugerir que o extrato de
orégano proporcionou alguma prote¢do dos animais contra infec¢do, talvez, devido a sua
reconhecida propriedade antibacteriana (Alma et al., 2003; Pefialver et al., 2005; Bozin et al.,
2006). Mesmo apds o estresse, as codornas do grupo experimental ndo sofreram alteragdes da
contagem de basofilos, evidenciando que esta resposta nao era necessaria pois, 0s animais nao
estavam com infecgao.

Outra resposta do organismo ao estresse ¢ a alteracdo no metabolismo de carboidratos,
que inclui o estimulo a gliconeogénese, reducao da captacao da glicose por inibi¢do da insulina,
com conseqiiente aumento dos niveis glicEémicos (hiperglicemia) (Weissman, 1990). A

concentragdo de glicose das codornas ndo imobilizadas do grupo controle (1) apresentou niveis
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significativamente mais elevados do que as aves do grupo orégano sem estresse (3), sugerindo
que o oleo essencial de orégano pode reduzir os niveis glicémicos destes animais.

Neste contexto, Lemhadri e colaboradores (2004) estudaram o efeito da administracao
oral do orégano (20mg/kg) em ratos diabéticos e, concluiram que esta erva exerceu atividade
hipoglicemiante nestes animais devido a redu¢do dos niveis deste carboidrato apds o segunda
dose administrada. Os autores observaram que esta atividade do orégano ndo estava relacionada
com a elevagao da insulina e que, portanto, este resultado poderia ser devido a inibi¢ao da sintese
de glicose hepatica ou estimulacao da utilizacdo da glicose pelos tecidos periféricos — musculo e
tecido adiposo. Esta propriedade foi associada a acdo sinérgica dos principais compostos
fenolicos do orégano, o carvacrol e o timol.

Os niveis glicEémicos das aves do grupo orégano com estresse (4) foram inferiores aquelas
pertencentes ao grupo controle sem estresse (1) e controle com estresse (2) e, foram
significativamente iguais aos animais do grupo 3 (orégano sem estresse). Este resultado sugere
que o 6leo de orégano além de reduzir os niveis glicémicos basais das codornas, impediu que a
sua concentragdo fosse aumentada apos submeté-las os estresse de contencdo. Se por um lado
esta reducdo pode ser vantajosa para a economia ¢ a producdo animal, por outro, uma redugao
glicémica acentuada pode predispor o tecido cerebral a danos (Berstein et al., 2006). Uma
investigagdo mais pontual sobre as vantagens e desvantagens desta agdo seria muito bem
adequada para elucidar o fenomeno.

Sob um ponto de vista mais atual, os resultados obtidos neste experimento podem ser mais
bem compreendidos sob o conceito de alostasia e carga alostatica. Alostasia quer dizer “equilibrio
através de troca” (McEwen e Wingfield, 2003a). Em outras palavras, ¢ o ajustamento continuo
que ocorre na fisiologia € no comportamento de um individuo, para enfrentar eventos
potencialmente danosos. A alostasia serve para que o organismo obtenha ou mantenha um estado
fisiologico apropriado para as circunstancias (Schulkin, 2003). Sugere-se que os mecanismos que
compdem a alostasia mantém a homeostasia ao promover a adaptacdo a algum desafio extremo,
protegendo o organismo e seus sistemas basicos de manutencdo da vida (pressdo arterial, pH,
temperatura, etc) (McEwen, 1998). A alostasia como mecanismo de ajustamento em situacdes
emergenciais, ¢ iniciada pela classica resposta do sistema simpatico-adrenal e do eixo limbico-
HPA (Schulkin, 2003). Apesar desta convergéncia com a homeostasia, conceitualmente alostasia

difere em que (McEwen, 1998):

94



a. Nao existe um ponto 6timo de equilibrio pré-definido;

b. O ajustamento ndo pode ser visto como local, mas deve envolver varios sistemas;
c. Conforme a assung¢do “b”, deve haver o envolvimento do Sistema Nervoso Central;
d. As respostas fisioldgicas sdo antecipatorias;

e. Ha um limite de suporte se refletindo em maior ou menor vulnerabilidade;

f. Nao esta diretamente ligada as fungdes vitais;

Alostasia enfatiza um controle integrado entre o sistema neural, endocrino € imunologico.
A homeostasia ¢ definida mais localmente e ndo prediz um controle integrado, em sua formulagao
tradicional, embora se reconhe¢a uma amplitude implicitamente maior na definicdo do termo.
Portanto, se o principio de homeostasia prediz que haveria equilibrio através de acdes mais locais,
a alostasia enfatiza o controle do SNC, a integragdo entre varios sistemas € o comportamento
(McEwen e Wingfield, 2003a).

Na recente conceituacdo do termo, McEwen e Wingfield (2003b) restringiram alostasia
para o mecanismo de adaptacdo no curto prazo, que apdia alguns sistemas essenciais a vida,
como pH, temperatura do corpo, glicemia, tensdo de oxigénio e calcemia, por exemplo. Alostasia
¢ um conjunto de mecanismos que sdo acionados para manter estes parametros essenciais, ao
apoiar sistemas que sdo mais importantes na ecologia dos individuos como reproducao,
migracao, hibernacao, exploracdo de ambientes, memoria espacial, territorialidade, agressao e
outros (McEwen, 1998).

Como mecanismos de defesa, alostasia ¢ enfatizada pela regulacdo mediada pelo eixo
limbico-hpa, simpato-adrenal e imunolégico. Como mediadores quimicos primarios de adaptagdo
foram propostos os glicocorticdides, as catecolaminas adrenais e as citocinas (McEwen e
Wingfield, 2003b). Estes sistemas e moléculas nao sdo unicos, mas preferencialmente sao
mobilizadas em qualquer emergéncia ou ativacdo neural.

A alostasia tem um custo denominado de carga alostatica, a qual ¢ entendida como um
desregramento do balango entre os mediadores quimicos primarios. Entdo, pode haver um custo
excessivo de energia (glicose), de proteinas (na gliconeogénese de jejum), de alocacao de
comportamentos reparatorios e constitutivos (sono, reproducao, digestao, etc.) ou, um excesso de
resposta imunoldgica a uma possivel lesio — mesmo que o estimulo para a resposta seja

eminentemente psicolégico ou descontextualizado (McEwen e Wingfield, 2003a). Como uma das
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caracteristicas da alostase ¢ o desencadeamento de respostas antecipatorias, a ndo ocorréncia do
desafio a homeostase ou a carga alostatica pode ser uma perda metabodlica e de comportamentos
reparadores (sono, descanso, comer, digestao, etc).

Um estado alostatico ndo pode permanecer por muito tempo, porque depende de um fluxo
otimo de energia e da capacidade de sustentacdo dos sistemas envolvidos (McEwen e Wingfield,
2003a). Quando a carga alostatica compromete a higidez ou a homeostasia, diz-se que ha
sobrecarga alostatica. Em outras palavras, a sobrecarga alostatica ¢ o quadro de lesdao e o
desencadeamento de patologias.

Quatro mecanismos podem ser ilustrados para se entender como se estabelece a carga
alostatica (McEwen, 1998):

a. Varios estressores seguidos estimulando respostas alostaticas freqiientes.

b. Falha para o individuo habituar-se a um mesmo estressor repetido.

c. Redugdo da eficiéncia dos mecanismos de retroalimenta¢ao negativa.

d. Inadequacdo de uma resposta a um estressor agudo, levando a um efeito

compensatorio em outros sistemas ou comportamentos deslocados.

Em cada desafio o corpo mobiliza energia, ao ativar vias adrenérgicas e neuroenddcrinas,
que a custa de aminoacidos, enzimas e energia excedente, cria um ambiente favoravel de fluidez
de glicose em areas onde a demanda ¢ emergencialmente maior (cérebro, musculatura estriada
esquelética, miocardio, etc). Esta mobilizacdo pode ser rapida e explosiva, alterando o
metabolismo, as fungdes fisiologicas e a dindmica de células imunes (Schulkin, 2003).

Os desafios das codornas criadas para produgdo animal sdo muito diferentes dos desafios
que a maioria dos animais enfrenta em ambiente natural. A mobilizacdo de células do sistema
imune ou de glicose em situacao de estresse agudo (transporte e contengao, por exemplo) tem um
enorme dispéndio de energia que resulta em adiamento de fungdes como comer, termorregular e
realizar a postura. Nesse contexto, o 6leo essencial de orégano pode ser um atenuante na resposta
ao estresse, aliviando a carga alostatica do animal.

Se o estresse causa uma ativagdo do metabolismo e altera o comportamento, sabe-se que a
génese esta na ativacao de areas do sistema limbico, especialmente da amigdala, do hipocampo e
da matéria cinzenta periaquedutal. A ativagcdo destas dreas pode ser em parte mediada pelas

citocinas ou outras moléculas produzidas por monocitos e linfocitos (Maier e Watkins, 1998;
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Sternberg e Licinio, 1995). H4 uma ligagdo bidirecional entre o sistema imune e o sistema
limbico; as interleucinas estdo envolvidas diretamente na reducdo dos comportamentos apetitivos
e no desenvolvimento de sindromes tipo-depressivas (Maier e Watkins, 1998).

Além disso, uma sobrecarga alostatica do sistema imunologico causa medo e ansiedade nos
animais. O Oleo essencial de orégano parece ter atenuado a resposta imunologica do estresse de
contencdo e consequentemente, parece ter aliviado estados emocionais de medo e ansiedade na
interven¢do aguda. Sob o ponto de vista da ave, parece razoavel acreditar que o estresse (ou a
carga alostatica) foi menor nos grupos tratados com orégano em relagdo ao controle.

Por fim, conforme citado por Kashif e colaboradores (2004), o estresse de imobilizacao
foi capaz de gerar estresse oxidativo. A quantificagdo dos principais indices de danos em lipideos
e proteinas (TBARS e proteinas carboniladas, respectivamente), permite um estudo mais
aprofundado sobre os possiveis prejuizos oxidativos que ocorrem nos tecidos de animais
submetidos ao estresse fisico e psicoldgico de contencao.

Neste estudo, os niveis de proteinas carboniladas (nmol/g de tecido) e TBARS (nmol/g de
tecido) ndo sofreram mudangas significativas quando as codornas do grupo controle e orégano
foram contidas por um periodo de até trés horas. Em outras palavras, os quatro grupos avaliados
(controle sem estresse, controle com estresse, orégano sem estresse € orégano com estresse)
obtiveram os mesmo indices oxidativos. Este resultado vai contra & maioria dos trabalhos
existentes na literatura (Gumuslu et al., 2002; Ricart-Jane et al., 2002), onde comprovadamente,
o estresse de imobilizacdo foi encontrado ser capaz de gerar estresse oxidativo nos tecidos
animais. Uma das justificativas plausiveis para tal resultado ¢ que a contencdo praticada neste
trabalho pode ndo ter sido suficiente para causar danos mensuraveis nos figados das codornas e,
portanto o estresse agudo de contengdo por trés horas nao ocasionaria prejuizos significativos nos
tecidos. De fato, os trabalhos que envolvem imobilizacdo, geralmente, este fator estressor ¢
praticado por um tempo maior (cerca de 6 horas, Oishi et al.,1999), ou em reduzidos tempos por
um longo prazo (15 minutos de contengdo por 60 dias - Ricart-Jane et al., 2002), acarretando em

um estresse cronico com importantes alteragdes no balanco antioxidante/oxidante.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos na presente pesquisa revelaram que a imobilizagao de codornas por
até trés horas foi eficiente para causar alteragdes nos padroes hematologicos e bioquimicos dos
animais. Entretanto as aves suplementadas com o 6leo essencial de orégano obtiveram melhores
respostas apds o estresse agudo. Isto foi verificado, por exemplo, pelos menores valores de
mondcitos e taxa M/L. Desta forma, o orégano pode ter (1) inibido o aumento destes parametros
e/ou (2) acelerado o retorno destas varidveis para niveis normais. Componentes dos Oleos
essenciais parecem agir tanto na membrana como nos passos enzimaticos para a sintese de
moléculas mensageiras (interleucinas e esterdides) impedindo a elevacdo destas importantes
moléculas. Além disso, a possibilidade do extrato ter estimulado o retorno nos niveis de
mondcitos e linfocitos aos valores de normalidade também ¢ algo interessante e, portanto,
poderia ser avaliado aplicando-se um desenho experimental diferenciado. Seja qual for a via de
explicagdo, para aves domesticadas esta resposta ¢ benéfica, visto que o desafio aplicado
(contencao) ndo envolveu a infeccdo por patdogenos e nem injurias. Portanto, a elevacao de
mondcitos (ou M:L) ndo era, de fato, essencial para a vida das aves.

A menor concentragdo de bastonetes para as aves que receberem a adicdo de 200 mg de
0leo essencial de orégano por quilograma de ragdo, pode ser interpretada que estes animais
estavam mais saudaveis e sem infec¢do aparente ou subclinica. A propriedade antimicrobiana do
oleo pode ter favorecido este quadro. Em contraste, nas aves controle, o aumento dos bastonetes
pode ser interpretado como um forte indicio de uma afec¢ao subclinica.

Adicionalmente, o extrato utilizado pareceu exercer atividade hipoglicémica (os valores de
glicose das aves suplementadas apresentaram menores indices do que aquelas pertencentes ao
grupo controle) e, reduziu a mobilizagdo de glicose pelas aves quando submetidas ao estresse
agudo de contencao. Este resultado pode ser positivo, visto que, 0 consumo excessivo de energia
para enfrentar um desafio pode adiar outras fungdes como comer, termorregular e realizar a
postura. O seqiiestro de energia diminui o potencial zootécnico do individuo.

Desta forma, o extrato herbal promoveu um alivio na carga alostética, isto €, teve um
efeito protetor nos animais suplementados submetidos a imobilizagdo. Em outras palavras, este

extrato natural parece ter reduzido a susceptibilidade dos animais a infecc¢ao, atenuado a resposta
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imunoldgica e, consequentemente, reduzido o estresse no grupo tratado, quando comparado ao
grupo controle.

Por ultimo, nao foram detectadas diferengas significativas nos indices dos danos oxidativos
teciduais (proteinas carboniladas e TBARS) entre as aves do grupo controle e experimental.
Provavelmente a imobilizagdo aplicada ndo foi suficiente para causar danos mensuraveis nos
figados coletados e, entdo, a atividade antioxidante do 6leo ndo pode ser revelada. A realizacao
de um estresse de contengao mais prolongado (cronico), desta forma, talvez fosse necessaria para

uma melhor avaliagao destes parametros.
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CONCLUSAO GERAL

O uso de extratos de ervas como potenciais substituintes de antibidticos sintéticos na
producao animal se torna cada vez mais atraente. Resultados positivos ja tém sido alcangados em
espécies animais (frangos, suinos, por exemplo) o que aumenta o interesse e a atencdo de
produtores que estdo preocupados em se manter no mercado mundial de exportagdes, visto que a
Comunidade Européia ja comegou a proibir a aquisi¢ao de produtos de origem animal, nos quais
foram obtidos com o uso de quimioterapicos. Os produtores precisam se adequar a estas novas
exigéncias, para ndo perder espaco no mercado e colocar um produto mais saudavel. O 6leo
essencial de orégano surge como uma das alternativas para essa tendéncia, devido a suas
reconhecidas propriedades antibacterianas, antifingicas e antioxidantes, favorecendo seu uso na
producao animal.

Na primeira etapa, os resultados dos indices de desempenho e carga parasitologica fecal
obtida no experimento ndo sofreram diferencas com o uso deste extrato. Desta forma, se o 6leo
nao foi efetivo em atuar como promotor de crescimento, ao menos, a dose administrada nao
acarretou em padroes de crescimento e produtividade abaixo dos niveis normalmente obtidos
pelos produtores comerciais. O baixo indice de 6bitos e os valores hematologicos e bioquimicos
alcancados corroboram com este achado, visto que os valores obtidos, apesar de sofrer uma
variabilidade quando comparados com padrdes encontrados na literatura, permitem inferir que os
animais estavam saudaveis.

Por outro lado, na segunda abordagem do experimento, verificou-se que as aves
suplementadas obtiveram melhores respostas hematologicas e bioquimicas, quando submetidas
ao estresse agudo de imobilizagdo. Os menores valores de mondcitos e taxa M/L, sugere que o
0leo impediu sua elevacdo ou estimulou seu retorno aos niveis da normalidade. Este quadro
sugere uma maior capacidade de adaptacdo ao estresse ao menor custo (metabolico). As
reduzidas concentragdes de glicose no sangue também reflete uma melhor resposta a contencao,
otimizando o uso da energia para atividades importantes na economia do individuo
(termorregulacdo, comer e ovogénese). Além disso, as aves submetidas a dieta com o 6leo
essencial de orégano pareceram mais saudaveis ao final do experimento, considerando os niveis

de bastonetes mais baixos.
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Desta forma, o fato do oleo ter protegido os animais da infec¢do e do estresse
(imobiliza¢do) e, consequentemente reduzido o custo destes animais para enfrentd-lo (carga
alostatica), ja constitui uma importante vantagem para o produtor que optar adiciona-lo a
alimentacdo das codornas. Frequentemente aves sdo expostas a fatores estressores intrinsecos e
extrinsecos (temperatura, transporte manejo, entre outros) que alteram sua homeostase. O 6leo
essencial de orégano poderia ser um importante adjuvante na manuten¢cdo do metabolismo das
aves, sem, entretanto, demandar grande mobilizacdo de energia, reduzindo os prejuizos no
crescimento e na produgao.

Contudo, outros estudos devem ser conduzidos com o intuito de estabelecer as melhores
combinagdes, doses e forma de administragdo do 6leo e/ou de seus principais componentes
quimicos na alimentacao de animais de produgdo, para alcancar resultados mais consistentes e

que possam ser extrapolados para a rotina do produtor.
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