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2 RELATORIO

2.1 Apresentagédo do trabalho
(Objetivos e Resultados Esperados — maximo de 10 linhas)

A meta deste projeto foi a producdo de conhecimento cientifico sobre os efeitos da
suplementacdo das racOes de frangos de corte com os principais compostos bioativos presentes
na propolis (quercetina, acido cafeico e acido cindmico) na morfofisiologia do trato
gastrointestinal. Propds-se a identificacdo do composto que promovesse melhores resultados
na salde intestinal e processos digestivos e absortivos, além do nivel adequado de inclusdo e
como consequéncia, a melhora dos indices produtivos de frangos de corte em diferentes
idades.

Assim, esperava-se compreender a interferéncia desses compostos nos processos fisiologicos

que ocorrem no intestino para melhor aproveitamento dos nutrientes.

2.2 Resultados alcangados: (Maximo 01 uma lauda)
(Justificar caso os Resultados Esperados nao tenham sido alcangados)

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a incluséo de aproximadamente 225 ppm
de &cido cafeico e niveis de até 500 ppm de &cido cindmico promovem melhor desempenho
que em animais alimentados sem inclusdo desses ingredientes. Além disso, a inclusdo dos
produtos testados na racao de frangos de corte modulou a morfologia do trato gastrointestinal e
expressdo génica de transportadores e enzimas intestinais, principalmente os relacionados a
digestdo e absorcéo de carboidratos pelos animais, o que provavelmente possibilitaria melhor
aproveitamento deste nutriente. Considerando que esses componentes estdo presentes em
varios produtos de origem natural, como a propolis, os resultados sdo importantes para
compreender os varios efeitos ja descritos na literatura sobre a inclusdo desses produtos e
residuos, por exemplo.

Algumas analises laboratoriais previstas no projeto ndo foram realizadas conforme oficio

(datado de 29/06/2018 e enviado para a PRPPG, em anexo) relatando o desligamento do
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freezer onde as amostras estavam armazenadas.
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2.3 Conclusodes
(Méaximo de 10 linhas)

A partir dos resultados do projeto, pode-se propor novos produtos para nutricdo animal, visto
que o projeto mostrou que a inclusdo dos produtos utilizados pode melhorar o desempenho dos
animais e modular a digestdo e absorcdo de carboidratos. Como mencionado, os produtos
utilizados ainda possuem alto custo para serem utilizados na produgdo animal, mas a partir do
interesse das empresas do setor, novas tecnologias podem ser criadas e testadas para baratear
0s custos para uso em larga escala na producao animal. Ou até mesmo, produtos de origem
natural que contenham altos niveis desses compostos podem ser utilizados na forma de

extratos para potencializar os efeitos.

2.4 Producao gerada (Tecnico-cientifico)
(Quando houver)

Apresentagdes de Trabalhos: 2018 Poutry Science Association Latin American Scientific
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nutrient transporters in chickens fed caffeic acid, v. 97, 49 p., 2018.
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PARA PREENCHIMENTO DO AVALIADOR

Resultado da avaliacao:
O Aprovado
O Aprovado com ressalva

0 Reprovado

Cometarios do avaliador

Cligue ou toque aqui para inserir o texto.
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Titulo: Compostos bioativos da propolis na expressdo génica de enzimas digestivas e

transportadores intestinais de nutrientes e na microbiota intestinal de frangos de corte

Coordenadora: Profa. Dra. Cristiane Regina do Amaral Duarte (UNEMAT/Tangara da

Serra)

Equipe: Dra. Alice Eiko Murakami (UEM)
Dr. lvan Camilo Ospina Rojas (UEM)
Dra. Cinthia Eyng (UNIOESTE)

Processo: 449463/2014-1

Periodo de execucdo do projeto: 26/01/2015 a 31/01/2019 (pedido de prorrogacédo
efetuado em 27/12/2017)

JUSTIFICATIVA DO PEDIDO DO PRORROGACAO E JUSTIFICATIVA
PARA AS ALTERACOES NO PROJETO

O presente projeto foi aprovado em novembro de 2014 e comecgou a vigéncia em
26/01/2015. Os recursos aprovados (R$25.000,00, sendo R$ 22.000,00 de material de
consumo e R$ 3.000,00 de material permanente) comecaram a ser liberados em
19/08/2016, com R$ 2.886,40 para material de custeio e R$ 3.000,00 para material
permanente. O restante do valor para compra de material de consumo (R$ 19.113,60) foi
liberado em 24/11/2016.

Os reagentes/ingredientes da racdo para inicio do experimento de campo
custaram aproximadamente R$ 3.200,00. Os 350 pintinhos comprados para 0S
experimentos custaram R$ 801,50. Soma-se a isso, a compra de itens como bebedouros,
comedouros e outros materiais necessarios para a execucao do experimento e coleta de
material bioldgico para as analises. O total gasto apenas com 0s experimentos a campo e
coleta aos 21 dias de idade foi de aproximadamente R$ 6.000,00, assim, 0s experimentos
sO puderam ser iniciados apenas apds a segunda liberacéo de recurso (24/11/2016), com

22 meses de atraso, devido a falta de recurso para inicio dos experimentos.



Na proposta inicial do projeto, seriam realizados quatro experimentos com
utilizacdo de &cido cafeico e quercetina na alimentacdo de frangos de corte, sendo dois
experimentos na fase inicial e dois na fase final de crescimento para cada um dos
ingredientes. Devido ao corte de R$ 5.000,00 no orgamento solicitado, atraso no repasse
do dinheiro e aumento no preco dos ingredientes e grande consumo de racao das aves na
fase final do desenvolvimento, houve uma alteragao no projeto. Ao invés de dois produtos
(quercetina e &cido cafeico), o &cido cinamico foi incluido no projeto, com execucao de
trés experimentos na fase inicial. A alteracdo do projeto para a fase inicial da criacdo de
frangos de corte também se justifica do ponto de vista fisioldgico, pois na fase inicial as
aves apresentam um rapido crescimento do trato gastrointestinal e grandes altera¢fes nas
funcbes absortivas e digestivas, o que é de fundamental importancia para o
desenvolvimento ao longo de todo o periodo de criacéo.

Além disso, quando do pedido do projeto, a proponente atuava como pés-
doutoranda na Universidade Estadual de Maringa, sendo nomeada em marco de 2016 para
vaga de docente da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus de
Tangara da Serra. Quando o restante do recurso foi liberado, os experimentos tiveram que
ser replanejados para execu¢do na Universidade Estadual de Maringa de acordo com o
calendario académico da UNEMAT para que ndo houvesse comprometimento das
atividades docentes da proponente. Além disso, as anélises de expressdo génica foram
realizadas na Universidade Estadual de Maringd em agosto de 2017. Para as demais
analises laboratoriais previstas no projeto, a UNEMAT de Tangara da Serra possuia a
infraestrutura adequada, sendo assim, em janeiro de 2018, em retorno do recesso de Natal
e Ano Novo, as amostras foram trazidas da UEM para a UNEMAT de Tangara da Serra,
com os devidos cuidados para evitar o descongelamento das amostras. A compra de gelo
seco foi planejada de modo a ser retirado em Maringé e para que durasse de todo o trajeto
da viagem de 2 dias via rodoviaria, com todos 0s custos por conta prépria. As amostras
foram armazenadas no freezer do Laboratorio de Solos até a compra do freezer e da
geladeira para armazenamento de amostras e reagentes do projeto previstos no orcamento.

Em marco de 2018, o freezer e a geladeira foram comprados, conforme recurso
liberado pelo CNPq (R$ 3.000,00), e as amostras foram transferidas para 0 mesmo com
0 devido cuidado para evitar o descongelamento.

No dia 21 de junho de 2018, fui informada pela técnica de laboratdrio que o freezer

estava desligado da tomada e que todas as amostras estavam completamente

descongeladas e em estado de decomposigéo.



Com o desligamento do freezer, foram perdidas amostras do projeto financiado,
cujas analises seriam realizadas a partir de agosto. Assim, as analises para mensuracgdo da
atividade das dissacaridases intestinais e das enzimas digestivas pancreaticas, e da
caracterizacdo da microbiota intestinal dos frangos de corte alimentados com quercetina,
acido caféico e acido cinamico, que seriam realizadas a partir de agosto de 2018 no
laboratério de microbiologia, ndo puderam ser realizadas, pois as amostras se
descongelaram completamente. O campus de Tangara da Serra e 0 Pro-reitor foram
notificados (oficio em anexo) quanto ao desligamento e as perdas de amostras, no entanto,
qguando houve resposta ao oficio, nada foi apurado, até porque a universidade ndo conta

com cameras de vigilancia.

INTRODUCAO

A producéo brasileira de frangos de corte encontra-se em destaque no mercado
nacional e internacional, com producédo aproximada de 13,5 milhdes de toneladas de carne
(AVISITE, 2017a) e exportagdo de 32% desse montante (AVISITE, 2017b),
consolidando-se como maior exportador mundial de carne de frango e com papel
determinante no resultado das exportacdes do agronegécio brasileiro. Para que o
crescimento da producéo continue a ocorrer nos proximos anos, sao necessarios estudos
que enfoquem os efeitos da nutricdo na morfofisiologia do trato gastrointestinal,
principalmente nos processos digestivos e absortivos e modulacdo da microbiota
intestinal, viabilizando, assim, a melhora dos indices produtivos.

A utilizagdo de produtos naturais na alimentagdo de aves tem sido foco de
pesquisas com o intuito de reduzir a utilizacdo de antibi6ticos e promover melhorias na
salde intestinal dos animais. Neste sentido, a prépolis, substancia resinosa e balsamica
produzida pelas abelhas pela combinacdo de substratos retirados de exsudatos vegetais,
cera, polen e secrecOes salivares (Salatino et al., 2005) tem se mostrado como uma
alternativa devido as suas propriedades terapéuticas e bioldgicas que podem promover a
salide dos animais e manter o ambiente intestinal saudavel. As suas principais atividades
terapéuticas estdo associadas as suas a¢cdes como antibacteriana, antioxidante (Cabral et
al., 2009), antiviral, antiinflamatéria (Marcucci, 1996), antifungica (Longhini et al.,
2007), imunoestimulante (Taheri et al., 2005), entre outras.

Estas propriedades sdo atribuidas aos 300 compostos isolados, que incluem
acidos fendlicos, flavondides, ésteres, aldeidos aromaticos, acidos graxos, aminoacidos,

vitaminas e minerais (Bankova et al., 2000; Menezes, 2005; Lotfy, 2006). O grupo dos



flavonoides tem sido 0 mais estudado como potente antioxidante, e também por interferir
em diversos processos fisiologicos, como no metabolismo de carboidratos, com
propriedade antihiperglicémica em ratos (Matsui et al. 2004).

A acdo destes importantes compostos da prépolis incluidos na racao de frangos
de corte poderia aumentar a eficiéncia produtiva por melhorar a saude intestinal. A saude
intestinal pode ser modulada pelo controle do crescimento de microorganismos
patogénicos no trato gastrointestinal, o que beneficiaria as funcgdes absortivas e digestivas,
com consequente aumento do desempenho.

Alguns autores relatam que a inclusdo da propolis melhora o status imunitario
de aves (Ziaran et al., 2005; Freitas et al., 2011), o desempenho de poedeiras e frangos
de corte (Shalmany & Shivazad, 2006; Tatli Seven et al., 2008; Cetin et al., 2010; Tekeli
et al., 2011), a atividade antioxidante de frangos expostos a estresse oxidativo (Tatli-
Seven et al., 2008; Tatli-Seven et al., 2009; Seven et al., 2010) e atua na morfologia do
figado prevenindo lesGes em decorréncia de obesidade em frangos (Babinska et al., 2013).
Em contrapartida, outros estudos afirmam que a inclusdo de propolis bruta e extrato
etanolico da propolis ndo € recomendada para frangos de corte de 1 a 21 dias de idade
(Duarte et al., 2014; Eyng et al., 2014). Apesar das observacdes relatadas por Eyng et al.
(2014) ndo serem positivas quanto ao desempenho, o trabalho foi pioneiro ao
correlacionar os efeitos da propolis sobre a morfofisiologia intestinal de frangos de corte
com melhora na morfologia intestinal e na atividade de enzimas digestivas. Embora os
efeitos da prépolis ja tenham sido relatados por varios autores, alguns deles sdo
contraditérios devido a grande variacdo na composicdo da propolis e nos niveis de
incluséo estudados. Assim, estudos que avaliem os efeitos dos seus principais compostos
bioativos isoladamente no desempenho sdo de grande interesse para se estabelecer os
niveis ideais dos mesmos e, também, quais compostos sdo responsaveis pelos principais
efeitos da propolis no trato gastrointestinal e, consequentemente, no desempenho
produtivo.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os antibidticos promotores de crescimento foram amplamente utilizados nas
racOes de aves nos ultimos anos. Foi bem estabelecido que a sua utilizagdo controla a
colonizagdo de microorganismos patogénicos no trato gastrointestinal, com consequente

melhora do desempenho produtivo. No entanto, recentemente, houve uma grande



preocupacdo com a possibilidade de que residuos destes medicamentos permanecessem
na carne e que pudessem ocasionar resisténcia cruzada em humanos. Assim, diversos
paises proibiram o uso dos antibidticos na criacdo de aves. Esta proibicdo fez com que
houvesse grande interesse na comunidade cientifica em encontrar substitutos naturais,
que ndo comprometessem a satde humana e que melhorassem o desempenho dos animais
assim como os antibioticos promotores de crescimento.

Dentre as alternativas naturais, a propolis, substancia resinosa e balsdmica
produzida pelas abelhas pela combinacdo de extratos extraidos de plantas, cera, polen e
secrecOes salivares, despertou grande interesse para ser utilizada nas racdes devido aos
seus compostos bioativos e a sua interferéncia em diversos processos fisiol6gicos.

A propolis bruta é composta basicamente por resinas e balsamos, ceras, 6leos
essenciais e grdos de polen (Funari & Ferro, 2006). Além destes compostos, elementos
como minerais (Cu, Mn, Fe, Ca, Al, V, Si) e vitaminas do complexo B (B1, B2 e B6), C
e E também podem ser encontrados (Menezes, 2005; Marcucci, 1996). No entanto, a
composicédo da propolis varia muito de acordo com a flora local, caracteristicas climaticas
e geogréficas e a genética das abelhas (Bankova, 2005; Sousa et al., 2007).

A propolis é utilizada desde a Grécia Antiga como cicatrizante (Pereira et al.,
2002). Atualmente, sabe-se que a propolis atua nos organismos como potente
antimicrobiano (Fernandes Juanior et al., 2006), antioxidante (Cabral et al., 2009),
imunomodulador (Fischer et al., 2008), anti-inflamatorio (Almeida & Menezes, 2002) e
antiviral (Marcucci, 1996). Estas propriedades bioldgicas sdo atribuidas a complexa
composic¢do quimica da prépolis, que possui mais de 300 compostos isolados, entre eles,
acidos fenolicos, flavondides, ésteres, aldeidos aromaticos, acidos graxos, aminoacidos,
vitaminas e minerais (Bankova et al., 2000; Menezes, 2005; Lotfy, 2006). Dentre 0s
flavonoides da prépolis, sdo encontrados a quercetina, galangina, tectocrisina,
pinocembrina, campferol. Os acidos fendlicos geralmente encontrados na composicao da
prépolis sdo o &cido cafeico, acido ferulico, cido cindmico e &cido cumarico.

A utilizacdo da prépolis nas racdes de aves, principalmente em frangos de corte,
ja tem sido estudada, no entanto, os resultados ainda sdo controversos. Alguns resultados
positivos da propolis na alimentacéo de frangos de corte foram publicados por Shalmany
& Shivazad (2006), que mostraram que a utilizacdo de extrato da prépolis até o nivel de
250 ppm melhora o desempenho de frangos de corte. Similarmente, foi mostrado que a
ingestdo de propolis melhora os indices produtivos de frangos de corte em condigéo de

estresse caldrico (Tatli Seven et al., 2008). No entanto, outros autores mostraram que a



utilizacdo de propolis bruta e extrato da propolis ndo é recomendada para frangos de corte
de 1 a 21 dias de idade (Duarte et al., 2014; Eyng et al., 2014). Eyng et al. (2014) também
avaliaram a morfometria intestinal e a atividade de enzimas digestivas e mostraram que
a utilizacdo de extrato da prépolis melhora os parametros de morfometria intestinal e
modula a atividade das dissacaridases intestinais. De modo similar, a inclusdo de prépolis
bruta nas dietas de frangos de corte de 1 a 21 dias alterou a morfofisiologia do trato
gastrointestinal de frangos de corte (Duarte et al., 2014).

O efeito da prépolis e de seus compostos bioativos na morfofisiologia do trato
gastrointestinal é esperado, visto que a propolis e alguns de seus compostos bioativos
atuam como inibidores das a-glicosidades no intestino delgado promovendo diminuigéo
na digestdo de carboidratos a monossacarideos absorviveis e, consequentemente
decréscimo ou retardo na absorcao destes (Matsui et al., 2004). Estes autores sugerem
ainda que a familia de compostos do acido cafeoilquinico pode ser a responsavel por este
efeito. Além disso, grande quantidade de compostos fendlicos presentes na propolis
afetam o metabolismo da glicose, através da inibicdo da absorcdo no intestino,
estimulacdo da secrec¢do de insulina entre outros mecanismos (Hanhineva et al., 2010).

Além disso, os efeitos benéficos da propolis na morfometria intestinal podem ser
devido ao controle da proliferagdo de bactérias patogénicas no intestino, que podem
causar danos a mucosa e reduzir as dimensbes das vilosidades, evitando assim, que
funcBes digestivas e absortivas sejam prejudicadas (Sayrafi et al., 2011). De fato, Eyng
(2017) mostrou que a suplementacédo de propolis bruta de 100 a 500 ppm na alimentacao
de frango de corte modula a composicao da microbiota sem afetar o desempenho.

Do mesmo modo, espera-se que a inclusdo da propolis apresente efeito
modulador de crescimento, devido a sua alta concentracdo de flavonoides, que possuem
um grupamento hidroxil da aglicona posicionado similarmente aos estrogenos (Havsteen,
2002).

Embora os efeitos da prépolis na alimentacdo de aves tenham sido amplamente
estudados, sdo escassos 0s estudos que tenham indicado quais dos seus 300 compostos
sd0 0s principais responsaveis por esses efeitos. Matsui et al. (2004) atribuiram os efeitos
da propolis na atividade de dissacaridases intestinais a familia de compostos do acido
cafeoilquinico.

Alguns compostos dessa familia, como o &cido 5-cafeoilquinico, parecem ndo
ser totalmente absorvidos no trato gastrointestinal, permanecendo intactos no intestino

delgado, com uma parte hidrolisada pelas estearases da microflora do intestino grosso em



acido cafeico antes de ser absorvido (Azuma et al., 2000). O acido cafeico parece ser um
importante modulador da atividade das dissacaridases no intestino, e aparentemente sem
efeito sobre a amilase pancreatica (Adisakwattana et al., 2009). No entanto, os efeitos do
acido cafeico na atividade dessas enzimas sao controversos (Matsui et al., 2004). O acido
cafeico também é produto da metabolizacéo do ester de fenetil do &cido cafeico (CAPE),
um dos principais componentes da préopolis que previne injurias intestinais pela reducéo
de processos inflamatorios, peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo (Tayman et al.,
2011).

Devido a interacdo da microbiota com esses compostos, participando da
hidrélise desses compostos, espera-se que a composi¢do bacteriana do intestino seja
modulada com a suplementacdo com o &cido cafeico, com possivel melhora nos indices
produtivos de frangos. De fato, o &cido cafeico apresenta efeito inibitorio no crescimento
de bactérias patogénicas como Serratia marcescens, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus entre outras (Rodriguez-Vaquero et al., 2007). Estes autores mostraram ainda que
0 acido cafeico ndo inibe o crescimento de Lactobacillus acidophilus provavalmente
devido a sua capacidade de metabolizar acidos fenolicos.

Outro composto presente na propolis com possiveis efeitos no desempenho e
morfofisiologia do trato gastrointestinal € a quercetina. A quercetina é um flavonoide
pertencente & classe dos flavonois e é potencialmente benéfico a saide humana devido as
suas propriedades antioxidantes (Arts et al., 2004) e antibacteriano (Waage & Hedin,
1985). Embora seja mostrado que os flavondides sdo pouco absorvidos no trato
gastrointestinal (Lorrain et al., 2010), Kahle et al. (2011) mostraram que a quercetina foi
recuperada no soro e urina de ratos. Em frangos, foi mostrado que a quercetina é
metabolizada e absorvida, com deteccdo dos seus metdbolitos no plasma, figado, carne
da coxa e sobrecoxa e duodeno (Rupasinghe et al. 2010). Liu et al. (2014) mostraram que
a suplementacdo de quercetina na dieta de poedeiras melhora o desempenho produtivo
pela modulagdo do ambiente intestinal. Segundo esses autores, os resultados indicam que
a quercetina pode agir como um metabdlico prebidtico e que aliado com suas
propriedades antibacterianas pode afetar positivamente a microbiota intestinal do ceco. A
suplementacédo de quercetina apropriada para poedeiras, segundo este estudo, é de 0,367
a 0,369 g/kg de racéo.

Recentemente, Goliomytis et al. (2014) avaliaram o efeito da inclusdo de 0,05 e
0,1% de quercetina no desempenho de frangos de corte, qualidade da carne e estabilidade

oxidativa e mostraram que houve uma piora na conversao alimentar com o aumento dos



niveis de inclusdo, a qual os autores atribuem a metodologia empregada na confeccao das
racdes, com diluicdo das dietas com quercetina. No entanto, houve redugédo na taxa de
oxidagdo lipidica da carne, aumentando o tempo de prateleira.

Diante do exposto, observa-se que é de grande valia estudar os efeitos isolados
dos compostos bioativos da propolis (quercetina, acido cafeico e acido cinamico) na
alimentacdo de frangos de corte, e determinar qual possui maior eficacia sobre o
desempenho produtivo e na morfofisiologia do trato gastrointestinal. Além disso, este
estudo leva em consideracdo as diferencas na morfofisiologia do trato gastrointestinal e
principalmente da microbiota intestinal durante o periodo de criacdo, por isso 0S
compostos foram avaliados na fase inicial. Durante os primeiros 21 dias de idade, hd um
rapido desenvolvimento do trato gastrointestinal, que é de suma importancia para o
desenvolvimento do animal e desempenho. Apds a eclosdo, o trato gastrointestinal é
rapidamente colonizado por populacdes microbianas que podem ou ndo ser benéficas
(Gong et al., 2008), sendo que esta colonizacdo € estavel a partir dos 14 dias de idade no
intestino delgado e entre 14 e 25 dias no ceco (Amit-Romach et al., 2014).

OBJETIVOS E METAS ALCANCADOS:
Avaliar a utilizacdo dos compostos bioativos da prépolis (quercetina, acido
cafeico e acido cindmico) na alimentacdo de frangos de corte nas fases inicial e seus

efeitos na morfofisiologia do trato gastrointestinal.

Objetivos Especificos:

= Avaliar os efeitos dos compostos bioativos da propolis (quercetina, acido
cafeico e acido cinamico) no desempenho produtivo de frangos de corte;

= Analisar os efeitos da suplementacdo de compostos bioativos da prépolis no
peso dos 6rgaos do trato gastrointestinal e morfometria intestinal de frangos de corte;

= Avaliar os efeitos da suplementacdo de compostos bioativos da prépolis na
expressao génica de enzimas digestivas e transportadores intestinais de nutrientes;

= Estabelecer o melhor nivel de suplementacdo para cada um dos compostos
bioativos da propolis (quercetina, acido cafeico e &cido cindmico) nas racdes de frangos
de corte;



= Estabelecer dentre os compostos bioativos da propolis (quercetina, acido
cafeico e acido cindmico) quais sdo responsaveis pelos efeitos da propolis no desempenho
e morfofisiologia do trato gastrointestinal.

MATERIAL E METODOS
Foram realizados trés experimentos no Setor de Avicultura da Fazenda

Experimental de Iguatemi, da Universidade Estadual de Maringa.

Experimento I: Utilizacdo da quercetina na alimentacao de frangos de corte

na fase inicial

Experimento 11: Utilizacdo do acido cafeico na alimentacdo de frangos de

corte na fase inicial

Experimento I11: Utilizacdo do acido cindmico na alimentacdo de frangos de

corte na fase inicial

Para cada um dos experimentos foram utilizados 100 frangos de corte Cobb-
Vantress provenientes de matrizes de 40 semanas, distribuidos em um delineamento
inteiramente casualisado com 5 tratamentos (controle + 4 niveis de suplementacédo), com
5 repeticOes e 4 aves por unidade experimental. Os niveis de suplementacdo na dieta
foram 50, 200, 350 e 500 ppm.

As aves foram alojadas em gaiolas (80 x 60 cm) em um galpéo convencional, com
cobertura de telha fibrocimento, piso de concreto e paredes laterais de alvenaria com 0,40
metros de altura. Os pisos das gaiolas foram forrados com papel pardo e maravalha, sendo
revolvidos e substituidos semanalmente ou de acordo com a necessidade. As gaiolas
foram equipadas com comedouros de cano de PVC e bebedouros infantis, os quais
tiveram suas alturas ajustadas durante o experimento de modo a garantir 0 acesso a agua.
Para 0 aquecimento inicial dos pintos foram utilizadas lampadas infravermelhas dispostas
em um suporte de madeira posicionado na parte superior das gaiolas.

As dietas experimentais (Tabela 1) foram formuladas a base de milho e farelo de
soja de acordo com os valores de composicdo quimica dos alimentos e as recomendagdes
nutricionais para frangos de corte machos de desempenho médio propostas por Rostagno
et al. (2011) de 1 a 21 dias de idade.

Aos 21 dias de idade, duas aves por gaiola foram selecionadas aleatoriamente



representando cada tratamento, com peso representativo (média+5%), para avaliacdo da

morfofisiologia intestinal.

Tabela 1- Composicéo percentual e calculada das ragdes experimentais para frangos
de corte de 1 a 21 dias de idade.

Suplemento vitaminico e mineral Inicial (Contetido por kg de racéo): Vit. A (acetato de retinol), 2167
Ul; Vit. D3 (colecalciferol), 1233 Ul; Vit. E (acetato de dl-a-tocoferol), 3500 Ul; Vit. K3 (menadiona

Ingredientes Controle
Milho Gréo 57,69
Farelo de soja (45%) 36,17
Oleo de Soja 2,043
Fosfato Bicélcico 1,709
Calcario 0,816
Sal comum 0,494
L-Lys HCL 78,5% 0,262
DL-Met 99% 0,325
L-Thr 98% 0,086
Suplemento mineral/vitaminico! 0,400

Composicéo calculada

EM, kcal/kg 2.975
Proteina Bruta, % 21,77
Calcio, % 0,870
Fosforo disponivel, % 0,431
Sadio, , % 0,215
Lisina digestivel, % 1,242
Met+Cis digestivel, % 0,895
Treonina digestivel, % 0,808

dimetilpirimidinol), 1,7 mg; Vit. B1 (tiamina mononitrato), 1,6 mg; Vit. B12 (cianocobalamina), 16,7
pg; riboflavina, 5,3 mg; piridoxina, 4 mg; niacina (niacinamida), 36 mg; acido pantoténico, 13 mg;
acido fdlico, 0,8 mg; d-biotina, 0,1 mg; cloreto de colina, 270; BHT (hidroxitolueno butilado), 5,8
mg; Fe (ferro sulfato de mono-hidrato), 50 mg; Cu (sulfato de cobre penta-hidratado), 12 mg; I (iodato
de célcio), 0,9 mg; Zn (6xido de zinco), 50 mg; Mn (6xido de manganés), 60 mg; Se (Selenito de

sodio), 0,2 mg; Co (sulfato de cobalto), 0,2 mg.



VARIAVEIS AVALIADAS

1 - Desempenho

Foram avaliados ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar de 1 a 21
dias de idade. As pesagens das aves e das racOes experimentais foram realizadas
semanalmente para determinagdo do consumo de ragdo e conversao alimentar.

A mortalidade das aves foi registrada diariamente para célculo do consumo de

racao corrigido.

2 - Anélise da morfofisiologia do trato gastrointestinal

Para a avaliacdo da morfofisiologia do trato gastrointestinal através das analises
citadas abaixo, foram coletados fragmentos de mucosa do jejuno e o pancreas de duas

aves por unidade experimental.

2.1. Peso relativo dos 6rgaos do trato gastrointestinal

Os 6rgdos do trato gastrointestinal (proventriculo, moela, intestino delgado,
intestino grosso, pancreas e figado) de duas aves por gaiola (10 aves por tratamento)
foram coletados para determinacdo do peso relativo (% do peso vivo) dos érgdos e
comprimento do intestino delgado.

2.2. Analise morfométrica

Os fragmentos da regido medial do jejuno foram coletados e lavados em solugéo
salina, fixadas em formol 10%, e em seguida desidratadas em uma série de concentracdes
crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram feitos cortes
histoldgicos transversais e semi-seriados, com cinco micrémetros de espessura corados
pelo método de Hematoxilina-Eosina. A captura de imagens para analise morfométrica
foi realizada através de camera digital de alta resolucdo, acoplada a microscopio. Para a
leitura das imagens foi utilizado um analisador de imagem computadorizado.

Foram analisadas 60 laminas por colheita (cinco tratamento x 12 aves), sendo
realizadas 60 medidas (30 medidas para altura de vilo e 30 para profundidade de cripta).
As alturas dos vilos foram medidas a partir da regido basal do vilo, coincidente com a
por¢do superior das criptas, até seu apice. As criptas foram medidas da sua base até a

regido de transicao cripta:vilo.



2.3. Expressao génica de transportadores de nutrientes

Ap0s o sacrificio, uma porg¢éo do jejuno, de 5 aves dos tratamentos controle e com
inclusdo de 200 e 500 ppm de cada um dos ingredientes, totalizando 15 aves por
ingrediente, foi coletada para analise da expressdo génica de enzimas (aminopeptidase,
maltase e complexo sacarase-isomaltase) e transportadores intestinais (SGLT1, GLUT2,
PEPT1). A mucosa foi raspada e congelada em freezer -80° C até o momento das analises.
A mucosa foi submetida ao protocolo Trizol (Invitrogen®) de extracdo de RNA total e a

expressao génica investigada por PCR em tempo real.

Extracdo de RNA (Protocolo Trizol — Invitrogen®) e reagdo de transcricao reversa
(Protocolo Superscript 111 - Invitrogen ®)

A extracdo de RNA foi realizada segundo o protocolo Trizol Invitrogen®. Ao final
da extracdo, as amostras de RNA total foram solubilizadas em &gua ultra-pura
(Invitrogen), de acordo com o tamanho do pellet de RNA. As concentragcfes das amostras
de RNA total foram mensuradas no equipamento Nanodrop 2000.

As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas
ao RT-PCR. Conforme as instru¢es do protocolo DNAse | — Amplification Grade
(Invitrogen®), o volume da solugdo de RNA total tratado com DNAse foi calculado a fim
de conter 1ug de RNA total. A este volume, foi adicionado 1pl de tampao DNAse, 1ul
de DNAse | (1unidade/pl) e dgua ultrapura suficiente para completar 10ul.

Essa solugdo permaneceu em temperatura ambiente durante 15 minutos e, em
seguida, foi acrescido 1l de EDTA (25mM) e incubada a 65°C por 10 minutos para
inativacdo da enzima. Ap0s esse procedimento, as amostras foram transferidas para o gelo
e imediatamente submetidas a reacdo de transcri¢do reversa. Para a reacdo de transcricao
reversa (RT), foi utilizado o “kit* SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix
(Invitrogen®), de acordo com o protocolo do kit. As amostras foram armazenadas em

freezer (-20° C) até 0 momento das analises.

Investigacdo da expressao génica por PCR em tempo real

A express@o dos genes alvo foi investigada por ensaio de PCR em tempo real a
partir de RNAm proveniente da mucosa raspada de fragmentos de jejuno. Para a
amplificacio dos genes foi utilizado o sistema Power Sybr®Green PCR Master Mix
(Applied Biosystem) no aparelho StepOnePlus (Applied Biosystem), juntamente com os

oligonucleotideos iniciadores correspondentes (Tabela 2).



Analise dos dados de PCR em tempo real

Um “pool” de todas as amostras foi feito para constru¢ao de um curva padrao com
5 pontos (200, 100, 50, 25 e 12,5 ng de cdna) para célculo da eficiéncia de cada
oligonucleotideo iniciador. Diferencas na taxa de expressdo dos genes foram
normalizadas pela frequéncia de expressdo B-actina (gene constitutivo). A expressdo

relativa dos genes analisados foi determinada pelo método de Pfaffl.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (S: oligonucleotideo iniciador “sense” A:

oligonucleotideo iniciador “antisense”).

Tamanho

Gene Sequéncia fragmento
(pb)

_ S5 CACAGATCATGTTTGAGACTT 3’
-aclina
B-actina* ) ) 101
A5 CATCACAATACCAGTGGTACG 3

S5 TTGCCTCCCGGATACTCAGTGTTT 3
Maltase** 113
S5 TTAGCAGCGCATCCAGGAAGTT 37

Complexo sacarase- S5 ACAGCAAATCGCTTCCGGTT 3
isomaltase ** A5 AAAGCACTTTCCCGCTCACT ¥

) ) S5 AATACGCGCTCGAGAAAACC 3’
Aminopeptidase * ) ] 70
A5 AGCGGGTACGCCGTGTT 3

S5 GCCGTGGCCAGGGCTTA 3
SGLT1* 66
A5 CAATAACCTGATCGTTGCACCAGTA 3

S5 CACACTATGGGCGCATGCT ¥
GLUT2* 68
A5 ATTGTCCCTGGAGGTGTTGGT 3

PEPT1* S5 CCCCTGAGGAGGATCACTGTTGGCATGTTS
A5 CAAAAGAGCAGCAGCAACGA 3

175

* Seqliéncia de oligonucleotideos publicadas por Gilbert et al., 2007.
** Seqliéncia de oligonucleotideos publicadas por Duarte et al., 2011.

ANALISE ESTATISTICA
Como procedimento estatistico, para os dados obtidos em cada pardmetro, que
apresentarem distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Dunnett ao nivel de 5% de



significancia para comparar os niveis de inclusdo com o tratamento controle, com excec¢éo
dos dados de expressdo génica que foi utilizado p<0,10. Para avaliar o melhor nivel de
inclusdo, os parametros avaliados foram desdobrados em polinbmios ortogonais
permitindo a anélise de variancia e regressdo de acordo com suas distribuicdes, utilizando

0 programa estatistico SAEG®.



RESULTADOS

Tabela 3. Desempenho de frangos de corte de 1 a 7 e 1 a 21 dias de idade alimentados com diferentes niveis de acido cafeico na dieta (média xep).

Acido cafeico Peso inicial Ganho de peso Consumo de Converséo Ganho de peso Consumo de Converséo
(ppm) (9) (9) racao (g) alimentar (9) racao (g) alimentar
1a7dias 1a?21dias
0 45,60%0,19 136,03+2,57 157,0048,31 1,156+0,069 710,97+4,53 1027,50+20,68 1,445+0,027
50 45,70%0,20 133,50+1,36 161,90+8,84 1,212+0,063 758,70+21,47* 1014,47+20,24  1,338+0,013*
200 45,2010,12 133,70+3,98 155,80+3,23 1,169+0,038 743,33+14,78  1008,43+22,14  1,358+0,027*
350 45,25+0,14 130,42+1,51 146,7548,24 1,125+0,064 759,54+3,51*  1030,88+10,65  1,357%+0,020*
500 45,40%0,19 132,80+0,72 151,80+1,15 1,143+0,009 706,57+9,31 986,97+8,46 1,397+0,015
CV (%) 0,89 3,82 9,10 9,40 4,51 3,86 4,20
ANOVA Ns ns ns ns 0,02 ns 0,01
Linear Ns ns ns ns ns ns ns
Quadratica Ns ns ns ns 0,003! ns 0,0022

*indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (0) pelo teste de Dunnett (P<0,05).
ly=-0,0007x%+0,3136x+723,43; r>=0,79; Ponto de maximo: 224ppm.
2y=+0,000001x%-0,0005x+1,4112; r’>=0,82; Ponto de minimo: 250ppm.



Tabela 4. Desempenho de frangos de corte de 1 a 7 e 1 a 21 dias de idade alimentados com diferentes niveis de acido cindmico na dieta (média xep).

Acido cinamico Peso inicial Ganho de peso Consumo de Converséo Ganho de peso Consumo de Converséo
(ppm) (9) ) racao (g) alimentar (9) racao (g) alimentar
1a7dias 1a21 dias
0 45,60+0,19 136,03+2,57 157,0048,31 1,156+0,069 710,97+4,53 1027,50+20,68 1,445+0,027
50 45,5010,16 141,40+2,35 156,80+2,59 1,109+0,016 739,13+18,49  1042,20+34,16 1,409+0,020
200 45,20+0,12 137,30+2,29 149,70+2,63 1,092+0,029 753,10+14,47  1026,97+18,24  1,364+0,006*
350 45,6310,24 134,00+2,30 160,25+6,43 1,196+0,042 777,42+23,19* 1084,37+25,65 1,396+0,023
500 45,70+0,12 135,10+3,16 147,20+3,18 1,090+0,011 775,37+5,21*  1041,27+22,19  1,343+0,025*
CV (%) 0,82 4,22 7,31 7,86 5,04 5,12 4,07
ANOVA Ns ns ns ns 0,02 ns 0,02
Linear Ns ns ns ns 0,0013 ns 0,004*
Quadratica Ns ns ns ns ns ns ns

*indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (0) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

3y=0,12x+724,36; r>=0,92.
4y=-0,0002x+1,4261; r>=0,77.



Tabela 5. Desempenho de frangos de corte de 1 a 7 e 1 a 21 dias de idade alimentados com diferentes niveis de quercetina na dieta (média tep).

Quercetina Peso inicial Ganho de peso Consumo de Converséo Ganho de peso Consumo de Converséo
(ppm) (9) (9) racao (g) alimentar (9) racao (g) alimentar
1a7dias 1 a 21 dias
0 45,60%0,19 136,03+2,57 157,0048,31 1,156+0,069 710,97+4,53 1027,50+20,68 1,445+0,027
50 45,40%0,10 145,10+3,30 158,60+4,79 1,093+0,013 724,60+14,05 1025,80+4,09 1,418+0,031
200 45,60%0,19 136,10+1,78 154,20+1,72 1,133+0,007 732,27+8,71 1026,50+8,27 1,403+0,022
350 45,50%0,00 132,71+4,43 142,62+4,07 1,075+0,008 754,75+18,07 1019,63+7,76 1,353+0,024
500 45,70+0,12 136,30+4,28 154,90+4,84 1,137+0,016 737,47+25,18  1038,27+37,02 1,408+0,013
CV (%) 0,67 5,72 7,71 6,63 4,70 4,02 4,00
ANOVA Ns ns ns ns ns ns ns
Linear Ns ns ns ns ns ns ns
Quadratica Ns ns ns ns ns ns ns




Tabela 6. Comprimento do intestino delgado (CID) e peso relativo (%) dos 6rgédos do trato gastrointestinal (proventriculo, moela, intestino delgado e
intestino grosso) e glandulas anexas (figado e pancreas) de frangos alimentados com diferentes niveis de acido cafeico na dieta (média +ep) de 1 a 21

dias de idade.

Acido cafeico

CID Proventriculo Moela ID IG Pancreas Figado
(Ppm)
0 142,40+3,11 0,53+0,02 2,48+0,11 4,28+0,15 0,19+0,01 0,30+0,01 2,35%0,06
50 146,20+4,49 0,56+0,01 2,0340,13* 4,52+0,08 0,2040,01 0,28+0,01 2,6240,18
200 147,2043,73 0,57+0,03 2,3140,05 3,9040,26 0,1940,01 0,28+0,01 2,5540,12
350 159,0045,30 0,49+0,01 2,44+0,08 4,16+0,05 0,15+0,01 0,27+0,02 2,24+0,14
500 144,0045,83 0,49+0,02 2,51+0,04 4,47+0,18 0,18+0,01 0,30+0,03 2,11+0,12
CV (%) 7,82 10,04 11,06 10,33 16,00 14,39 14,54
ANOVA Ns ns 0,008 ns ns ns ns
Linear Ns ns ns ns ns ns ns
Quadratica Ns ns 0,01% ns ns ns 0,058

*indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (0) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Sy=0,000002x2-0,0007x+2,3209; r?=0,52; Ponto de minimo: 175ppm.

6y=-0,000003%2+0,0008x+2,4751; r>=0,84; Ponto de méaximo: 133ppm.



Tabela 7. Comprimento do intestino delgado (CID) e peso relativo (%) dos érgdos do trato gastrointestinal (proventriculo, moela, intestino delgado e
intestino grosso) e glandulas anexas (figado e pancreas) de frangos alimentados com diferentes niveis de acido cindmico na dieta (média +ep) de 1 a

21 dias de idade.

Acido cinamico

CID Proventriculo Moela ID IG Pancreas Figado
(Ppm)
0 142,40+3,11 0,53+0,02 2,48+0,11 4,28+0,15 0,19+0,01 0,30+0,01 2,35%0,06
50 152,60+2,80 0,55+0,04 2,1240,09* 4,23+0,22 0,19+0,01 0,28+0,01 2,44+0,05
200 149,6745,30 0,51+0,02 2,2140,07* 4,34+0,20 0,1940,01 0,3240,01 2,7040,08
350 146,00+2,88 0,57+0,01 2,23+0,07 4,56+0,13 0,18+0,01 0,28+0,02 2,41+0,12
500 155,60+6,89 0,57+0,04 2,4440,04 3,8440,13 0,2040,00 0,3040,02 2,5840,13
CV (%) 7,16 11,11 9,93 10,09 9,54 11,61 9,68
ANOVA Ns ns 0,03 ns ns ns ns
Linear Ns ns ns ns ns ns ns
Quadratica Ns ns 0,003’ ns ns ns ns

*indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (0) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

’y=-0,000004x2+0,002+2,3815; r’=0,85; Ponto de méaximo: 250ppm.



Tabela 8. Comprimento do intestino delgado (CID) e peso relativo (%) dos 6rgdos do trato gastrointestinal (proventriculo, moela, intestino delgado e
intestino grosso) e glandulas anexas (figado e pancreas) de frangos alimentados com diferentes niveis de quercetina na dieta (média +ep) de 1 a 21 dias

de idade.

Quercetina

CID Proventriculo Moela ID IG Pancreas Figado
(Ppm)
0 142,40+3,11 0,53+0,02 2,48+0,11 4,28+0,15 0,19+0,01 0,30+0,01 2,35%0,06
50 146,33+6,40 0,52+0,04 2,31+0,09 4,23+0,11 0,19+0,01 0,26+0,01 2,26%0,12
200 157,67+2,60 0,56+0,04 2,35+0,07 4,95+0,28 0,1940,00 0,2940,02 2,5340,13
350 148,00+4,20 0,50+0,03 2,44+0,15 4,37+0,11 0,20+0,01 0,27+0,03 2,52+0,12
500 150,20+2,62 0,55+0,04 2,18+0,08 3,8940,14 0,15+0,01* 0,2940,01 2,54+0,13
CV (%) 7,00 15,49 10,44 11,31 13,59 11,58 11,17
ANOVA Ns ns ns 0,005 0,006 ns ns
Linear Ns ns ns ns 0,005° ns ns
Quadratica Ns ns ns 0,0028 ns ns ns

*indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (0) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

8y=-0,00001x%+0,0049+4,2018; r>=0,64; Ponto de maximo: 245ppm.
%y=-0,00007x+0,1962; r>=0,50.



Tabela 9. Comprimento de vilo, profundidade de cripta e razéo vilo/cripta do jejuno de
frangos alimentados com diferentes niveis de acido cafeico na dieta (média +ep) de 1 a
21 dias de idade.

Acido cafeico Comprimento de Profundidade de

Razéo vilo/cripta
(ppm) vilo cripta
0 426,25+10,03 56,32+4,06 7,69+0,46
50 427,31+29,32 53,01+3,70 8,21+0,77
200 497,71+38,40 51,6045,62 9,75+0,47
350 488,70+3,96 55,80+4,21 8,93+0,79
500 440,04+28,71 51,63%4,35 8,60+0,31
CV (%) 12,84 16,22 15,47
ANOVA ns ns ns
Linear ns ns ns

Quadratica ns ns ns




Tabela 10. Comprimento de vilo, profundidade de cripta e raz&o vilo/cripta do jejuno de
frangos alimentados com diferentes niveis de acido cindmico na dieta (média ep) de 1 a
21 dias de idade.

Acido cindmico Comprimento de Profundidade de

Razéo vilo/cripta
(ppm) vilo cripta
0 426,25+10,03 56,32+4,06 7,69+0,46
50 448,50+14,99 50,31+7,11 9,05+0,98
200 469,21+50,95 55,09+4,01 8,49+0,31
350 514,32+40,15 57,60%4,23 9,51+1,07
500 462,22+46,05 47,14+3,31 9,98+1,24
CV (%) 14,52 15,14 19,56
ANOVA ns ns ns
Linear ns ns ns

Quadratica ns ns ns




Tabela 11. Comprimento de vilo, profundidade de cripta e raz&o vilo/cripta do jejuno de
frangos alimentados com diferentes niveis de quercetina na dieta (média +ep) de 1 a 21
dias de idade.

Quercetina (ppm) Comprimento de Profundidade de
Razéo vilo/cripta

vilo cripta
0 426,25+10,03 56,32+4,06 7,69+0,46
50 419,00+41,42 57,75%9,09 7,3210,44
200 506,81+86,81 54,03+5,83 9,20+0,78
350 471,63+64,03 59,2746,82 7,91+0,24
500 580,58+52,45 58,05%3,58 9,96+0,32*
CV (%) 22,44 16,45 15,75
ANOVA ns ns 0,04
Linear ns ns 0,021°
Quadratica ns ns ns

*indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (0) pelo teste de Dunnett
(P<0,05).
10y=-0,0044x+7,3851; r>=0,51.



Tabela 12. Expressdo génica das enzimas intestinais (complexo sacarase-isomaltase,
aminopeptidase APN, maltase) e do transportador intestinal de glicose (SGLT1) no jejuno
de frangos alimentados com diferentes niveis de acido cafeico na dieta (média tep) de 1

a 21 dias de idade.

Acido

cafeico Sacarase  Maltase APN SGLT1 PEPT1 GLUT2
(Ppm)

0 0,38+0,11 0,24+0,05 0,88+0,10 0,93+0,16 1.39+0.25 1.00+0.25
200 0,56+0,11 0,48+0,12 1,42+0,35 0,90+0,27 1.27+0.27 0.82+0.32
500 1,20+0,32* 0,83+0,41 1,04+0,11 1,11+0,32 1.43%0.22 0.88+0.34
CV (%) 67,22 99,04 41,16 52,86 32,69 66,56
ANOVA 0,049 ns ns ns ns ns

*indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (0) pelo teste de Dunnett

(P<0,05).



Tabela 13. Expressdo génica das enzimas intestinais (complexo sacarase-isomaltase,
aminopeptidase APN, maltase) e do transportador intestinal de glicose (SGLT1) no jejuno
de frangos alimentados com diferentes niveis de acido cindmico na dieta (média +ep) de
1 a 21 dias de idade.

Acido

cinamico Sacarase Maltase APN SGLT1
(Ppm)

0 1,26+0,88 0,24+0,05 0,88+0,10 0,93+0,16
200 1,29+0,60 1,34+0,72 1,71+0,39 1,20+0,42
500 1,18+0,34 1,48+0,61 0,93+0,36 0,73+0,26
CV (%) 93,99 106,96 59,01 60,93

ANOVA ns ns ns ns




Tabela 14. Expressdo génica das enzimas intestinais (complexo sacarase-isomaltase,
aminopeptidase APN, maltase e do transportador intestinal de glicose (SGLT1) no jejuno
de frangos alimentados com diferentes niveis de quercetina na dieta (média tep) de 1 a

21 dias de idade.

Quercetina

Sacarase Maltase APN SGLT1 GLUT2 PEPT1
(ppm)
0 1,25+0,88 0,24+0,05 0,88+0,10 0,92+0,15 1.00+£0.25 1.39+0.25
200 1,05+0,26 0,81+0,24 1,40+0,24 1,82+0,23* 1.64+0.35 1.16+0.23
500 1,35+0,48 1,53+0,38* 1,60+0,26 1,67+0,28* 2.20+0.24* 1.18+0.55
CV (%) 98,19 73,69 38,42 39,19 35,13 43,40
ANOVA ns 0,053 ns 0,046 0,044 ns

*indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (0) pelo teste de Dunnett

(P<0,05).
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Anexo 1. Oficio de notificacdo do desligamento do freezer e perda das amostras

Oficio n® 00172018

Fangaed da Serra. 29 de junho de 2018

AC:

Prof. Dr. Willim Krnuse « Coordenadir do Centro de Pesquisa, Estudos ¢
Desenvolvimento Agro-Ambientais (CPEDA)

Prod. Dr. Andersom Fernandes - Diretoe Politico, Pedagigico ¢ Financeiro do Campus
de Tangara da Sermn (DPPF)

Tony Hirota Tanska - Diretor de Unidade Regionalizada Adminsstrativo do Campus
Universithno de Tangard da Serra (DURA)

Frof. Dr. Rodrigo Bruno Zasin - Proareitor de Pesquisa ¢ Pos Gradusgiio

Eu, Cristiane Regina do Amaral Duane, docense efietiva do curso & Citncins
Biologicas do Campus de Tangard da Serra, ¢ coordesadora do peojeto fioanciado pelo
CNPq “Campostos becativos da propolis ma expressiio génica de enzimas digestivas ¢
traesporadones imdestinats d¢ nulriontes ¢ na microbiota intestinal de frangos de come”
(Institucsonalizado  Portaia Unemat 3502018, com vigéwian enire 2601/2015 o
JUOI2019) ¢ membro de projeto de projeso de pesquisa instisuclonal zado “lnventiana
leootuunistico do rio Quelma-Pé so musscipio d¢ Tangard Jde Serra, Mo Grosso™
(porarins 2682016 ¢ 18482016) venho por mein deste relatar o ncomido em 21 de
junho de 2018 ¢ solicitar providéncias.

0O projete “Compostos bioativos da propolis m expressio gpéoico de enzimas
digesthvas ¢ tansportadores Intestinais d¢ nutrlentes ¢ na microbiotn waestingl Jde
frangos do core” sprovado em edital Umiversal (MCTUONPgUniversal 14/2014) ¢
realizado em parcens com a Universidade Estadual de Maringa (UEM).

0 projeto peevia duas clpas princguis; & de experimentos b campo ¢ analises
laboratosiais. Os experimentos o campo com frasgos de come foram reabizados na
Farenda Exponmental da UEM, devido 4 falta de instalagdes apropeindas na UNEMAT,
no periodo de 13 de margo & 12 de¢ abeil de 2017, Para tamo, tive gue abdicar de duss
semass SO mew poen de Knias, com recursos proprios pam permanéocia em Mannga, ¢
sirasar o caknddrio das disciplinas do semestre de 2017/1, com aworizagdo de

cologido de curso com cronograms pedvio de reposicho de aulas. Em agosto do mesmo N

ano, de 21 de agosto a (6 de setembro, novimenme, para realizar asilises de expressdo
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pémica 0o intestino dos frangos, abdiquel de uma semana de gozo das s, com
recursos proprios para permandncia em Manngd, ¢ mnasei o calenddrio das disciplinas
CM UMa Semana.

Para as demais andlises Iaborstorians previstas no prosto, a UNEMAT de Tangaed
dn Serra possusa o infraestruturn sdeguadi. sendo sssim, em S de jasciro de 2018, om
retomo do recesso de Natal ¢ Amo Novo, as amostos foeam trazidas da UEM para o
UNEMAT ¢ Tangard da Serm, com os devidos culdados parm evitr o
descongelameno das amostms, A compen de pelo seco foi plangjada de modo & ser
retirado e Maringd ¢ pars gue durasse & 1odo o tmjeto & vigem de 2 diss via
rodovidng, com Wk 06 custos por conta peopria. As amostras foram armazenadas no
freezer do Laboratorio de Solos o%é o comprs de um froczer © uma peladeirs pam
armazesamento de amostras ¢ reagentes do projelo.

Em muogo ¢ 201X, 0 freezer ¢ a geladein foesm compeados. conforme recurso
libernda peko CNPq (RS 3.000,00), ¢ as amostrus foram transferidas para o mesmo com
o devido cuidado parn evitar o descongelamento, com a6 andlises peevistas pars serem
realizadss em 20182,

Quando da compea dos itens, em consulta so CPEDA, foi informado g nlo
haviam espagos vagos no CPEDA para slocacdo dos mesmos € que 0 Gnico espago
disponivel seria o labomidrio de Quimics, s¢ o professor responsdvel do laborardelo
concordasse, Promamente, o professor coondenador do laboraténio comcordou que o
itens permanecessem no lnborsioeio, visto que sdo havia outna opsdo no centn,

O froezer também e utllizado pam smarenamento de peixes coletados no o
Queime P¢, dentro do projeto “Investirio Ictiofmmistico do rio Quama-Pé mo
municipio de Tangarh de Semre, Mato (rosso™ (portarins 2682006 ¢ 1848/2016)7,
coordenado pela Profo. Divima Soede de Godoi ¢ do qual sou membro oficialmente
desde 21092016 (Portaria 1B4RZ016), mas yoe pamicipo desde o ingresso como
docente efetiva ma UNEMAT em abeil de 2016, O projeto ambem ¢ parte de s
trnhalbos de comclasdo de curso sob minha orienimho ¢ dn Profe Divine Seeide de
Godoi ¢ de projeto de Jois bolsistas de inlcugio clentifies, sob minha onentaglo.

Os peixes coletados no perfodo de 21 meses. entre julho de 2016 ¢ abeil de 2018,
foram armazcsados no  referido  freczer apos & compes  do mesino,  com
aproximadamente | 50 peixes por coleta, sendo que shgans foram identificados, medidos
eumammmuoseuudammeppummdmmme%
armuzenados po freczer. LL“"”']
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As 9:44 do din 21 de junho de 201X, intervalo de nuln, recebi o wiefonema da
PTES Rasangels Madulena Ferreir pam me informar que o PTES Edilson Aranha tinka
encantrado o freczer alocado no Labormionio de Quimica desligado da tomada ¢ qu
todss as amostras que estavam no froeeer (seexe 1) eavam  completaments
descongeladas ¢ em estado de decompossgio.

Com o desligamento do froczer, loewn perdidas amastras do peojeto flmanciado,
s andlises serim realizadas 3 partir de 2gosio e quisse 2 aoos de coleta de peives do
doQueinrMAmrhmméhmrhtldomde\me&nﬁ&uﬁwm
¢ instituconsl

Ao final da vigéncia do projeeo financiado pelo CNPy, o prestagio de contas ¢ o
relmdrio 1écnico devem ser eaviados, confonme previsio em odital:

1123 - Ao fimal do prazo de exeoslio do prajelo, o peoponents
doverd apresentar 3 prestagdo de cvotas flnanceira ¢ os relitdrios Wonicos, em
confoemidade com o que estiver estabelecido no Termo de Aceitagio ¢ demais norniss
do ONPg. sob pesa de ressarcimento dos valoees despendidos pelo CNPg ¢ demas
penalidades peevisias na bogsslagio de regdnoia.

O envio do relatério final para o CNPg esta comprometido, pois s andlises pars
monsuragio ds mividade das dissscaridiscs iniestinals (sacarmse « mallase) € dms
crzimas dipestivas pancredtices (Hpase, amilase, iripsisa ¢ quimiotripsing), ¢ da
caracterizagdo du microbiots intestind dos frangos de corte alimentadas  com
mmh&iddoca&imekidocumko.qmuimnudimamhdewde
2018, ko poderfo ser realizades, pots & amostras se descongelsam completamente
Confarme regulamento do ONPq clado acins, o coondenadora do projeto pode sofier
slguma penalidide, como o ressarcimento dos vakares financiados pelo CNPg. Akm
disso, sollcitngdes de auxilio finnossro cm editais fturos pela pesquisadora e peln
Issstituiglin podem estar comproanetidos.

Ainda com religBo oos  relatdcios  parclals ¢ finais  dos  peojetos
instituciomalizados a2 UNEMAT (portariss UNEMAT 26872016 ¢ 18482010 <
380720181, havent comprometimento dos resultados ¥ serem apresentados dentro da
propoa institugso.

Akm disso, o desligamento do freezer resultard em perdis cientificas
isrepardvels para a pesquisadoes, colaboradores ¢ acodémicos, pois o6 fesultados dos
pevjetos oo serdo gerados, implicando na perda de truhalhos de concluso de curso,

e



auséncia de apresentapdes de resultndos em congrosso, provisio pan o PrOXin ano, ¢
publicagdes ciemnificas em revistas de alto mmpacio.

O compeometimento também ocoere e Aituras parcerias ¢ Intercmbios com o
Universidnde Estadunl de Marngd, visto que o penjeto financiado pelo CNPq em
realizado em parceira com a mesnsa. Houve um investimento alto pela Universidade
Fstadual de Maringh pam o realizago dos expenimentos a campo. A UEM cedeu como
contrapartida, até o momento, ns instalsgdes do Foeenda Expenmental. os ingredeentes
das rgles, como milha, Earelo do $0ja ¢ sminodcidos sintéticas, masim como. o rabalho
¢ funciondros da fazendn experimental ¢ de pés-pradumndos do Programa de Pés-
Genduaglo em Zooteonia ¢ equipamentos para andlise de expressio pémica,

A perda das amostras por desligamento de um freeser comprado com recursos
do ONPq ¢ mantido destro do CPEDA ¢ inadmissivel ¢ providencias devem sor
tomades para que tal fato ndo se repita

O freezer ¢ u geladeirn em guestdo ostho aloeads po labomtielo de Quimica,
que ¢ também utilizado pars ensino dos cursos de Agromwanin, Cidncias Biokdgicas
Enfermagens, com triesito de virias turmas. Como ndo hd cimeras de vigilinga oo
campes, ndo existem condigdes para identificasfio o cansador do dano.

Diante do exposto, venha solicisar:

1) A alocagio do freceer ¢ da geldeion compendas cim recursos de peojeto aprovado

whWNawMemﬂmmmﬁfngoﬂmd%t
pessons seja menor ¢ mais contrelado:
2) Providencaas e spursgdo do ocomrido,

(ko

Profh. Dea. Cristiane Regins do Amaral Duarse



Anexo |
Relaghio s amostms alocadas oo freeser

Projeso “Composios blostivos ds propolis na expressio génica de cowinas digestivas ¢
tmnsporiadores intestinals de nutrientes ¢ s microbiot intestinal de frangos de corte™
* | calxa & eppendor! cootendo plasma de frangos de care slimentados com
guerceting, beldo ealiico ¢ dcido cinkmico pars analise bogaimicas de glicemia,
colesterod e trighcerideos;
o 1 sacos phisticos com amastrss de intestion delgado, inlesting grosso ¢ plncreas
e frangos do corle alimentados com guerceting, dckb cafeo ¢ dcido cindmico
para anklise da stividade das dissacaridases intestinais (socarase ¢ maliase) ¢ das
enzamas digestivas pancredticas (lipase, amilase, tripsima ¢ guimiotigsing) ¢
caractenizagdo da microbeota bestingd

Projeto “lnveniano letiofsunistico, do rio Quéima-Pé no municipio de Tangark de Serra,
Mato Grosso™
o 3 cuixas de eppendoe! costendo intestino dos peives coletadis i o Queims Pé
em julho ¢ novembeo de 2016 pars aedlise do atividede des dissacaridsses
inlestingis (sacarase ¢ maltaserx
* 6 sacos plasticos contendo pelxes coletados no no Quaima-Bé¢ em feverciro,
o, julho ¢ omubro de 2017 ¢ juneirn ¢ abeil de 2018,

Hna.ﬂ
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Anexo 2. Resumos apresentados no 2018 PSA Latin America Meeting

Metabolism and Nutrition, Nutrition |

9 Quercetin dietary sspplemeatation sffects e3pression of
penex faveb od in carbohydrude dipestion and sbeorption in the
bmiler snall intestise. C R do Asmarad Duets* 1.C

Roger’, A E Margkaee? K. C Nser®, asd A K. Fitwie®, ' Uimvers
sédiade do Extads de Mate Groeo, Tangard de Serre, Mok Gross,
Al Lnnversdads Exadaed de Meorsgoed, Marings, Porond,
Al

O i u A id compuusd that cas e found s vegetables,
fnlb.-lm-lhlnbuunmm
axiovident, and stibecieral propetion, anonyg oy, There wre vy
few stadics tha! evaiusiod guercetin in brodlier daets. Thus, Uss sty
evaiuied the effocs of gueroctin o the staeter dicex (1
1021 ) o geme expremioe of xieting oty mes md mulnen! tesspon-
ey in chickens A totad of 60 § -0l rmade Cobb chicks were dotridutad
i & readonnsrad expenmental devign with 3 restmonts snd 5 replicate
pats of £ binds cach The lrestinests conwatod of 3 georoctn
menidos levels in daster et (0, 200, end 500 ppes quaveetin) AL 2]
d of wge, 5 b pey retmest (one per replicdle pen) were seloctad in
determine (e relative RNA shusdence of srnopeptidsse N (APN),
=l tese, sscrce-isorral bue (S1) cosspley sodim/uome cotrmoqurnis
1 (SGLTI) ghucces trampeorier 2 ((L.UT2), sl peptide tranpoder |
(PepTi )m jojunal muccos wdnyg ree-tene FOR, AN dats wore asady 2ad
wag ANOVA followad by Dunset s 1okt (P < 005). The sRNA sban-
dunce of makee asd GLUT2 were kigher (F < 0.05) m jejunal nucos
of brirckx fexd 500 gyens with e coatnd group. The
mENA shusdece of ST wis Irigher i biedx fod 200 sl 500 ppm
(P <005) Dmhwumw-:h
Eruiler dict morcoes e of geoss inwelvel in cebolydrale
Egestion end sbmorptios in Lhe snall iztostne wittos! afoctisg jrotsie
Spedion sxd shworptian is e broile
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100 Apparent metabelizable encryy, Beal digotibdity and boae
quality of beudler chichens fed matrediaved dicts sepplemented
with M Algabus®', M E B Ak’ E Ahiwe’,
E. P Chasg', M Maheichele' M. Biuyes', M. Betfonl’, asd P
Bi', '&hdoﬂ':.. J avnd Rural & Un of New
Fngland, Armidade, Awstralic, “AB Vinke Marfbormgh United King-
dom, ‘College of Agricaitare, Fiskeries and Foreary, Figt National
Unvernity, Kowwvic Fit.

Thex sady wio omdactiad o oo the sppe=st sctabolicebic sagy
(AMEL ileal digonitality of mulkicnts, mclalng sming acid el Ghis
boee guality of bsler chickens fo] muizobesal dox spplancuad
with carboltydrwes. A total of 6548 mrived-sex Ross 308 beoller chack-
cxx wee soed in a3+ 2 % 23 level of phytioe, 2 lovel of Xylanee
aad 7 leveis of Pglacanase) factorsd siady. The 12 Sicts were (ol of
Tibitem froen 0 1o 35 d i 3 phees - statey (1-104), growe (11-24d)
w2 fizober (25-135 &) Sinds wore reexd in cages @ dimsle-coetrolled
oo, &u&qhmalddhtﬂy:m-i
eyt cage betwoss 20 and 23 d for etimation of AME. Nuvicsl

exarets. The right tles onss were culloctod from beds per repbicse
o 435 for wocsancl of troeking strength sad mizered cmtentx The
peserud finear modicl peocedoe wi el © saaly ee G dats (Mirsial,
vermim 7). Rewdis showed fist AME wio srgroved (F < 001) when
ot were suppicsnenied wif phylase, xyhooe sl Teal
digestinliy of prutcn, grve cxcryy and fal was mcesed (P <001)
wilh piylese spplaneniation Xylanoe sddifon mproved (P < 0105)
protoes digestinkoy. Thoe wes so mleraction (F - 0 05) betweoss miso-
e vy e on spperert s aod & geatitality. Phy boe sigplomerts-
livn increwal (P < 0 003) the dhgoaibvisty of srgvine aad lysine, whele
sy lanwe engroval (F = 0.05) the dipestitility of lysine and valine On
the olher hasd Poghacanoe addition nesed (P < (.05) the & getilsiity
of agmine ead methionine. Tivia tone bresting sregth wies sbghtly
imgmoved with ensymex appioneiation. Also rewlts isdodal the
natrienl digotitdity wes sgnificeth anproved whes muosre-tesed
ety were ssgmentiad with the el micruinal cwyme

Acknes ledpements: AE Viste, 1K end UNE provided G sescwerch
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101 Performance sad gene eaprenion of ntestined enzymes and
nuirient russpertens in chickens fod caffeic acid. C & do Amsesl
Duetc*, [ C Opuse-Roje’, A. E Murskeni®, M 1. Sdesak?,
A. de Socrs Khaleh® ad K. P Piccli’, 'Unweraidade do Extads de
Azio Greae, Tamgard da Serra, Mato Groeso, Braml *Uintweryidade
Extadval de Maring, Maringd, Parand, Brel *littste Federal
Caturinense, Riv do Sul, Savta Caarma, Brasl
Cafltic s in & phenclic freen e by ic acid
faenily end = found in propoks ed mesy fruis. Thes compocnd has
inmgortael Miclogical propartios, such s mxticonlest, slimicrobial end
iy perglycense, smung others. Thin sudy wimal W cvaluse Ge
effects of caffeic acid sepplomentation m e sarter dicts (1 W 21 &)
o perfi and gene exproodon of micdind crry mes s it
umndndmkwd&l“nﬁwdd:m
dotribuiad s s conpricicly meadori o expornanial dexign with 3 ree-
menbs end 3 replicate perof 4 hinds sch. The boatnents ccneatod of
3 calicic wod leveix in oad et dicta (0,
200 w1 500 pres caffie acid) AL 21 Suf age, 5 berds oy reatmcsd wore
scloctod w delermine the relative mANA susdence of enisopeptadec
N (APN), malioe, sucnse-tomalioe (SI) coonplex, sodienigluone
coksssporier | (ST, guose rassporter 2 (GLUTZ) end peptide
Invpeeter | (PepT 1) i joysnd ruccom oxing resl-tens PCR AR data
weremalyzesl wasg ANOVA lulowed by Dusetl's et (P < (.05} The
body woght gain was kigher and the food gais ratio wan bower s binks
fo! 200 gyen callcic acid (P < 0.05) coanpural with the cortrel groeg:
The mRANA stundence of scroe-scmaboe was highs (P < 005) in
the jejunal mecos of birds fad 500 pyen caffec scad compueed with
the costrul group. No difforences were cbserval in the mRNA egres-
sicn of APN, SCLT, PepT |, GLUT2 and mabsoe (F > 0.05) U can be
mwhwdmpc‘mdm-hﬂc

Sgedility gl AVE wore deiomingd wang liteiun duide o e

ke mctabolizable encrgy W fhen cakouluiad
ax AME » GFi - [0Fo * (TiTo)). where GE: ix groe enagy Mg ) i=
feext, GFo m the o eseryy (Mg ) cxsete, Th b the cncontotion
of Shaniam in e dict =nd To & e omomtration of Wi o e

Peul S 97(E-Suppd 2)

it iy ot gerc cxprowdon with
%mdw
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