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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar 0 uso do extrato etandlico de cascas e sementes de
Myrciaria cauliflora na incubacdo de ovos ferteis e na alimentacdo de frangos de corte
inoculados com Salmonella Heidelberg, observando possiveis efeitos benéficos e/ou
protetores do extrato sobre a salde das aves. Foram conduzidos quatro experimentos no Nucleo
Experimental de Doencas de Aves e Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Medicina
Veterinaria da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias. No primeiro
experimento foi avaliada a atividade antimicrobiana in vitro e a concentracéo inibitdria minima
do extrato sobre sorovares de Salmonella. No segundo experimento foram utilizados 320 ovos
férteis distribuidos em delineamento inteiramente ao acaso em quatro tratamentos com 10
repeticdes cada: CN — grupo controle negativo; EJ — grupo que recebeu apenas o extrato na
casca; SH — grupo que recebeu apenas o indculo bacteriano na casca; e SH + EJ — grupo que
recebeu o indculo bacteriano e o extrato na casca. Os ovos incubados ndo eclodidos ao final
da incubacdo foram submetidos ao embriodiagndstico e processados para pesquisa de
Salmonella. Os pintos nascidos foram alojados até os 10 dias de idade, periodo em que se
realizou a coleta de amostras para pesquisa de Salmonella, bioquimica sérica e hemograma.
No terceiro e quarto experimentos foram utilizados 336 pintos machos de um dia de idade
distribuidos em delineamento inteiramente ao acaso em quatro tratamentos com sete
repeticdes cada: CN — grupo controle negativo; EJ — grupo que recebeu apenas o extrato na
racdo; SH — grupo que recebeu o inoculo bacteriano via inglavio; e SH + EJ — grupo que
recebeu o indculo bacteriano via inglivio e o extrato na racdo. Foram avaliados o
desempenho, excrecdo fecal e presenca de Salmonella em oOrgaos, biometria de 6rgéos,
histomorfometria intestinal, contagem de células caliciformes e células imunoldgicas em
Orgdos e no sangue. No primeiro experimento, o extrato apresentou fraca acdo inibitdria sobre
Salmonella enterica, Salmonella Typhi, Salmonella Heidelberg e Salmonella Typhimurium.
No segundo experimento verificou-se que o extrato promoveu menor eclodibilidade e maior
mortalidade embrionéria. O isolamento de Salmonella foi maior nas amostras de embrides e
mecbnio do grupo que recebeu o extrato. Aos 10 dias de idade o extrato reduziu o
hematdcrito, o nivel de colesterol sérico e a excrecdo e colonizagcdo dos 6rgaos. No terceiro
experimento verificou-se que a suplementacdo com o extrato ndo influenciou o desempenho,
aumentou a excrecdo de Salmonella nas aves inoculadas e reduziu o nimero de linfdcitos no
sangue das aves. Conclui-se que o uso do extrato etandlico de M. cauliflora apresentou fraca
atividade antimicrobiana in vitro nas cepas de Salmonella testadas. Nos ovos embrionados o
Seu uso nao é viavel, entretanto quando acrescentado na racdo, pode estimular a producédo de
linfocitos em o6rgdos linfoides.

Palavras-chave: aditivos, desempenho, histomorfometria, imunidade, salmonelose.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the use of the ethanolic extract of of bark
and seeds of Myrciaria cauliflora in the incubation of fertile eggs and in the feeding of
broilers inoculated with Salmonella Heidelberg, observing possible beneficial and or
protective effects of this phytogenic on health systemic effects of birds. Three experiments
were carried out at the Experimental Center for Bird Diseases and Laboratory of Bacteriology
of the Department of Veterinary Medicine of the Veterinary and Zootechnical School of the
Federal University of Goias. In the first experiment was evaluated the antimicrobial in vitro
activity was evaluated and the minimum inhibitory concentration of ethanolic extract of M.
cauliflora on Salmonella enterica different strains. In the second experiment, 320 fertile eggs
distributed in randomized design were used in four treatments with 10 replicates each: CN -
negative control group; EJ - group that received only the extract in the shell; SH - group that
received only the bacterial inoculum in the shell; and SH + EJ - group that received the
bacterial inoculum and the extract in the shell. The eggs incubated non-hatched were
submitted to embryodiagnosis and processed for Salmonella in the embryos. The chicks born
were housed until 10 days of age, during which time the collection and processing of samples
for Salmonella research, serum biochemistry and hemogram were performed. In the third
experiment, 336 one - day - old male chicks were distributed in randomized design in four
treatments with seven replicates each: CN - negative control group; EJ - group that received
only the vegetal extract in the diet; SH - group that received the inoculum bacterial in crop;
and SH + EJ - group that received the bacterial inoculum in crop and the extract in the diet.
Performance indexes, fecal excretion and presence of Salmonella in organs, organ biometry,
intestinal histomorphometry, goblet cell counts and immune cells in organs and blood were
evaluated. In the first experiment, the extract presented low inhibitory action on the strains of
Salmonella enterica,, Salmonella Typhi, Salmonella Heidelberg and Salmonella
Typhimurium. In the second experiment it was verified that the extract promoted less
hatchability and higher embryonic mortality. The Salmonella isolation was higher in the
embryo and meconium samples of the group that received the extract. At 10 days of age the
extract reduced the excretion and colonization of the organs by Salmonella and the hematocrit
and serum cholesterol level. In the third experiment it was verified that the extract increased
the excretion of Salmonella in the inoculated birds and reduced the number of lymphocytes in
the blood. It is concluded that the use of the ethanolic extract of bark and seeds of M.
cauliflora presented weak antimicrobial activity in vitro for the strains of Salmonella enterica
tested. In embryonated eggs its use is not feasible, however when added in the diet, it can
stimulate the production of lymphocytes in lymphoid organs.

Keywords: aditives, histomorphometry, immunity, performance, salmonellosis.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

As enfermidades ocasionadas pelo género Salmonella e transmitidas por alimentos
sdo consideradas um dos mais graves problemas de salde publica e os produtos avicolas tém
um papel importante como veiculos nos casos de salmonelose humana™?. O aumento da
incidéncia dos casos de salmonelose proveniente do consumo de alimentos contaminados
evidencia que, apesar dos avancos tecnoldgicos, esse problema ocorre mundialmente®.

O controle da salmonelose é um desafio para a saude puablica devido ao
surgimento/ressurgimento de sorovares em diversos paises. Os animais portadores sao fatores
epidemioldgicos importantes, devido a auséncia de sintomas e dificuldade técnica em detecta-
los antes ou durante a inspe¢do sanitéria nos abatedouros frigorificos®. Além disso, a presenca
dessa bactéria pode ocasionar prejuizos financeiros com tratamento, medidas de controle,
queda na postura de ovos e pintos de qualidade inferior.

Neste contexto, o emprego dos antibiéticos melhoradores de desempenho (AMD)
fornece protecdo contra enfermidades que acometem as aves através da manipulacdo da sua
microbiota intestinal, permitindo a melhoria do ganho de peso e conversdo alimentar>®. Como
sdo adicionados a racdo em dosagens muito inferiores a Concentragdo Minima Inibitéria
(CIM) que é recomendada para o controle dos patégenos’, o seu uso prolongado em baixas
concentragcbes pode induzir potencial resisténcia contra antibidticos na maioria das
bactérias®®.

Devido ao aparecimento de microrganismos resistentes aos antibidticos que sdo
usados no tratamento de infecgBes humanas e animais, a maior preocupacgéo é que ocorra
inducdo da resisténcia cruzada entre as bactérias que infectam os animais e as que sdo
patogénicas para 0s humanos, mesmo que essa suposi¢do ndo tenha sido satisfatoriamente
comprovada em estudos cientificos®*°.

Devido essa incerteza, a Comissdo Europeia decidiu eliminar progressivamente e
proibir 0 uso dos AMD na alimentacéo dos animais, em janeiro de 2006. Desde entdo o maior
desafio na avicultura comercial € explorar novas alternativas de suplementos alimentares que
impulsionem o potencial produtivo das aves, visando alcangar um melhor desempenho

possivel*!

. No Brasil, ainda sdo permitidos o emprego de alguns AMD em racgdes para
animais monogastricos.
Dentre estas alternativas, os fitogénicos tém ganhado maior interesse recentemente,

causando um significativo aumento de publicacbes desde o ano de 20002, Os aditivos



fitogénicos sdo compostos derivados de plantas que séo adicionados a dieta dos animais. O
principal efeito da adicdo destes aditivos a ragdo envolve impactos positivos que podem
causar na saude animal, estimulando a microbiota benéfica intestinal, diminuindo a producao
de amoénia, proporcionando maior producdo de muco no intestino e melhorando a
digestibilidade dos alimentos™®™*°.

Outra possivel aplicabilidade dos extratos vegetais seria na protecdo de ovos férteis
contra a invasdo por microrganismos patogénicos e, desse modo, reduzir a quantidade de
pintos de um dia doentes, e consequentemente, diminuir as fontes de infeccdo para aves
sadias. Na literatura ainda ndo ha relatos sobre o emprego destes produtos durante o processo
de incubagcdo e seus efeitos sobre a eclodibilidade dos ovos, saude e produtividade das aves.

Myrciaria cauliflora € uma espécie arborea, membro da familia Myrtaceae, conhecida
popularmente como jabuticaba. A espécie esta presente em regides de clima temperado, como
a Austréalia, noroeste da india e América do Sul. A planta sobrevive em varios tipos de solo, e

no Brasil pode ser encontrada desde o Para ao Rio Grande do Sul'®™.

20,21

A planta possui
conhecidas atividades antimicrobiana®®?, anti-inflamatéria®* e hipocolesterolémica®, o que
faz com que diferentes partes dessa espécie vegetal possam ser potencialmente empregados
como aditivos fitogénicos na alimentacdo dos animais.

Diante do exposto, este trabalho propbe-se a desenvolver um estudo experimental
sobre 0 uso do extrato etandlico de cascas e sementes de M. cauliflora na incubacéo de ovos
férteis e na alimentacdo de frangos de corte experimentalmente inoculados com Salmonella
Heidelberg, observando possiveis efeitos benéficos e/ou protetores deste fitogénico sobre a

salde das aves.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Salmonella sp.

As bactérias do género Salmonella sdo classificadas como bacilos pequenos (0,7 a
1,5 x 2,5 um), Gram-negativos aeroébios ou anaerobios facultativos, incapazes de formar
esporos. Pertencem & familia Enterobacteriaceae e s&o moveis por meio de flagelos
peritriquios (exceto Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum). Produzem gés a partir da
glicose (exceto Salmonella Typhi) e utilizam o citrato com Unica fonte de carbono®. A
temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 37 e 40°C, embora possam se multiplicar em
temperaturas entre 5 a 45°C*%.

O género é composto por duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori. A primeira € subdividida em seis subespécies — enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica — que possuem varios sorovares. A classificacdo além dos
niveis de subespécie € realizada através da tipificacdo soroldgica por meio do sistema de
classificacdo de Kauffmann-White, que baseia-se nas estruturas antigénicas encontradas na
superficie da célula microbiana, como por exemplo, o envelope ou capsula — antigeno
capsular “Vi”, a parede celular — antigenos somatico “O”, e o0s flagelos — antigenos flagelares
“H”27.

Salmonelose aviaria € o termo genérico utilizado para designar a enfermidade
causada por qualquer membro do género Salmonella. Os sorovares que infectam as aves
produzem enfermidades distintas, classificados em: pulorose (causada por Salmonella
Pullorum), tifo aviario (causado por Salmonella Gallinarum) e as infec¢fes paratificas
(ocasionada por qualquer outro sorovar). A terceira forma da doenga possui maior impacto na
salde publica, ja que os sorovares paratificos podem colonizar o trato gastrintestinal (TGI) e
disseminar-se de forma sistémica, geralmente sem promover sinais clinicos evidentes. Além
disso, as salmonelas paratificas sdo frequentemente isolados em produtos avicolas, o que
representa um risco para as pessoas que consomem esses alimentos®2%%,

Segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), bactérias do género
Salmonella séo responsaveis por 180 milhdes, ou 9% dos casos dos quadros diarreicos que
acontecem mundialmente todo ano. Sugere-se que 52% desses casos sejam provocados por
sorovares paratificos®®. Dentre estes, Salmonella Heidelberg destaca-se como um dos mais
potencialmente patogénicos para seres humanos, nos quais pode causar complicacdes graves
como septicemia, miocardite e morte**2. Outro aspecto relevante sobre este sorovar é a

reducdo da sua suscetibilidade as cefalosporinas de terceira geracdo, 0 que representa uma



grande preocupacdo j& que limita as opgBes de tratamento para criangas e gestantes que
desenvolvem a forma sistémica da salmonelose®. Também ja foi relatada a resisténcia de
Salmonella Heidelberg a ampicilina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, sulfisoxazole e
tetraciclina®.

Salmonella Heidelberg é citado como o quarto sorovar mais isolado em carnes
comercializadas e ragdes de animais nos Estados Unidos®, onde acredita-se que promova
aproximadamente 84.000 casos anuais de salmonelose®. No Brasil, este sorovar est4 sendo
mais frequentemente isolado em produtos avicolas nos ultimos anos. No sul do pais,
Salmonella Heidelberg foi detectado em 40,6% de carcacas de frangos analisadas por Pulido-
Landinez et al.*’. Nos 1.543 suabes de arrasto coletados em granjas de frangos de corte
localizadas nos estados de Santa Catarina, Parand e Mato Grosso do Sul, o sorovar Heidelberg
foi o terceiro mais detectado, representando 7,31% do total*®.

Nas aves domeésticas, principalmente nos animais jovens, Salmonella Heidelberg
pode ocasionar o aparecimento de sinais clinicos®**°. Em pintos, a enterite causada pelas
salmonelas paratificas pode resultar em danos intestinais que podem afetar o desenvolvimento
do 6rgdo e, consequentemente, piorar os indices de ganho de peso e conversdo alimentar,

além de retardar a maturacéo do sistema imune**. De acordo com Borsoi et al.*?

, as alteracdes
na mucosa intestinal provocadas por Salmonella Heidelberg sdo comparaveis as provocadas
por Salmonella Enteritidis.

Além de promover a colonizacdo intestinal, Salmonella Heidelberg é capaz de
invadir 6rgdos, como o figado, onde ja foi detectada seis horas ap6s a inoculacdo
experimental. Tal fato demonstra o potencial deste sorovar como causador de doenca

sistémica em pintos recém-eclodidos e como contaminante de carcacas e seus subprodutos*.

2.2 Salmonella sp. na producéo de frangos de corte

Dentre todas as espécies animais, a presenca de bactérias do género Salmonella é
mais frequentemente relatada em aves e produtos de origem avicola. Assim, a ingestdo desse
tipo de alimento contaminado e/ou indevidamente preparado esta diretamente relacionada
com surtos de toxinfeccdo humana®. Nos Estados Unidos, bactérias do género Salmonella
causam aproximadamente 1,2 milhdes de casos anualmente**. Na China, aproximadamente
75% das doencas transmitidas por alimentos (DTA) registrados em um ano foram atribuidas a
diferentes sorovares de Salmonella*. Dados brasileiros recolhidos entre os anos de 2007 a

2017 revelaram que as salmoneloses foram a segunda maior causa de DTA de origem



bacteriana®. Embora tenham sido feitos progressos na reducéo da prevaléncia e frequéncia de
contaminacdo por Salmonella em produtos avicolas, ha uma pressdo cada vez maior no
mercado internacional para prevenir ou eliminar esse patdgeno nas instalacdes de criacdo das
aves®.

Em vista das inimeras fontes de infeccdo para as aves e seus subprodutos, é
imprescindivel que haja um rigoroso controle durante todas as fases de producdo. Entretanto,
uma grande parte dos procedimentos serd ineficaz se a criagdo for iniciada com aves
acometidas pelo patdgeno. Portanto, as principais medidas de controle devem ser direcionadas
a producéo de ovos férteis livres de Salmonella®®. Além disso, a qualidade microbiolégica dos
ovos incubaveis é primordial para obtencdo de altas taxas de eclodibilidade, visto que as
condigdes ideiais para o desenvolvimento do embrido podem ser modificadas pela presenca
de microrganismos, que irdo afetar fatores como temperatura, pH e disponibilidade de
nutrientes, ocasionando mortalidade de embrides e pintos recém-eclodidos*"*.

Por possuir todos 0s nutrientes necessarios para o desenvolvimento do embrido, o
ovo representa um meio ideal para a multiplicacdo microbiana e, por esse motivo, apresenta
diversas estruturas que dificultam a invasdo e sobrevivéncia de microrganismos*’. Essas
barreiras sdo constituidas pela cuticula, casca e membranas da casca™.

A cuticula recobre a superficie externa da casca e é composta por proteinas,
acucares, lipidios e acido sidlico. Essa pelicula de cera é formada durante os Ultimos 30
minutos anteriores a postura e, além de proteger o ovo contra invasdo microbiana, evita a
evaporacdo de agua. A casca é uma estrutura rigida que forma uma camara que protege o
embrido contra agressdes do meio ambiente, penetracdo de microrganismos e também fornece
o célcio e outros elementos minerais para a formacdo do pintinho*’. As membranas sio
constituidas por trés camadas distintas: a membrana interna (mais espessa) e membrana
externa (mais fina), que estdo separadas apenas na area onde € formada a cAmara de ar; e uma
terceira camada homogénea formada por material denso, denominada membrana limitante™.
S&o estruturas semipermeaveis, permitindo a passagem de gases, agua e cristaloides® e
retendo possiveis microrganismos®.

Além dessas barreiras fisicas, o albumen disp6e de varias substancias que
possuem atividade antibacteriana, como a lisozima, ovotransferrina e inibidores de
proteinases que dificultam a sobrevivéncia microbiana no interior do ovo. A lisozima é uma
proteina alcalina abundante no albumen (cerca de 3,5g/L) e constitui um importante
componente de defesa ndo especifico devido a sua capacidade de controlar o crescimento de

bactérias suscetiveis, nas quais atua degradando o peptideoglicano bacteriano®.



A ovotransferrina € uma glicoproteina presente na concentragdo de
aproximadamente 13 g/L e atua como quelante de ions multivalentes tais como zinco, ferro,
cobre e manganés. A capacidade de quelacdo do ferro € o principal mecanismo bacteriostatico
da ovotransferrina, uma vez que ela indisponibiliza a utilizacdo deste metal que é essencial
para 0 metabolismo bacteriano®. Os inibidores de proteases sdo responsaveis por limitar a
capacidade proteolitica das bactérias. No albumen os principais inibidores conhecidos séo
cistatina, ovomucdide, ovoinibidor e ovostatina>”.

Mesmo dispondo de inumeros mecanismos de defesa, alguns sorovares de
Salmonella desenvolveram a capacidade de supera-los ou sobreviver a eles. Em seu estudo,
Andrade et al.*® detectaram Salmonella Enteritidis em 16,5% das amostras de meconio de
peruzinhos que foram inoculados na casca. Raghiante et al.>” verificaram a presenca de
Salmonella Heidelberg no conteddo interno de ovos apds 2:16 — 2:44 horas ap6s a
contaminacdo da casca. Também Andrade et al.”® verificaram a positividade 87,5% das
amostras do conteudo cecal de frangos de corte aos um, sete, 14 e 21 dias de idade que foram
inoculados na casca com Salmonella Enteritidis.

Os ovos podem ser contaminados durante sua formacdo ou passagem pelo trato
reprodutivo da fémea (ovario ou oviduto), processo denominado transmissdo vertical ou
transovariana. J& a transmissdo horizontal, que é a forma mais comum, pode ocorrer durante
ou apos a postura, na qual ocorre a penetracdo do agente que foi depositado na casca através
do contato com fezes, ninhos, mdos de manipuladores, cama, agua, bandejas e
incubadoras*’ %,

Vaérios fatores intrinsecos e extrinsecos afetam a capacidade de Salmonella em
invadir e multiplicar no interior dos ovos. Dentre os fatores intrinsecos, pode-se destacar a
presenca e integridade da cuticula; caracteristicas da casca (qualidade, porosidade e presenca
de defeitos) e propriedade filtrante das membranas. Os fatores extrinsecos incluem a
influéncia da tensdo bacteriana e numero de microrganismos, temperatura, umidade e
condigdes de armazenamento. Associado a isto, 0 género possui defesas naturais contra as
substancias antimicrobianas presentes no albumen, como a presenca de membrana externa
(evita a entrada de moléculas maiores que 650 Da)®, sintese de inibidores de lisozima,
utilizacdo de reservas intracelulares de ferro e/ou producdo de quelantes férricos
extracelulares (sider6foros)®.

Quando os ovos contaminados sdo incubados, a propagacdo de Salmonella é
favorecida. Fragmentos de casca e membranas, 0s proprios pintinhos, suas penas e meconio

tem grande potencial infectante. A partir desse material, a bactéria se dissemina pelo ar para



outros setores do incubatério®. A presenca de Salmonella em ovos férteis também constitui
uma relevante fonte de infeccdo para aves em crescimento, carcagas processadas e,
eventualmente, o ser humano®. Este fato foi comprovado por Byrd et al.®® que verificaram
relacdo entre os sorovares encontrados no incubatdrio e nas carcacas.

Os pintos infectados encaminhados as granjas aumentam as possibilidades de
transmissdo horizontal para outras aves atraves de ingestdo de &gua de bebida e racdo
contaminada (forma mais comum), aerossois, contato com fomites (bebedouros, comedouros,

agquecedores), ou ainda pela conjuntiva ocular®®.

2.3 Resposta imunoldgica das aves contra Salmonella sp.

As aves ndo possuem linfonodos, e sim, tecidos linfoides associados & mucosa
(MALT), cujos principais representantes sdo: o tecido linfoide associado ao intestino (GALT),
tecido linfoide associado ao brénquio (BALT), tecido linfoide associado a nasofaringe
(NALT), tecido linfoide associado a pele (SALT), tecido linfoide associado aos vasos
sanguineos (VALT), tecido linfoide associado a conjuntiva (CALT). O GALT é responsavel
pela defesa do intestino contra patégenos bacterianos, virais e parasitarios, sendo constituido
pelas tonsilas cecais, placas de Peyer, diverticulo de Meckel, linfocitos intraepiteliais
intestinais e células imunes residentes®”,

A resposta imunolégica das aves, assim como nas demais espécies, pode ser
divida em dois tipos: inata e adaptativa. A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa
contra patogenos, induzindo a formacdo de uma resposta inflamatdria inespecifica. Ja a
imunidade adaptativa ocorre apds a inata e promove uma série de eventos que culminam na
eliminago do agente patogénico e na formagéo de uma meméria imunolégica®.

Quando a porta de entrada é pela ingestdo oral, 0 microrganismo pode alcangar a
superficie da mucosa intestinal e ldmina prépria, onde localizam-se os enterdcitos e células M
(células sem microvilosidades) aos quais Salmonella tem a capacidade de promover dano
citotoxico®®. As bactérias invadem as células e sdo internalizadas em um vactolo que se
direciona rumo a lamina propria. Esta invasdo promove intensa reacdo inflamatoria que
atraem polimorfonucleares, promovendo morte celular e comprometimento dos foliculos
associados ao epitélio®. Estudos demonstraram a presenca de Salmonella Enteritidis na
lamina prépria da parede cecal apenas 12 horas ap6s a inoculacéo via oral ™.

As lesBes intestinais promovidas por sorovares paratifoides pode afetar
diretamente a quantidade de nutrientes digeridos e absorvidos™. A inoculagdo com

Salmonella Sofia prejudicou o desempenho e o consumo de ragdo das aves, conforme



observado por Olnood et al.”> Também Ashayerizadeh et al.”® verificaram menor ganho de
peso e pior conversdo alimentar em frangos inoculados com Salmonella Typhimurium.

Apds a invasdo da lamina propria, inicialmente ocorre uma resposta inflamatoria
ndo especifica, 0 que reduz a quantidade de bactérias que alcancam a corrente sanguinea.
Nesta fase, os macréfagos sdo as células efetoras primarias’®. Diferentemente de outros
microrganismos, Salmonella sp. é resistente as substancias antimicrobianas produzidas por
macrdfagos e, assim que estas células retornam ao leito vascular, disseminam o agente para
outros 6rgdos, promovendo um quadro sistémico®’. Segundo Van Immerseel et al.”,
Salmonella Enteritidis pode ser detectada em grande quantidade em figado e baco apds trés
dias da inoculagéo via oral.

A atracdo e ativacdo de linfocitos T para a lamina prépria reduzirdo a invasao
bacteriana e contribuirdo para o desenvolvimento de uma resposta imune especifica contra
Salmonella. Em seis dias, a resposta imune inata é capaz de reduzir para niveis indetectaveis a
quantidade do patégeno, entretanto, Salmonella ainda pode persistir no contetdo cecal™.
Desse modo, apenas a resposta imune inata ndo € capaz de eliminar o agente, tornando
necessério o estabelecimento de imunidade do tipo adaptativa ou adquirida’. Nesse tipo de
resposta, as imunoglobulinas de alta especificidade presente no soro do hospedeiro,
principalmente os das classes IgA, IgM e IgG, podem bloquear a colonizagéo, opsonizar e
eliminar o microrganismo, além de neutralizar suas toxinas "*’>"®. Consequentemente a lise
das bactérias opsonizadas, promove a intensificacdo da resposta inflamatdria e o recrutamento
e ativacdo de mais leucécitos®®®,

Outro aspecto relevante da resposta imunoldgica as salmoneloses é a inducao do
estado de carreador que consiste em um mecanismo de persisténcia cecal da bactéria, que
acomete principalmente as aves que se infectam ainda jovens®’. Um dos fatores que
contribuem para o estado de carreador € o nivel de maturidade do GALT, que somente se

completa aos 21 dias de idade®.

2.4 Aditivos fitogénicos e suas propriedades bioldgicas

Nos ultimos anos, os produtos contendo 6leos e extratos vegetais, ervas e
especiarias estdo sendo empregados como aditivos alimentares com o objetivo de melhorar a
produtividade animal. Esses aditivos fitogénicos apresentam varios efeitos biologicos,
incluindo a melhoria da digestibilidade e sabor da racéo, estimulo da secrecdo das enzimas
digestivas, aumento da motilidade géstrica e intestinal, além das atividades antimicrobiana,

anti-helmintica, coccidiostatica, anti-viral, anti-inflamatdria, anti-oxidante e pigmentante de



carne e ovos®™. Essas propriedades farmacolégicas sdo promovidas pelos metabélitos
secundarios, também denominados fitoquimicos®®°. Estes compostos séo produzidos pelo
metabolismo vegetal e desempenham papel fundamental na interacdo planta-ambiente,
protegendo-a contra o ataque de microrganismos, pragas e animais herbivoros®”®,

A concentracdo dos fitoquimicos nos tecidos vegetais podem variar de acordo
com a espécie, parte da planta (folhas, frutos, caule ou raizes) ou ainda pela sazonalidade,
ritmo circadiano, idade e estagio de desenvolvimento vegetal, temperatura, disponibilidade de
agua, nutrientes presentes no solo, radiacdo ultravioleta, poluicdo atmosférica, altitude e
presenca de pragas®™. Os metabolitos secundarios com atividades bioldgicas sdo
principalmente os terpenoides, (monoterpenos e sesquiterpenos, esteroides), fendlicos
(taninos), glicosideos e alcaloides (presentes como alcodis, aldeidos, cetonas, ésteres, éteres,
lactonas e outros)®.

A atividade antimicrobiana é provavelmente a propriedade dos fitogénicos que
exerce maior impacto sobre a sadde e bem-estar das aves®®'. O efeito dos fitogénicos sobre
0s microrganismos € determinado por suas caracteristicas fisico-quimicas, como pH,
solubilidade, pKa, polaridade, que promovem acdo bactericida e bacteriostatica dose
dependente sobre virus, bactérias, fungos e protozoarios®*.

A baixa incidéncia de doencas infecciosas em plantas selvagens é uma indicacdo
da eficacia dos fitoquimicos presentes em seus tecidos™. Um importante mecanismo de acéo
de certos extratos vegetais esta relacionado a sua capacidade de influenciar as caracteristicas
da superficie da célula bacteriana, como a hidrofobicidade, e consequentemente, alterar suas
propriedades de viruléncia. Isto tem implicacdes na satde intestinal dos animais, ja que a
adesdo dos patdgenos as células hospedeiras é fortemente influenciada pela hidrofobicidade
da superficie da célula microbiana. Outras possiveis contribui¢cdes dos produtos fitogénicos no
controle de patdgenos sdo a estimulacdo na producdo de muco intestinal — que diminui a
aderéncia destas bactérias a mucosa do intestino, além da reducdo na sintese de toxinas
bacterianas™ ™.

Algumas pesquisas avaliaram os efeitos da suplementacdo com fitogénicos sobre
a diversidade da microbiota intestinal de frangos e relataram resultados positivos. Kirkipinar
et al. demonstraram que a inclusdo dos 6leos essenciais de orégano e alho, combinados ou
isolados, diminuiu a populacdo de clostridios no intestino das aves. Também Li et al.*®®
verificaram a reducdo da excrecdo de E. coli em frangos alimentados com extrato de pinheiro

|.99

coreano. Wati et al.™ observaram que a administracdo de uma mistura de extrato de erva-
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doce, melissa, pimenta, anis, cravo e tomilho reduziram o contagem de Salmonella Enteritidis
no contetido cecal de frangos experimentalmente inoculados.

Além das propriedades antimicrobianas, 0s vegetais e seus compostos bioativos
também podem modular a funcdo imune dos animais. Na literatura estdo descritos efeitos
anti-inflamatorios, melhoria na imunidade humoral e celular, receptores especificos, enzimas
e moléculas imunolégicas'®.

Os fitoquimicos naturais podem interferir direta ou indiretamente em moléculas e
mecanismos relacionados ao processo inflamatério como: producdo e acdo de mediadores
inflamatdrios (metabdlitos do acido araquidénico, aminas vasoativas, peptideos, fator de
agregacéo plaquetaria — PAF) e mensageiros secundarios (guanosina monofosfato ciclica —
GMPc, adenosina monofosfato ciclica — AMPc, proteinas cinases, calcio), expressao de
moléculas pré-inflamatorias, como a 6xido nitrico induzivel sintetase (iNOS), cicloxigenase
(COX), neuropeptideos e proteases®. Compostos como polifendis, saponinas, flavonoides,
acidos fendlicos, esteroides, triterpenos e alcaloides sdo os responsaveis pela agdo anti-
inflamatoria demonstrada pelas plantas™.

Os efeitos imunomoduladores dos fitogénicos ja foram reportados por

|.101

Gandomani et al.”~, que verificaram 0 aumento a titulacdo de anticorpos contra hemécias de

ovelhas e contra o virus da Doenca de Newcastle em aves suplementadas com cravo-da-india

em p6. Também Landy et al.'%

observaram incremento da resposta imune humoral de frangos
alimentados com o pé da fruta de neem. Mesmo ja sido relatada a atividade imunomodulatoria
dos compostos vegetais, seu emprego na medicina veterinaria para este fim ainda é restrito,
devido ao desconhecimento dos mecanismos de acdo especificos e possiveis efeitos adversos
promovidos por estes produtos'®.

Os metabdlitos secundarios presentes em frutas nativas brasileiras também podem
atuar sobre o perfil lipidico de modelos animais. Oliveira e Genovese'® demonstraram que o
extrato de cacau e cupuacu foi capaz de reduzir os triglicerideos plasmaticos em ratos

I 105

diabéticos. Alezandro et al.” observaram a reducdo em 32% dos niveis séricos de colesterol

total de cobaias alimentadas com os frutos de jabuticaba em pé. e Goncalves et al.'®
relataram aumento do nivel de lipoproteinas de alta densidade (High Density Lipoproteins —
HDL) nas cobaias diabéticas alimentadas com camu-camu. Os efeitos sobre a dislipidemia
observados sdo relacionados com a grande quantidade de polifendis presentes nestas especies,
como catequina e a proantocianidinas, que sdo capazes de inibir a atividade da lipase
pancredtica, enzima responsavel pela degradacdo lipidica no intestino, 0 que acarreta uma

menor absorcio destas moléculas'®’ %,
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Em frangos de corte, os estudos sobre efeitos hipocolesterolémicos promovidos

109
l.

pelos aditivos fitogénicos também apontam resultados benéficos. Hong et a relataram

menores niveis sericos de colesterol total em frangos alimentados com uma mistura de dleos

essenciais de orégano, anis e cascas citricas. Também Cho et al.”®

verificaram reducdo do
nivel de colesterol total sérico em frangos de corte suplementados com dleos essenciais de
timol e anis. Entretanto, Calislar et al."*° ndo observou qualquer efeito do extrato de orégano

1.1 os 6leos essenciais

sobre colesterol ou triglicerideos das aves. De acordo com Lee et a
possuem maior propriedade hipocolesterolémica que os extratos vegetais, 0 que explicaria a
diversidade de resultados com a mesma espécie de planta.

As alteracBes nos valores hematoldgicos geralmente refletem mudancas no estado
fisiologico e, portanto, sdo parametros utilizados para mensurar os efeitos da terapéutica,
nutricio e ambiéncia na medicina humana e veterinaria’>. Os aditivos fitogénicos podem
estimular érgios relacionados com a hematopoiese, como baco e medula 6ssea’®. Sugere-se
que alguns compostos bioativos possuem maior afinidade com a hemoglobina, promovendo
um leve grau de hipdxia, o que levaria & uma maior produgdo de hemécias. Também é
possivel que ocorra estimulo da secrecdo de eritropoietina pelos rins, acarretando maior
sintese celular pela medula 6ssea**?.

Os efeitos supracitados foram comprovados por Toghyani et al.'*?, que
observaram maiores concentracdo de hemoglobina e 0 hematdcrito nas aves alimentadas com
alho em p6. Também Park et al.*** demonstraram que a suplementacdo com os extratos de
Saposhnikovia divaricata, Lonicera japonica e Chelidonium majus aumentaram a quantidade
de neutrdfilos, linfocitos, mondcitos e eosindfilos no sangue de frangos de corte.

Os fitogénicos também sdo conhecidos por alterarem as propriedades
organolépticas da racdo, o que é uma caracteristica de pouca importancia para a alimentacao

1A melhoria

das aves, visto que a espécie possui limitada quantidade de papilas gustativas
dos indices zootécnicos relacionados a inclusdo desses aditivos & dieta dos animais esta
relacionada ao estimulo da atividade enzimatica digestiva, que consequentemente melhora a
digestibilidade dos nutrientes'>*¢. Outro efeito dos fitogénicos esta associado & reducéo da
oxidacdo dos acidos graxos nos enterOcitos que, por sua vez, melhoram a integridade
intestinal e o dano oxidativo hepatico™"*°,

Muitos estudos foram realizados com objetivo de determinar os efeitos dos
fitogénicos dietéticos e suas combinacdes sobre o desempenho de frangos de corte. Wati et
al.*® que relataram que a inclusdo da mistura de extratos de erva-doce, melissa, pimenta, anis,

cravo e tomilho melhorou o indice de conversdo alimentar e ganho de peso. Também Li et
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al.**® verificaram melhor conversdo alimentar e maior consumo de racdo em frangos

suplementados com extrato de pinheiro coreano até os 35 dias de idade. Paraskeuas et al.'?
observaram que a inclusdo de uma mistura de 6leos essenciais de menta, anis e cravo na dieta
das aves aumentou, de maneira linear, 0 ganho de peso, conversdo alimentar e digestibilidade
da matéria-seca.

Entretanto, Akbarian et al."?! néo observaram melhoria no desempenho de frangos
|.122

suplementados com extratos da casca de laranja e limdo. Também Kickzorowska et a néo

detectaram influéncia da adicdo da resina de Boswellia serrata nos indices zootécnicos das

aves. Ja no estudo de Kirkipinar et al.®*

, a utilizacdo do dleo essencial de orégano reduziu o
peso corporal de frangos de corte. A variedade de resultados verificados na utilizagcdo dos
fitogénicos como melhoradores de desempenho em frangos de corte expressam a necessidade

de estudos mais detalhados sobre os niveis de inclusdo destes produtos.

2.5 Myrciaria cauliflora

Popularmente conhecida como “jabuticaba-paulista” ou “jabuticaba-agu”,
Myrciaria cauliflora € uma frutifera nativa e muito cultivada principalmente na regido
Sudeste. A espécie é semidecidua, de 3 — 6 metros de altura, com casca lisa de coloracao
pardo-clara e manchada. A sua madeira é bastante resistente, as folhas sdo opostas e
lanceoladas. As flores sdo brancas e sésseis e ficam aglomeradas sobre caule e ramos (Figura
1). Os frutos sdo do tipo baga globosa com casca de coloracdo preta-arroxeada ou verde-
bronzeadas que podem possuir ou nao listras roxas ou vermelhas (Figura 1). A polpa é branca
e macia, suculenta e com sabor agridoce, podendo apresentar de uma a quatro sementes*’*?*,

Os frutos sdo bastante apreciados in natura e também sdo empregados para
fabricacdo de geleias, sucos, licores, destilados, fermentados, vinagre, sucos e sorvetes***2°.
Durante o processo de industrializacdo, as cascas e sementes sdo descartadas, 0 que representa
50% do fruto. Considerando a grande diversidade de substancias Uteis presentes neste residuo,
0 seu melhor aproveitamento agregaria valor comercial e evitaria problemas ambientais
relacionados ao seu descarte indevido'?"*?.

As cascas sdo ricas em compostos fendlicos, fibras alimentares e vitamina C. Os fendis
em maior quantidade na planta sdo as antocianinas, que pertencem ao grupo dos flavonoides e
sdo responsaveis pela coloragdo caracteristica do fruto. Essas substancias podem atuar como
antioxidantes enddgenos, reduzindo o estresse oxidativo celular através do combate aos
radicais livres'?®. Também ha relatos que as antocianinas também podem prevenir o diabetes

tipo 2 e a obesidade®®.
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FIGURA 1 — Aspectos da floracdo (Imagem A) e dos frutos maduros (Imagem B) de Myrciaria
cauliflora.
Fonte: http://www.vinicolajabuticabal.com.br

Além das antocianinas, outros compostos fenolicos como taninos, flavonoides e
acidos fendlicos foram detectados na jabuticaba. No extrato metandlico foi relatada a presenga
de cianidina, jaboticabina, quercetina, isoquercetina e acido elagico. J& no extrato aquoso,
foram identificados &cidos organicos como acido oxalico, citrico, tartarico, malico, fumarico,
dentre outros™*.

Nas cascas também foram isolados o sitosterol e o sitosterol-D-glicopiranosideo,
que sdo fitoesterdis possivelmente responsaveis pela sua atividade hipolipidemiante,
reduzindo os niveis reducéo do colesterol total e HDL séricos®*. Estudos fitoquimicos da
jabuticabeira detectaram niveis consideraveis de taninos, que sdo compostos fendlicos que
possuem a habilidade precipitar proteinas, atuando como agentes antibacteriano e antifungico.
Os taninos também podem inibir a biossintese de prostaglandinas e leucotrienos, exercendo
potente aco anti-inflamatéria®>*%.

Apesar de todas essas propriedades bioldgicas anteriormente descritas e do
potencial existente nos residuos do processamento da jabuticaba, ainda sdo escassos 0s

estudos que investigam seu emprego na producdo e sanidade animal.


http://www.vinicolajabuticabal.com.br/
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CAPiT}JLO 2 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro DO EXTRATO
ETANOLICO DE JABUTICABA (Myrciaria cauliflora) FRENTE CEPAS DE
Salmonella enterica

RESUMO: Objetivou-se com o presente estudo avaliar a atividade antimicrobiana e
determinar a concentracdo inibitéria minima do extrato etandlico de Myrciaria cauliflora
sobre diferentes cepas de Salmonella enterica. Neste estudo foram utilizadas as técnicas de
microdiluicdo em caldo, disco-difusdo e difusdo em &gar por po¢o. O extrato de jabuticaba
apresentou acdo inibitdria sobre as cepas de Salmonella enterica (cepa ATCC), Salmonella
Typhi, Salmonella Heidelberg e Salmonella Typhimurium apenas quando empregado o
método de difusdo em 4&gar por pogo. A concentracdo inibitéria minima do extrato
determinada pelo método da microdiluicdo em caldo foi de 2000 pg/mL para Salmonella
enterica e Salmonella Typhi, e 1000 pg/mL para os sorovares Heidelberg e Typhimurium.
Conclui-se que a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de M. cauliflora frente a
diferentes estirpes de Salmonella enterica é considerada fraca ou inexistente.

Palavras-chave: &cido elégico, difusdo em agar, fitoquimicos, jabuticaba, microdiluicao.



26

CHAPTER 2 - ANTIMICROBIAL ACTIVITY in vitro OF THE ETHANOLIC
EXTRACT OF JABUTICABA (Myrciaria cauliflora) FRONT Salmonella enterica
STRAINS

ABSTRACT: The objective of the present study was to evaluate the antimicrobial activity
and to determine the minimum inhibitory concentration of Myrciaria cauliflora ethanolic
extract on different strains of Salmonella enterica. Three methodologies were used for
evaluation: broth microdilution, and agar diffusion by disc and well. The extract of jabuticaba
showed inhibitory action to the strains of Salmonella enterica, Salmonella Typhi, Salmonella
Heidelberg. Furthermore, extract of jabuticaba only showed inhibitory action to Salmonella
Typhimurium when used the method of diffusion in agar diffusion test by well. The minimum
inhibitory concentration of the extract determined by the broth microdilution method was
2000 pg/mL for Salmonella enterica and Salmonella Typhi, and 1000 pg/mL for Heidelberg
and Typhimurium serovars. It is concluded that the antimicrobial activity of M. cauliflora
ethanolic extract against different strains of Salmonella enterica is considered weak or
nonexistent.

Keywords: ellagic acid, diffusion in agar, jabuticaba, phytochemicals, microdilution.
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INTRODUCAO

Os estudos quimicos e farmacoldgicos dos fitoquimicos presentes nos extratos
derivados de plantas tiveram um grande impulso nos Gltimos anos. Muitas dessas pesquisas
ttm como objetivo a obtencdo de novos compostos que possuam propriedades
antimicrobianas que sejam mais eficazes contra patdgenos, tenham baixa toxicidade e causem
menor impacto ambiental, quando comparadas as drogas tradicionalmente empregadas’.

As propriedades antimicrobianas dos fitoquimicos sdo determinadas por suas
caracteristicas fisico-quimicas, como pH, solubilidade, pKa, polaridade?. Conforme Kamel?,
um importante mecanismo de acdo de certos extratos vegetais pode ser sua capacidade de
influenciar as caracteristicas da superficie da célula bacteriana, como a hidrofobicidade, e
consequentemente, alterar suas propriedades de viruléncia.

Para tanto, a confirmacdo da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais pode
ser determinada por diferentes técnicas in vitro, através de metodologias que produzam
resultados confiaveis que possam ser reproduzidos e validados®. As técnicas mais empregadas
sdo os métodos de disco-difusdo e microdilui¢do em caldo, que sdo igualmente aceitaveis para
mensurar a atividade de um potencial agente antimicrobiano contra determinada espécie
bacteriana ou fingica’.

A espécie Myrciaria cauliflora, popularmente conhecida como “jabuticabeira”,
“jabuticaba paulista”, “jabuticaba-do-mato” ou “jabuticaba-sabara”, é uma espécie arborea
pertencente a familia Myrtaceae de ocorréncia espontanea em grande parte do Brasil. Seus
frutos sdo do tipo baga globosa, de casca avermelhada e polpa esbranquigada, apresentando
até quatro sementes>®. As propriedades bioldgicas encontradas na jabuticaba podem ser
atribuidas a ampla quantidade de compostos polifendlicos presentes na espécie, como as
antocianinas (glicosideos penidinicos) e agliconas (cianidinas), taninos, isoquercitrina,
miricetina e 4cido elagico’ . Considerando essa variedade de moléculas bioativas existentes
na planta, ainda sdo escassos o0s estudos encontrados na literatura que avaliem seu potencial
antimicrobiano contra bactérias patogénicas.

Neste contexto, as bactérias da espécie Salmonella enterica estdo comumente
associadas as doencas transmitidas por alimentos. Na maioria dos casos, a infeccdo em
humanos é caracterizada como uma enterite aguda auto-limitante, entretanto, cepas mais
virulentas podem atingir a corrente sanguinea e produzir quadros septicémicos e,

ocasionalmente, 6bitos®?.
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Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano
in vitro do extrato etandlico de cascas e sementes de jabuticaba contra diferentes sorovares de

Salmonella enterica.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Nucleo Experimental de Doencas de Aves e
Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria, Setor de Preventiva
da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) e da Universidade Federal de Goias (UFG).

Obtencdo e processamento do residuo

O extrato liquido padronizado em compostos fendlicos da jabuticaba foi
processado no Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia —
UFG. O residuo utilizado nessa pesquisa foi o subproduto da producdo de fermentado de
jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O Berg.], composto basicamente de sementes e
cascas dos frutos, gentilmente cedidos pela Vinicola Jabuticabal, situada no municipio de
Hidrolandia/GO (16° 55" 32.35" S 49° 21" 39.76" W). O residuo foi dessecado a 40 °C em
estufa com circulacdo de ar. Em seguida, a amostra foi moida em moinho de facas com tamis
namero 100 (150 um) e o pé resultante do material vegetal devidamente acondicionado em
sacos plasticos e armazenados a uma temperatura de -10°C.

O extrato hidroalcodlico foi obtido por percolacdo empregando como solvente
alcool a 45% (v/v). O processo extrativo foi constituido por trés etapas: 1 - pré-
intumescimento: durante um intervalo de 2 horas com a proporgdo de 1 Kg do material
vegetal com 3 L da mistura hidroalcodlica; 2 — repouso: a mistura anteriormente preparada foi
deixada em repouso durante 24 horas, fase conhecida como maceracdo intermediaria; 3 —
empacotamento: transferéncia do material anterior para um percolador de 10 L, completando
0 volume com a mesma mistura hidroalcodlica e percolagdo com um fluxo de
aproximadamente 0,2 mL/min*?.

Analises anteriores realizadas por Moreira™ revelaram que o extrato etandlico de
cascas e sementes de jabuticaba utilizado no presente estudo apresentou 14,26% de fenois
totais, 5,12% de taninos, 28,23% de flavonoides, 2,10% de proteina e 1,75% de extrato etéreo,
além de &cidos graxos saturados miristico (0,52%), palmitico (26,65%) e estearico (2,92%);
monoinsaturados palmitoléico (1,22%) e oléico (11,12%); e poli-insaturados linoléico
(39,15%) e linolénico (8,21%). A concentracdo do &cido elagico foi determinada pelo metodo
de cromatografia de alta eficiéncia (CLAE), que indicou 130,02 + 0,62 pug/mL do extrato.
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Preparacéo dos inoculos bacterianos

Inoculos bacterianos de Salmonella enterica ATCC 00150 (Colecdo de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria da Fundagdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ) e Salmonella Typhi ATCC 10749 (STy) foram utilizadas como cepas padréo. Os
isolados de Salmonella Typhimurium (ST) e de Salmonella Heidelberg (SH) foram obtidos a
partir de amostras provenientes de frangos de corte e cedidos pelo Laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria — EVZ/UFG. As cepas foram
suspensas em solucdo salina esterilizada (NaCl a 0,85%) até obtencdo de turbidez
correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, realizou-se uma dilui¢do de 1:10
em salina a 0,85% de forma a se obter uma concentracdo de células bacterianas de
10" UFC/mL.

Padréo do acido elagico

Para efeito de comparacdo nos testes de sensibilidade antimicrobiana foi utilizado
0 &cido elagico (E2250) como padrdo, que foi adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich,
USA), apresentando 95% de pureza.

Verificacdo da contaminacao do extrato etanolico

O extrato foi avaliado quanto a contaminacéo bacteriana ou fungica previamente
aos testes antimicrobianos, atraves de semeadura em meio 4gar simples com incubagdo em
estufa bacterioldgica a 35°C por 24 horas para bactérias. Para pesquisa de fungos foi utilizado
0 meio agar Sabouraud, que foi mantido a temperatura ambiente por cinco dias. Apds a

incubacéo foi observado o aparecimento ou n&o de coldnias nos meios**.

Determinacdo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) do extrato etandlico de cascas e sementes
de M. cauliflora frente a cepas de Salmonella enterica foi determinada por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton (MH), conforme preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)*.

Pesou-se 0,02 g do extrato etandlico liquido e do padrdo de &cido elagico em
tubos esterilizados, acrescentou-se 1 mL de dimetilsulféxido (DMSQO) como diluente e 9 mL
de caldo MH (concentracdo dupla) em cada um deles, obtendo-se uma concentracgdo final de
2000 pug/mL.
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Aliquotas de 100 uL de MH (concentragdo dupla) foram distribuidas em placa de
microtitulagdo de 96 pogos em forma de “U” distribuidos em 12 colunas e 8 linhas. Na
primeira coluna foram adicionados 100 uLL do composto a ser testado (extrato de jabuticaba e
0 acido elagico); depois, foram homogeneizados e retirados 100 uL. de cada pogo da coluna 1
para a coluna 2, e assim sucessivamente até a coluna 12, obtendo-se, entdo, as concentracdes
do extrato (2.000 a 1,95 pg/mL).

Em seguida, adicionou-se uma aliquota de 5 pL do inéculo em cada pogo da
microplaca e incubou-se a 35°C por 24 horas. Decorrido o tempo, foram acrescidos a cada um
dos orificios 20 pL de uma solugdo aquosa de cloreto de trifeniltetrazolio (CTT) a 0,5%, ¢ as
microplacas foram novamente incubadas a 35°C por mais 30 minutos. Em seguida, realizou-
se a de leitura, onde o aparecimento de coloragdo vermelha era indicativo de crescimento
bacteriano.

A concentracdo inibitéria minima foi considerada a menor concentracdo do
extrato etandlico de M. cauliflora ou acido elagico (padrdo) capaz de inibir o crescimento
bacteriano. A interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo com Holetz et al.'®:
CIM<100pg/mL € considerada uma atividade antimicrobiana boa; 100<CIM<500ng/mL
atividade antimicrobiana moderada, 500<CIM< 1000pg/mL  fraca e CIM>1000pg/mL

inativa.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana pela metodologia de difusdo em agar por disco e

POco
A técnica de difusdo em disco foi realizada utilizando o método padrédo

recomendado pelo CLSI*

com modifica¢des, onde os discos foram distribuidos na superficie
do 4gar e a quantidade de extrato sera dispensada no centro de cada disco’.

Cada suspensdo de microrganismo, preparada conforme descrito anteriormente,
foi semeada (em duplicata), com auxilio de um suabe, em toda a superficie do meio agar MH.
Em seguida, os discos de papel-filtro (Whatman — tipo 3), de 6 mm de diametro foram
distribuidos na superficie do agar e 10 uL do extrato etandlico (has concentragdes de 100, 50,
25 e 12,5%) e o acido elagico, dissolvidos em DMSO a 10%, foram dispensadas no centro de
cada disco.

O teste de difusdo por poco também foi realizado conforme atualizagbes do
CLSI™, com adaptacdes, o qual se diferencia do teste de disco pela realizacio de orificios de
6 mm de didmetro no meio de agar MH em placas de Petri, com o auxilio de um molde

formando os pocgos. As placas foram inoculadas na superficie pelos micro-organismos com 0
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uso de um suabe e, entdo, os pocos foram preenchidos com 50 pL do extrato na concentragdo
a ser testada.

Em ambos os testes, foi utilizado como controle positivo um disco impregnado
com 10 ug de gentamicina. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Os halos de
inibicdo do crescimento microbiano foram medidos em milimetros, com auxilio de uma régua

milimetrada. Foram considerados com atividade inibitéria os halos com didmetro > 6 mm?®.

Andlise Estatistica

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico de residuo industrial de jabuticaba
e do padréo do &cido elagico foi avaliada por teste descritivo, no qual foi observado apenas a
formagdo dos halos de inibicdo e a presenca de coloragcdo indicativa de crescimento

microbiano.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foi observado o crescimento de col6nias bacterianas ou fungicas no extrato
etandlico de M. cauliflora, o que certifica que ndo havia microrganismos contaminantes no
mesmo.

Nos ensaios de difusdo em &gar pelo método de disco-difusdo em meio solido,
verificou-se que o extrato etanolico de jabuticaba nas concentracfes testadas e o padrdo do
acido elagico ndo apresentaram atividade inibitoria sobre as cepas de Salmonella enterica
(Tabela 1).

TABELA 1 — Média dos diametros dos halos de inibi¢do do crescimento microbiano (mm) obtidas pelas
técnicas de disco e po¢o empregando o extrato etandlico de Myrciaria cauliflora, padréo
do &cido elagico e gentamicina frente as cepas de Salmonella enterica

Método disco-difusao

Bactérias* Concentraco de extrato vegetal Acido elagico Gentamicina
100% 50% 25% 125%  (2000pg/mL) (10pg)
SE - - - - - 20,0mm
STy - - - - - 18,5mm
SH - - - - 9,0 mm 7,5mm
ST - - - - 8,5 mm 12,0mm
Meétodo difusdo em poco
SE 7,5mm - - - - 12,0mm
STy 12,0mm 9,5mm - - - 23,0mm
SH 9,5mm - - - 11,0mm 11,0mm
ST 11,0mm 8,5mm - - 9,0mm 12,0mm

* SE: Salmonella enterica (ATCC); STy: Salmonella Typhi; SH: Salmonella Heidelberg; ST: Salmonella Typhimurium;
- = ausencia de halo de inibigdo

Conforme a Tabela 1, na técnica de difusdo em poco foi verificada a inibicdo do
crescimento de Salmonella enterica, Salmonella Typhi, Salmonella Heidelberg e Salmonella
Typhimurium quando utilizado o extrato a 100%. Ao passo que se reduziu a concentragdo do
material vegetal para 50%, a formag&o dos halos apenas foi observada para Salmonella Typhi
e Salmonella Typhimurium, o que indica diferentes niveis de suscetibilidade dos sorovares ao
produto. A atividade antimicrobiana observada no presente estudo pode ser atribuida a grande
concentracdo de compostos fendlicos, as antocianinas, presentes principalmente nas cascas
dos frutos'®?,

As propriedades antimicrobianas de M. cauliflora utilizando a técnica de difusdo
em &gar também foram avaliadas em outros estudos. De Bona et al.* constataram a formacéo

de halos de inibicdo contra Salmonella Typhimurium que possuiam didmentro médio de
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18,3 mm quando utilizado o extrato etandlico de jabuticaba na concentragdo de 100 mg/mL.
Também Baldin® ao utilizar concentracdes do extrato aquoso de casca de jabuticaba que
variaram entre 10 a 100%, relatou a formacdo de halos de inibicdo que variaram de 13 a
25 mm para Salmonella Enteritidis.

Os resultados diferentes encontrados nestes estudos sdo devido as diferentes
concentragOes do extrato utilizadas e as variacdes genéticas da espécie vegetal que alteram o
teor dos fitoquimicos presentes nos tecidos da planta®. Além disso, outros aspectos parte da
planta utilizada (raiz, caule, cascas, folhas, frutos ou sementes, folhas) e suas condicGes (secas
ou frescas), variacdo geografica, tipo de plantio, método de conservacdo e sua duragéo,
técnica de extracdo, dentre outros podem afetar a composicdo quimica dos extratos e na
concentragdo dos compostos bioativos, interferindo diretamente na atividade
antimicrobiana®?*,

De acordo com Nascimento et al.*, ainda ha muitos questionamentos quanto &
validade e viabilidade das informacGes obtidas por estes testes, visto que as caracteristicas
intrinsecas dos extratos e Oleos vegetais, como volatilidade, insolubilidade em éagua e
complexidade quimica podem interferir nos resultados obtidos.

Com a finalidade de avaliar a propriedade antimicrobiana dos fitoquimicos
isoladamente, neste estudo foi utilizado o padrdo de acido eldgico por ser este um dos
compostos fendlicos encontrados em maior quantidade nas frutas de M. cauliflora®e, que
possui potencial inibitério sobre microrganismos®2. Os resultados observados indicam que
em ambas as metodologias adotadas, o padrdo do &cido elagico inibiu o crescimento de
Salmonella Heidelberg e Salmonella Typhimurium.

Conforme pode ser observado na Figura 1, houve diferencas nos resultados
obtidos de acordo com a técnica empregada. No método de difusdo em poco, houve inibicdo
do crescimento de todas as estirpes testadas na concentracdo de 100% do extrato, ao passo
que método de disco difusdo, o mesmo efeito ndo foi observado. Esta divergéncia também foi
reportado por De Bona et al.*, que observaram melhor performance do extrato das folhas da

jabuticabeira frente a microrganismos com a utilizacdo da técnica de difusdo em pocgo.
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FIGURA 1 — Diferenca na formacdo dos halos de inibi¢do para Salmonella Typhimurium utilizando o
método de disco difusdo (1) e método de difusdo em agar (2). Legenda: EJ — extrato de
jabuticaba; AE — padréo do acido elagico; GEN: gentamicina.

As diferencas entre estas duas metodologias encontra respaldo em Alves et al. *°,
gue em seu estudo afirmam que ocorre melhor difusdo das substancias antimicrobianas na
técnica de difusdo em poco, 0 que permite maior contato entre as solucdes testadas e 0s
microrganismos. O papel filtro Whatman, que é composto basicamente de celulose e glicose
monomérica, possui muitos grupos hidroxila livres, que podem se ligar ao extrato vegetal e
prejudicar a sua difusibilidade no meio®!. Associado a isso, 0 método do poco proporciona
uma difusdo radial das substancias antimicrobianas avaliadas, na qual a interferéncia de
particulas em suspensdo é menor que no método de difuséo em disco®, além de utilizar uma
quantidade maior de extrato, aumentando a concentracdo das substancias ativas.

O protocolo experimental proposto para o teste de CIM possuia trés controles: um
para o crescimento bacteriano, outro para a esterilidade do extrato etanélico de M. cauliflora e
do padrdo do écido elagico, e finalmente, outro para 0 DMSO. Durante o ensaio foi possivel
observar que o caldo MH e o DMSO nas concentra¢cdes empregadas ndo tiveram efeito
antimicrobiano sobre as cepas de Salmonella.

Na Tabela 2 estdo descritos os resultados obtidos no teste de CIM do extrato de

jabuticaba e do padrdo do &acido elagico para os microrganismos avaliados.
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TABELA 2 — Concentragdo Inibitéria Minima do extrato etandlico de Myrciaria cauliflora e do
padrdo do acido elégico frente & diferentes cepas de Salmonella enterica

Bactérias
Solugbes-teste SE STy SH ST
Myrciaria cauliflora 2000 pg/mL 2000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL
Acido elagico 2000 pg/mL 2000 pg/mL 2000 pg/mL 1000 pg/mL

SE: Salmonella enterica; STy: Salmonella Typhi; SH: Salmonella Heidelberg; ST: Salmonella Typhimurium.

O método de microdiluicdo em caldo permitiu a visualizacdo da inibicdo do
extrato e do acido elagico em concentracdes menores que aquelas utilizadas nos testes de
difusdo. De acordo com Zgoda e Porter*®, o método da CIM em caldo mostra-se mais
confiavel para avaliagdo da atividade de produtos naturais frente a microrganismos,
possibilitando uma melhor triagem devido a utilizacdo de uma escala em nanogramas ou
microgramas dos extratos e 0leos vegetais.

No teste de CIM o crescimento de Salmonella enterica e Salmonella Typhi e foi
inibido na maior concentracdo do extrato etanolico e do padrdo do acido eldgico testados
(2000 pg/mL), o que indica que estes produtos ndo possuem atividade antimicrobiana contra
estas cepas'®. Quando avaliado pelo método de difusdo em &gar, o extrato promoveu a
formacéo de halo de inibicdo que variou de 10 a 12 mm frente a estirpe de Salmonella Typhi.
Este resultado se deve as concentragdes do produto vegetal que foi utilizada no teste
mencionado, que foi superior daquela empregada na metodologia de microdiluicdo em caldo
(Figura 2).

Ao avaliar a suscetibilidade de Salmonella Typhimiurium frente ao padrdo do
acido elagico, verificou-se que foi o Unico isolado inibido na concentragdo de 1000 pg/mL,

que de acordo com Holetz et al.*®

indica fraco potencial antimicrobiano. A mesma estirpe
também apresentou o crescimento inibido pela mesma concentracdo do extrato de jabuticaba.
Como pode ser observado na Figura 2, o crescimento de Salmonella Heidelberg
foi inibido no pogo contendo 1000 pg/mL do extrato de jabuticaba, portanto, a atividade
antimicrobiana é considerada fraca'®. Entretanto, o padréo do é4cido elagico néo foi capaz de
inibir Salmonella Heidelberg nesta mesma concentragdo, indicando que a atividade
antimicrobiana apresentada pelo extrato é resultado do sinergismo entre fitoquimicos
presentes no material vegetal, ou que a inibicdo observada no presente estudo seja efeito de

outra substancia proveniente de outra classe de metabolitos secundarios.
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FIGURA 2 — Resultado do teste de Concentracao Inibitéria Minima do extrato etandlico de Myrciaria
cauliflora (EJ) e do padrdo do acido eldgico (AE) frente a isolados de Salmonella
enterica (SE) e Salmonella Heidelberg (SH). A coloragdo vermelha indica o
crescimento microbiano. Controle (C).
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CONCLUSAO
A atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Myrciaria cauliflora frente a
diferentes cepas de Salmonella enterica € considerada fraca quando empregada as técnicas de

disco-difuséo, difusdo em &gar por poco e microdiluicdo em caldo.
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CAPITULO 3 - UTILIZACAO DO EXTRATO ETANOLICO DE JABUTICABA
(Myrciaria cauliflora) EM OVOS FERTEIS DE MATRIZES PESADAS E PINTOS
INFECTADOS COM Salmonella HEIDELBERG

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do extrato etandlico de cascas e
sementes de Myrciaria cauliflora em ovos férteis e pintos de corte experimentalmente
inoculados com Salmonella Heidelberg. Foram utilizados 320 ovos férteis distribuidos em
delineamento inteiramente ao acaso em quatro tratamentos com oito repeticdes cada: CN —
grupo controle negativo que recebeu solucdo salina esterilizada a 0,85% na casca; EJ — grupo
que recebeu apenas 0 extrato na casca; SH — grupo que recebeu apenas o inoculo bacteriano
na casca; e SH + EJ — grupo que recebeu o indculo bacteriano e o extrato na casca. Os ovos
foram incubados e os ndo eclodidos foram submetidos ao embriodiagnéstico e processados
para pesquisa de Salmonella nos embrides. Os pintinhos nascidos foram alojados até os 10
dias de idade, periodo em que se realizou a coleta e processamento de amostras para pesquisa
de Salmonella, bioquimica sérica e hemograma. Verificou-se que o extrato promoveu menor
eclodibilidade e maior mortalidade embrionéaria. O isolamento de Salmonella foi maior nas
amostras de embrides e mecdnio do grupo que recebeu o extrato. Aos 10 dias de idade o
extrato reduziu a colonizagdo dos 6rgaos e excrec¢do fecal de Salmonella. O extrato reduziu o
hematocrito e o nivel de colesterol sérico. Conclui- se que a utilizagcdo do extrato etandlico de
casca e sementes de jabuticaba em ovos incubaveis nao € viavel.

Palavras-chave: eclodibilidade, embriGes, fitogénicos, jabuticaba, salmonelose.
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CHAPTER 3 - USE OF ETHANOLIC EXTRACT OF JABUTICABA (Myrciaria
cauliflora) IN FERTILE EGGS OF FEMALE BROILER BREEDERS AND
CHICKENS INFECTED WITH Salmonella HEIDELBERG

Abstract: The objective of this study was to investigate the effects of ethanolic extract of
peels and seeds by Myrciaria cauliflora in fertile eggs and chickens experimentally inoculated
Salmonella Heidelberg. 320 fertile eggs distributed in a completely randomized design with
four treatments each with eight replications: CN - negative control received 0.85% sterile
saline in shell; EJ - group that received only the extract in shell; SH - group that received only
the bacterial inoculum in shell; and SH + EJ - group that received the bacterial inoculum and
the extract in shell. The eggs were incubated and the non hatched embryos were submitted to
embryodiagnosis and processed for Salmonella in the embryos. The chicks that born were
yielded until 10 days of age, during this period samples were collected and processed to
isolate Salmonella, serum biochemistry and hemogram as well. Was verified that the extract
promoted lower hatchability and higher embryonic mortality. The Salmonella isolation was
higher in the embryo and meconium samples of group that received the extract. At 10 days of
yield the extract reduced the Salmonella excretion and organs colonization. The extract
reduced the hematocrit and serum cholesterol level. It is concluded that the use of jabuticaba
ethanolic extract in hatching eggs is not feasible.

Keywords: embryos, hatchability, jabuticaba, phytogenics, salmonellosis.
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INTRODUCAO

A penetracdo de Salmonella na casca de ovos férteis pode propiciar a infeccdo do
embrido em formacdo, provocando mortalidade embrionaria e pés-ecloséo®. Além disso, a
presenca de Salmonella durante a incubacdo pode favorecer a disseminagdo do agente para
outros setores da granja, atingindo aves em crescimento e, eventualmente, carcacas
processadas e o0 consumidor?.

Salmonella Heidelberg é citado como o quarto sorovar mais isolado em carnes
comercializadas e racdes de animais nos Estados Unidos®. No Brasil, este sorovar é um dos
mais envolvidos com surtos de intoxicacdo alimentar devido ao consumo de carne de frango e
ovos contaminados®. Embora a maioria das infeccBes em humanos causada por Salmonella
Heidelberg produza quadros leves a moderados, em determinadas situagcbes pode ocorrer
complicacdes graves como septicemia, miocardite, infeccdes extraintestinais e morte>®.

Neste contexto, 0 emprego das substancias bioativas derivadas das plantas contra
a invasdao de microrganismos patogénicos em ovos férteis pode ser promissor devido a
atividade antimicrobiana que apresentam. O Brasil, pela sua rica biodiversidade e condicdes
climaticas favoraveis a agricultura e fruticultura possui grande potencial para o
desenvolvimento destas novas tecnologias.

Myrciaria cauliflora é uma espécie arborea, membro da familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como jabuticaba. A espécie esta presente em regifes de clima
temperado, como a Australia, noroeste da india e América do Sul. A planta sobrevive em
Vérios tipos de solo, e no Brasil pode ser encontrada desde o Para ao Rio Grande do Sul®***.

Durante o beneficiamento dos frutos da jabuticabeira para producdo de sucos,
sorvetes, geleias, fermentados, destilados, compotas, licor e vinagre, as cascas e sementes sao
desprezadas, representando aproximadamente 50% do fruto. Sabe-se que essas partes da
planta sdo ricas em compostos polifendlicos, como as antocianinas (glicosideos penidinicos) e
agliconas (cianidinas), taninos, isoquercitrina, miricetina e acido elagico, as quais possuem
grande potencial antimicrobiano®*™.

Apesar de possuir uma ampla variedade de substancias antimicrobianas no residuo
dos frutos da jabuticaba, ainda sdo poucos os estudos que avaliam a sua atividade sobre
microrganismos. Estudo realizados in vitro j& descreveram a inibi¢do do crescimento de cepas
de Klebsiella pneumoniae'®, Staphylococcus aureus e Escherichia coli*’.

Contudo, sabe-se que grande parte dos metabdlitos secundarios vegetais podem

apresentar propriedades toxicas, promovendo alteracbes fisiologicas temporarias ou
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permanentes nos animais, principalmente ao afetar o funcionamento de 6rgdos importantes
como o figado, que é fonte de varios componentes do soro sanguineo, como ureia, albumina e
vérios fatores de coagulacdo®®’®. Além disso, a avaliagio dos parametros hematoldgicos e
soroldgicos é (til para o diagndstico de condigdes patoldgicas. Ndo ha relatos na literatura sobre a
inducdo de alteracbes soroldgicas ou hematoldgicas promovidas pelo extrato etandlico de M.
cauliflora, o que é de fundamental importancia para que se possa assegurar niveis seguros da
utilizacdo deste produto nos animais.

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo avaliar os efeitos do extrato
etanolico de cascas e sementes de M. cauliflora sobre Salmonella Heidelberg
experimentalmente inoculada na casca de ovos férteis de frangos de corte e na saude dos

pintos eclodidos até os 10 dias de idade.
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MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no Nucleo Experimental de Doencas de Aves e no
Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria, Setor de Medicina
Preventiva da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG).
O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais/CEUA — UFG sob o n° 107/2015.

Delineamento Experimental

Foram utilizados 320 ovos férteis da linhagem Cobb 500, obtidos de granja de
matrizes em inicio de producédo, localizada na regido Centro-Oeste do Brasil, que foram
transportados em condi¢Ges ambientais ao Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de
Medicina Veterinaria, onde foram identificados e distribuidos em delineamento inteiramente
causalisado em quatro tratamentos com oito repetigdes com 10 ovos por repeticao.

Os tratamentos adotados foram: T1 — inoculado com solucédo salina a 0,85% na
casca — controle negativo (CN); T2 — inoculado com o extrato vegetal na casca (EJ); T3 —
inoculado com Salmonella Heidelberg na casca (SH); T4 — inoculado com Salmonella

Heidelberg e com extrato vegetal na casca (SH + EJ).

Preparacao do indculo

O in6culo foi elaborado com Salmonella Heidelberg obtida de amostras
provenientes de frangos de corte isoladas pelo Laboratério de Bacteriologia, da Escola de
Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias e tipificada pelo Laboratério
FIOCRUZ-RJ.

A cepa foi replicada em agar verde brilhante e incubada a 37°C por 24 horas. Em
seguida, as células foram suspensas em solucdo salina tamponada a 0,85%, mantida a 4°C e
em uma concentragdo de 3,8 X 10" UFC/mL, ajustada com auxilio da escala de Mac Farland®
e confirmada por plaqueamento das dilui¢bes decimais seriadas em agar verde brilhante, com

posterior incubacdo a 37°C por 24 horas.

Obtencdo do extrato etandlico de cascas e sementes Myrciaria cauliflora

O extrato liquido padronizado em compostos fenolicos da jabuticaba foi
processado no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia —
UFG. O residuo utilizado nessa pesquisa foi o subproduto da producéo de fermentado de

jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O Berg.], composto basicamente de sementes e
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cascas dos frutos, gentilmente cedidos pela Vinicola Jabuticabal, situada no municipio de
Hidrolandia/GO (16° 55" 32.35" S 49° 21" 39.76" W). O residuo foi dessecado a 40 °C em
estufa com circulacéo de ar. Em seguida, a amostra foi moida em moinho de facas com tamis
numero 100 (150 um) e o pd resultante do material vegetal devidamente acondicionado em
sacos plasticos e armazenados a uma temperatura de -10°C.

O extrato hidroalcoolico foi obtido por percolacdo empregando como solvente
alcool a 45% (v/v). O processo extrativo foi constituido por trés etapas: 1 - pré-
intumescimento: durante um intervalo de 2 h com a proporcao de 1 Kg do material vegetal
com 3 L da mistura hidroalcodlica; 2 — repouso: a mistura anteriormente preparada foi
deixada em repouso durante 24 h, fase conhecida como maceracdo intermediaria; 3 —
empacotamento: transferéncia do material anterior para um percolador de 10 L, completando
o volume com a mesma mistura hidroalcodlica e percolagio com um fluxo de

aproximadamente 0,2 mL/min?.

Andlises anteriores realizadas por Moreira?’ revelaram que o extrato etanélico de
cascas e sementes de jabuticaba utilizado no presente estudo apresentou 14,26% de fenois
totais, 5,12% de taninos, 28,23% de flavonoides, 2,10% de proteina e 1,75% de extrato etéreo,
além de &cidos graxos saturados miristico (0,52%), palmitico (26,65%) e estearico (2,92%);
monoinsaturados palmitoléico (1,22%) e oléico (11,12%); e poli-insaturados linoléico
(39,15%) e linolénico (8,21%). A concentracdo do &cido eldgico foi determinada pelo método

de cromatografia de alta eficiéncia (CLAE), que indicou 130,02 + 0,62 pug/mL do extrato.

Inoculacgédo dos ovos

Os ovos foram acondicionados em quatro incubadoras artificiais, modelo IP130 —
Premium Ecolégica, com capacidade para 120 ovos por maquina, viragem automatica a cada
quatro horas e circulacdo de ar forcada através de ventilador. A temperatura de incubacéo foi
ajustada para 37,0 — 37,5°C e umidade relativa para 62 a 68%, de acordo com French®. Para
evitar possiveis contaminacBes cruzadas, 0os ovos dos grupos contaminados e néo
contaminados foram mantidos em salas separadas, com condigdes ambientais semelhantes.

Os procedimentos de inoculagdo foram realizados ao 11° dia de incubagédo, com
material esterilizado e em cdmara de seguranca bioldgica classe 1. Antes da inoculacgdo, foi
realizada a ovoscopia de cada ovo e foram retirados do experimento aqueles que néo
apresentaram embrides viaveis. Nos tratamentos EJ e SH + EJ, inicialmente, os ovos foram

impregnados com 0,3 mL do extrato vegetal com o auxilio de uma pipeta automatica, que foi
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espalhado pela superficie do ovo com as médos revestidas com luvas. Apos a secagem do
extrato, procedeu-se a inoculacdo com solucdo salina tamponada estéril a 0,85% ou com
Salmonella Heidelberg, seguindo 0 mesmo procedimento adotado para os demais tratamentos.

Os ovos inoculados na casca com Salmonella Heidelberg foram expostos ao
indculo por contato com as mé&os revestidas com luvas descartaveis, simulando uma possivel
contamina¢do cruzada. Com o auxilio de pipeta automética, 0,3 mL de solucdo salina
tamponada a 0,85% contendo 3,8 x 10’ UFC/mL foi depositado nas méos revestidas com as
luvas. Cada ovo foi mantido por um periodo de 20 segundos nas luvas contaminadas para que
a superficie fosse umedecida. O mesmo foi feito com os ovos do grupo CN empregando-se a

solugéo salina esterilizada a 0,85%.

Anélise do meconio

Apds a eclosdo dos pintos provenientes de ovos inoculados e controles, foram
colhidos os mecoénios por suabe cloacal ou por compresséo na regido dorso-ventral dos cecos.
Foi empregada a analise proposta em Georgia Poultry Laboratory®*. As amostras de meconio
foram incubadas em caldo selenito cistina a 37°C por 24 horas. Com auxilio de uma alca de
niquel-cromo, aliquotas do caldo foram plagueadas por esgotamento em estrias para meios
seletivos (agar McConkey, Hektoen e &gar Verde Brilhante) e incubados a 37°C por 24 horas.

A leitura foi realizada através de UFC com caracteristicas morfoldgicas de
Salmonella. De trés a cinco UFC por placa foram transferidas individualmente para tubos
contendo &gar Triplice Acucar Ferro (TSI) e incubadas a 37°C por 24 horas. Os tubos de TSI
com crescimento sugestivo de Salmonella foram submetidos ao teste de urease, producgéo de
indol e H,S, vermelho metila, motilidade, lisina descarbozilase, teste do malonato e citrato.
Isolados com reagBes bioguimicas compativeis com Salmonella foram submetidos ao teste
sorolégico com soro polivalente anti-O e remetidos a Funda¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)

em &gar nutriente para confirmacéo do sorovar isolado

Rendimento de incubacéo
A eclodibilidade de ovos foi calculada pelo nimero de ovos eclodidos

multiplicado por 100, dividido pelo nimero de ovos férteis.

Embriodiagnostico
Apos 504 horas de incubacdo, os ovos que ndo eclodiram foram submetidos ao

embriodiagnostico para determinacdo do periodo de mortalidade embrionéria.
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Aproximadamente 15% dos embrides de cada tratamento foram coletados para pesquisa de
Salmonella que foi realizada de acordo com o proposto em Georgia Poultry Laboratory®,
conforme ja descrito.

O periodo de mortalidade foi considerado de acordo com as descrigdes:
mortalidade intermediéria (M2) com embrifes mortos de cinco a 17 dias; mortalidade tardia
(M3) com embrides mortos de 18 a 21 dias; e mortalidade total (MT), resultado da soma das
mortalidades intermediaria e tardia. A mortalidade inicial (embriGes mortos até sete dias) ndo
foi considerada neste estudo, ja que 0s ovos receberam os tratamentos somente no 11° dia de

incubacéo.

Alojamento das aves

As aves nascidas oriundas dos ovos inoculados e ndo inoculados foram mantidas
em alojamentos separados de acordo com 0s quatro tratamentos ja descritos, em quatro
repeticbes com uma ave em cada. Os animais foram mantidos em baterias de ago galvanizado
com quatro andares, equipadas com comedouros e bebedouros do tipo lineares e bandejas
para retirada de excretas, mantendo-se a mesma ambiéncia entre eles. As baterias foram
aquecidas com lampadas incandescentes (uma por andar) de 60 W até os 10 dias de idade.

Durante todo o periodo experimental, as aves receberam alimentacdo e agua ad
libitum. A racdo pré-inicial utilizada durante o experimento foi a base de milho moido e farelo
de soja, sem adicdo de promotores de crescimento e formulada de acordo com as

recomendacdes Rostagno et al.?*.
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TABELA 1 - Composi¢do percentual da ragdo experimental fornecida as aves durante o periodo
experimental (1 - 10 dias de idade)

Ingredientes (g/kg) Pré-inicial (1-10 dias) Nutrientes***
Milho gréo 554,03 EM (kcal/kg) 2.950
Farelo de soja (45%) 38,20 PB (%) 22,20
Oleo de soja 20,83 Ca (%) 0,92
Calcério 9,40 P disp (%) 0,47
Fosfato bicalcico 19,07 Na (%) 0,22
Sal comum 5,07 Lis Total (%) 1,31
L-treonina 1,14 Met+ Cis Total (%) 0,94
L-lisina HCL 2,90 Met Total (%) 0,65
DL-metionina 3,63
Premix vitaminico* 1,00
Premix mineral** 0,50
Inerte (amido) 1,00

* Suplemento vitaminico (niveis de garantia por kg do produto): vit. A, 1.680.000 Ul; vit.D 3, 400.000 Ul; vit. E, 3500 mg;
vit. K, 360 mg; vit. B1, 436,50 mg; vit. B2, 1.200 mg; vit. B6, 624 mg; vit. B12, 2.400mcg; ac. Folico, 200 mg; &c.
pantoténico, 3.120 mg; niacina, 8.400 mg; biotina, 10.000 mcg.

** Suplemento mineral (niveis de garantia por kg do produto): zinco, 17.500 ppm; ferro, 12.500 ppm; cobre, 2.000 ppm;
iodo, 187,50 ppm; selénio, 75 ppm.

*** EM: energia metabolizavel; PB: proteina bruta; Ca: célcio; P disp: fosforo disponivel; Na: sédio; Lis: lisina; Met+Cis:
metionina+cistina; Met: metionina.

Pesquisa de Salmonella em 6rgéos e fezes

Aos 10 dias de idade foi realizada a eutandsia de uma ave por repeticao,
totalizando quatro aves por tratamento. Os animais foram previamente submetidos a jejum
alimentar de oito horas e insensibilizados por inalacdo de CO; para posterior sangria através
da seccdo da artéria femoral Foram coletadas amostras de figado, baco, tonsila cecal,
contelido intestinal e saco da gema para proceder a pesquisa de Salmonella que foi realizada

de acordo com o proposto em Georgia Poultry Laboratory® conforme anteriormente descrito.

Bioquimica sérica e parametros hematologicos

Paralelamente, foram coletados 5 mL de sangue por venopuncdo na regido
coxofemoral, dos quais 4 mL foram acondicionados em tubo sem anticoagulante contendo
acelerador de retracdo de coagulo e gel de separacdo para realizacdo da bioquimica sérica e
1 mL foi transferido para tubo comercial contendo anticoagulante fluoreto de sédio e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) K3 para hematdcrito e hemoglobina. As analises foram
realizadas no Laboratorio Multiuso da Pos- graduacdo da Escola de Veterinaria e Zootecnia -
UFG.

A determinacdo dos teores séricos de proteina total, albumina, globulina,
triglicerideos, glicose, colesterol, aspartato aminotransferase (AST), gama glutamil
transferase (GGT), creatinina, acido drico e ureia foi realizada a partir das aliquotas de soro
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obtidos dos tubos com sangue sem anticoagulante apds centrifugacdo a 2800 rpm. As
aliquotas foram organizadas em tubos de polipropileno, tipo Eppendorf e congelados até o
momento da analise a - 20°C. Todas as analises bioquimicas foram realizadas com Kit
comercial Labtest® em analisador automatico Wiener Lab® CM 200. Também foram
determinados os teores séricos de creatinina mediante a utilizagdo de kits comerciais
(Labtest®). As leituras foram realizadas no analisador bioquimico semi-automético Bio®
2000. Para a determinac&o de globulina foi realizado o calculo da diferenca entre as proteinas
totais e albumina. A atividade da AST foi determinada pelo método ultravioleta (UV)
otimizado, sem piridoxal fosfato, a GGT pelo método cinético utilizando-se como substrato
glutamil-p-nitroanilida.

A contagem do nimero de eritrocitos e leucdcitos foi realizada pelo método do
hemocitdmetro, em Camara de Neubauer, com solucéo de Natt e Herrick?®. A concentragdo de
hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da cianometahemoglobina com leitura
colorimétrica realizada em espectrofotdmetro semiautomético modelo BIO 2000
(BIOPLUS®), onde foi utilizado o kit comercial (Doles®) conforme as recomendacdes de
Santos®. A percentagem de hematécrito (Htc) foi determinada pelo método do

1.8, Posteriormente, foram

microhematdcrito, de acordo com Santos®’ e Goldenfarb et a
calculados os indices hematimétricos: Volume Corpuscular Médio [VCM = (Htc x
10)/eritrécitos]; Hemoglobina Corpuscular Média [HCM = (Hb x 10)/eritrécitos]; e
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média [CHCM = (Hb/Htc) x 100], conforme
Wintrobe®. A contagem diferencial de heteréfilos, linfocitos e plaquetas foi obtida mediante
leitura dos esfregacos sanguineos corados com corante hematolégico Pandético rapido,

realizada em microscépio utilizando-se aumento 100 x em éleo de imerséo.

Anélise Estatistica

Os resultados de eclodibilidade, mortalidade embrionaria, contagem de heterdfilos
e linfécitos e pardmetros bioquimicos sanguineos e hematoldgicos foram submetidos a anélise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Para 0s estudos de
colonizacdo de Salmonella Heidelberg em amostras de embrides e pintos foi utilizado o teste
de % Para realizar as analises estatisticas foi empregado o programa estatistico R, versdo
3.2.2%,
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estdo demonstrados os resultados de eclodibilidade e mortalidade
embrionaria.

TABELA 2 — Valores médios para os parametros de incubagdo em cada um dos tratamentos
experimentais

Variaveis *CN EJ SH SH +EJ P CV (%)
Eclodibilidade % 85,71° 11,25 835 10,0°  <0,001 22,10
Mortalidade Intermediaria (%) 428" 7375° 1,25 72,50°  <0,001 26,99
Mortalidade Tardia (%) 10 6,25 15 10 0,4085 98,43
Mortalidade Embrionaria Total (%) 14,28° 80,0° 16,25° 82,5 0,001 25,60

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Como consta na Tabela 2, houve efeito (P<0,05) da adicdo do extrato vegetal
sobre a eclodibilidade, mortalidade embrionaria, independente da inoculacdo com Salmonella.
Também nota-se que o agente inoculado ndo influenciou nenhum dos parametros analisados
(P>0,05), visto que o grupo que somente recebeu a bactéria (SH) apresentou resultados
semelhantes aos do grupo controle (CN).

Apbs a aplicacdo do extrato vegetal na casca notou-se a formacédo de uma pelicula
viscosa de dificil secagem (Figura 1), que provavelmente ocluiu 0s poros presentes na mesma.
Essa obstrucdo pode ter impedido as trocas gasosas entre o ambiente e 0 embrido, 0 que

provavelmente provocou os altos indices de mortalidade embrionéria e a baixa eclodibilidade.

FIGURA 1 — Aparéncia dos ovos ap6s a aplicacdo do extrato
etandlico de cascas e sementes de jabuticaba.
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Esta justificativa encontra respaldo nos estudos de Christesen et al.*!, os quais
afirmaram que embrido respira através da difusdo do O, pelos inimeros microporos presentes
na casca, mecanismo biologico denominado condutancia da casca, que determina a
quantidade de energia destinada ao embrido, as perdas de agua e de calor, e ainda a maturacao
dos seus tecidos e inicio da eclosdo. Como a conduténcia da casca foi afetada pelo extrato, o
desenvolvimento dos embrides foi prejudicado, com mortalidade acima de 70% entre 11° e
13° dia de incubacéo.

Conforme observado nas Tabelas 3 e 4, Salmonella ndo foi isolada nem nas
amostras dos grupos controle negativo (CN) e nem nas que receberam apenas o extrato de
jabuticaba (EJ), o que certifica que ndo houve contaminagdo cruzada entre os tratamentos
inoculados e ndo inoculados com Salmonella Heidelberg.

TABELA 3 — Frequéncia de isolamento de Salmonella Heidelberg em amostras de embrides e
mecoénio de pintos recém-eclodidos de cada um dos tratamentos experimentais

Tratamentos* Embrices Meconio
(%) (%)

CN 0 0

EJ 0 0

SH 66,7 14,3

SH + EJ 71,4 80,0

P valor** 0,004 0,0404

* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.
**Teste do qui-quadrado de Pearson

A presenca de Salmonella nos embrides e meconio dos tratamentos que receberam
o0 inéculo bacteriano comprova que o0 agente penetrou pela casca, transpds 0s mecanismos de
defesa e se disseminou pelas diferentes estruturas do ovo fértil, permanecendo viavel até a
eclosdo dos pintos. Estes resultados encontram respaldo em Raghiante®?, que observou a
migracdo da Salmonella Heidelberg para as estruturas internas do ovo de mesa apds 168 horas
do contato com a casca.

Ao comparar 0s resultados dos tratamentos, verifica-se que os embrides (P=0,004)
e meconio dos pintos (P=0,0404) do grupo inoculado que recebeu o extrato (SH + EJ)
obtiveram maior frequéncia de isolamento que o grupo controle positivo (SH). Este resultado
sugere que o extrato facilitou a entrada do microrganismo pelos poros da casca. No presente
estudo foi observado que, durante a aplicacdo do extrato sobre 0s ovos, sua secagem foi lenta

(devido seu carater viscoso). O maior tempo demandado para sua completa secagem pode ter
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aumentado a umidade na superficie do ovo, o que de acordo como Humphrey et al.*

, pode
favorecer o processo de penetragdo de microrganismos através da casca.
As frequéncias de isolamento de Salmonella Heidelberg em amostras de figado,

baco, fezes e saco da gema encontram-se descritas na Tabela 4.

TABELA 4 — Frequéncia de isolamento de Salmonella Heidelberg em amostras de figado, baco, fezes
e saco da gema de pintos aos 10 dias de idade de cada um dos tratamentos
experimentais

Tratamentos* Figado Baco Fezes Saco da gema
(%) (%) (%) (%)

CN 0 0 0 0

EJ 0 0 0 0

SH 100,0 100,0 71,4 71,4

SH+EJ 80,0 80,0 40,0 60,0

P valor** 0,0065 0,0065 0,1395 0,1499

* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.
**Teste do qui-quadrado de Pearson

Aos 10 dias de idade, nota-se que as frequéncias do isolamento de Salmonella no
figado e baco das aves que receberam o extrato etan6lico de jabuticaba na casca (SH + EJ) foi
menor (P=0,0065) quando comparada as do grupo apenas inoculado com a bactéria (SH), o
que indica um provavel efeito antimicrobiano do extrato utilizado.

Estudos j& relataram a atividade antimicrobiana de diferentes partes de M.

4
|3

cauliflora. Macedo-Costa et a observaram a atividade antibacteriana do extrato

hidroalcodlico das folhas sobre cepas de Streptococcus mitis, S. mutans, S. sanguini, S. oralis,

S. salivarus e Lactobacillus casei. Também Hacke et al.*®

verificaram que extrato bruto
liofilizado das sementes inibiu o crescimento de Salmonella Typhimurium, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. A atividade
antimicrobiana observada deve-se aos compostos fendlicos existentes na jabuticaba, como 0s
elagitaninos e o seu derivado, o &cido elagico, que atuam sobre a integridade da membrana
celular bacteriana e sobre enzimas e ions metalicos necessarios ao metabolismo do
microrganismo*,

Aos 10 dias de idade foram coletadas amostras de sangue para a determinacao dos

perfis bioquimico sanguineo e hematoldgico (Tabelas 5, 6, 7 € 8).
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TABELA 5 — Valores de &cido Urico (AU), creatinina (CREA), aspartato aminotransferase (AST) e
gama glutamil transferase (GGT) de cada um dos tratamentos experimentais

UIERETIEI S (m@/LcJI L) (ﬁg/iﬁ) (CEI) (SSI)
CN 10,38* 0,17° 165,13" 11,11
EJ 6,02° 0,24% 145,04° 11,04
SH 12,73 0,21%* 203,51 13,22
SH + EJ 13,98 0,31° 205,85 12,11
CV(%) 37,61 27,32 11,95 29,83
P valor 0,0085 0,0246 <0,001 0,63

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Os niveis séricos de &cido Urico, creatinina, AST e GGT encontrados em todos 0s

39-42

tratamentos estdo dentro da normalidade para aves sadias Estes resultados sdo

semelhantes aos encontrados por Alezando et al.**

, que ndo detectaram qualquer alteracdo nos
niveis de creatinina e ureia de ratos alimentados com os frutos da jabuticaba por 40 dias.

Conforme descrito na Tabela 5, a aplicagdo do extrato na casca reduziu a
quantidade de &cido drico plasmatico, quando comparado aos demais tratamentos. Segundo
Hochleithner®’, Capitelli e Costa®, redugdes no acido Urico sérico sdo raros e geralmente
estdo relacionados as lesbes hepaticas severas que interferem na producgdo do &cido drico, ja
que a maior parte deste metabdlito é sintetizado pelo figado. No entanto, ndo houve indicios
de lesdo hepatica, pois 0s niveis de creatinina e AST encontrados em todos os tratamentos
foram considerados normais.

Mesmo apresentando-se normais, a média dos valores séricos de AST detectados
nas aves dos tratamentos inoculados (SH e SH + EJ), foram significativamente superiores aos
demais tratamentos (P<0,05). Este dado sugere que a inoculacdo com Salmonella Heidelberg
ndo provocou danos suficientes para promover lesdo hepéatica detectavel pelos testes
bioquimicos, porém produziu algum efeito deletério nos hepatdcitos®.

Os valores séricos de creatinina também apresentaram-se aumentados nas aves
que receberam a inoculagéo e o extrato vegetal na casca (SH + EJ), mas ainda se mantiveram
dentro dos padrdes considerados normais para a espécie. Nas aves, a creatinina tem pouco
valor diagndstico, uma vez que seu precursor, a creatina, é excretada pelos rins antes de se

transformar em creatinina®®.
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TABELA 6 - Valores de proteinas totais (PROT), albumina (ALB), globulina (GLOB) e colesterol
total (COL) de cada um dos tratamentos experimentais

- N R R 3
CN 3,36 1,81 1,44° 187,35°
EJ 3,41 1,76 1,55 149,70°
SH 3,62 1,91 1,77° 189,30°
SH + EJ 3,85 1,78 2,22° 236,02
CV(%) 10,05 16,53 7,99 12,96
P 0,1041 0,8075 <0,001 <0,001

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Observa-se na Tabela 6 que os valores de proteinas séricas totais situaram-se entre
3,36 — 3,85 g/dL e, portanto, encontram-se dentro da normalidade para a espécie*. Os valores
de albumina também ndo sofreram qualquer alteracdo causada pela inoculagdo com
Salmonella ou pela adi¢éo do extrato (P>0,05).

Os valores médios de globulina detectados foram superiores no grupo que
recebeu a bactéria e o extrato na casca (SH + EJ) (P<0,05). Isto indica a ocorréncia de uma
resposta imune contra a bactéria inoculada, ja que as imunoglobulinas (fracdo do grupo das
globulinas) séo produzidas pelos plasmdcitos durante o processo infeccioso e sao
fundamentais para reduzir a invasao e colonizacdo do intestino e 6rgdos extra-intestinais por
Salmonella*’*,

A resposta imune pode ter sido potencializada pela presenca do extrato, visto que
as aves que receberam o extrato juntamente com a inoculacdo (SH + EJ) obtiveram niveis
médios de globulina superiores aos apresentados pelas aves que somente receberam a bactéria
(SH). A menor frequéncia de isolamento de Salmonella no figado e bago das aves deste grupo
(Tabela 4) indica que o incremento da resposta imunoldgica promovido pela adicdo do extrato
na casca foi eficaz para controlar o patdgeno apos a eclosdo das aves. Esta afirmacéo encontra

respaldo em Abuelsaad et al.*°

que em seu estudo observaram que o acido elagico foi capaz de
aumentar os niveis de IgM anti-LPS no soro sanguineo de ratos infectados com Aeromonas
hidrophyla.

Neste trabalho, os niveis plasmaticos de colesterol total detectados apresentaram-
se normais para a espécie®®. Entretanto, as aves que receberam somente o extrato via casca
obtiveram valores médios de colesterol inferiores aos demais tratamentos (P<0,05). Resultado

43
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semelhante foi relatado por Alezandro et al.™ que detectaram menores valores de colesterol
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total em ratos alimentados com cascas de jabuticaba liofilizadas. Segundo os autores, a
reducdo do colesterol se deve a inibicdo da lipase pancreatica, demonstrada in vitro em seu
estudo.

Situacdo inversa foi observada nas aves do grupo que recebeu o extrato
juntamente com a inoculagdo, nas quais houve aumento dos niveis do colesterol total

(P<0,05). O figado sintetiza 4cidos biliares a partir do colesterol®

, portanto, uma maior
quantidade desta gordura no soro pode indicar uma incapacidade dos hepatdcitos em realizar
essa sintese. Desse modo, a inoculacdo juntamente com a adic¢do do extrato pode ter causado
algum grau de lesdo hepatica, mesmo nao sendo detectada pelas analises bioquimicas do soro

sanguineo.

TABELA 7 — Valores de contagem de hemécias (Hm), hemoglobina (Hb), hematécrito (Ht), volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) de cada um dos tratamentos experimentais

Hm Hb Ht VCM HCM CHCM
Tratamentos™ (milhGes/ulL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (%)

CN 2,25 6,94 30,33% 136.57 30,14 22,13
EJ 2,23 6,56 28,29 128,04 29,77 23,22
SH 2,26 7,12 32,14° 143,06 31,79 22,12
SH+EJ 2,26 7,07 31,60% 140,14 31,35 22,4
CV(%) 8,05 9,92 7,18 12,71 14,66 5,38
P 0,9961 0,4456 0,019 0,4303 0,8209 0,3063

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

As aves que receberam somente o0 extrato etanolico na casca apresentaram valor
de hematdcrito inferior aos demais tratamentos. O hematdcrito expressa a proporcao do
volume da parte corpuscular no sangue, tornando um indicador de anemia, caso esteja abaixo
de limite, ou desidratacdo, se houver um aumento em seu valor™. Em aves clinicamente
saudéveis, o hematdcrito pode variar entre 30,6 — 37%°2, desse modo, este resultado pode
indicar que algum componente presente no extrato tenha provocado algum dano aos

eritrocitos. Esta afirmacdo encontra respaldo em Kawai et al. ** e Scalbert et al.**

, que
demonstraram que alguns fitoquimicos presentes em vegetais, como as saponinas e taninos

podem provocar hemdlise e precipitacdo de proteinas.
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CONCLUSAO

A utilizacdo da forma liquida do extrato etandlico de cascas e sementes de M.
cauliflora no controle de Salmonella Heidelberg em casca de ovos férteis ndo é viavel devido
a intensa mortalidade embrionéria que promove. Nos pintos de 10 dias de idade, o extrato
vegetal reduz a colonizagdo de 6rgdos pela bactéria inoculada, entretanto teve efeito negativo

sobre o hematécrito.
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CAPITULO 4 - EFEITOS DO EXTRATO ETANOLICO DE JABUTICABA (Myrciaria
cauliflora) COMO ADITIVO ALIMENTAR EM FRANGOS DE CORTE
EXPERIMENTALMENTE INOCULADOS COM Salmonella HEIDELBERG

RESUMO: Objetivou-se com este estudo investigar os efeitos da suplementacdo do extrato
etanolico de cascas e sementes de Myrciaria cauliflora sobre o desempenho e caracteristicas
intestinais de frangos de corte inoculados com Salmonella Heidelberg e criados até os 28 dias
de idade. Foram utilizados 336 pintos machos de um dia de idade distribuidos em
delineamento inteiramente ao acaso em quatro tratamentos com sete repeticdes cada: CN —
grupo controle negativo, que recebeu solucdo salina esterilizada a 0,85% via ingluvio; EJ —
grupo que recebeu apenas o extrato vegetal na ragdo; SH — grupo que recebeu o in6culo
bacteriano via ingluvio; e SH + EJ — grupo que recebeu o in6culo bacteriano via ingluvio e o
extrato vegetal na racdo. A suplementacdo com o extrato vegetal ndo influenciou as variaveis
de desempenho e aumentou a excrecao de Salmonella nas aves inoculadas aos 11 e 28 dias de
idade. Salmonella reduziu a altura das vilosidades jejunais aos 28 dias. Conclui- se que a
utilizacdo do extrato etandlico de jabuticaba ndo afeta o ganho de peso, conversdo alimentar,
peso médio, altura de criptas e vilosidades e peso intestinal, entretanto aumenta a excrecdo de
Salmonella Heidelberg.

Palavras-chave: excrecéo, fitogénicos, ganho de peso, histomorfometria, salmonelose.
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CHAPTER 4 - EFFECTS OF ETHANOLIC EXTRACT OF JABUTICABA (Myrciaria
cauliflora) AS FOOD ADDITIVE IN BROILER CHICKENS EXPERIMENTALLY
INOCULATED WITH Salmonella HEIDELBERG

Abstract: The objective of this study was to investigate the effects of ethanolic extract of
peels and seeds by Myrciaria cauliflora supplementation in performance and intestinal health
of broilers inoculated with Salmonella Heidelberg and reared until 28 days of age. 336 one-
day-old male chicks distributed in a completely randomized design with four treatments each
and seven replications: CN - negative control, which received sterilized saline solution at
0.85% in crop; EJ - group that fed only with vegetal extract; SH - group that received the
inoculum bacterial in crop; and SH + EJ - group that received bacterial inoculum in crop and
fed with herbal extract in the diet. The supplementation with herbal extract did not influence
the performance and increased the Salmonella excretion in inoculated birds with 11 and 28
days of age. Salmonella reduced the jejunal villi height at 28 days. It is concluded that use of
ethanolic extract of jabuticaba does not affect the weight gain, feed conversion, average
weight, histomorphometry and intestinal biometry, but it increases of Salmonella Heidelberg
excretion.

Keywords: excretion, histomorphometry, phytogenic, salmonellosis, weight gain.
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INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas foram empregados diversos aditivos na dieta de frangos de
corte com o intuito de aumentar os indices zootécnicos. Estas suplementacdes incluiam a
adicao de baixas dosagens de antibioticos como melhoradores de crescimento, que resultaram
em mudancas consideraveis na microbiota intestinal e, consequentemente, no aumento do
ganho de peso e eficiéncia alimentar das aves. Entretanto, a proibi¢do do uso destes aditivos
pela Unido Europeia (Regulamento CE n° 1831/2003) prejudicou o desenvolvimento dos
animais e aumentou a frequéncia de patologias entéricas™™.

Neste contexto, tornou-se fundamental a busca por novos aditivos que venham
substituir satisfatoriamente os antibioticos melhoradores de desempenho. Dentre essas
alternativas, destacam-se os aditivos fitogénicos, que sdo compostos derivados de plantas que
sdo adicionados a dieta dos animais. O principal beneficio da suplementacdo dos animais com
os fitogénicos envolve os impactos positivos que podem causar em sua salde, agindo na
microbiota intestinal controlando o crescimento de microrganismos patogénicos, diminuindo
a producdo de aménia, proporcionando maior producdo de muco no intestino e melhorando a
capacidade digestiva do animal®”.

Myrciaria cauliflora (Mart) O. Berg é uma espécie arbdérea de pequeno porte da
familia Myrtaceae. Estd amplamente disseminada na América do Sul, principalmente no
Brasil, onde é conhecida popularmente como jabuticaba paulista ou acu. Analises
fitoquimicas nos frutos detectaram a presenca de compostos volateis, antocianinas e

8-10

flavonoides Elagitaninos como estrictinina, casuarina, pedunculagina, vescalagina e

10,11

castalagina, entre outros também foram identificados e possuem diversas propriedades

bioldgicas. Alguns estudos realizados com diversas partes da espécie apontaram potencial
antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos****,

Os elagitaninos, um dos principais fitoquimicos presentes na jabuticaba, podem
modular a microbiota intestinal, aumentando a populacdo de lactobacilos e bifidobactérias,
gue sdo grupos bacterianos associados a varios efeitos benéficos a salde, nos niveis celulares
e sisttmicos. Além disso, ao estimular o crescimento de bactérias benéficas, os elagitaninos
inibem o estabelecimento de microrganismos potencialmente patogénicos no IUimen
intestinal™.

Mesmo com a grande variedade de compostos de interesse farmacologico existentes
nos residuos de jabuticaba, sdo escassos 0s estudos sobre sua atividade antimicrobiana sobre

microrganismos patogénicos. Dentre os patdgenos de carater zoonotico de grande importancia
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para a salde publica, destacam-se os sorovares paratiféides pertencentes ao género
Salmonella, que sdo conhecidos mundialmente por serem 0s principais agentes responsaveis
por doencas transmitidas por alimentos ao homem®. No Brasil, Salmonella Heidelberg foi
identificado como um dos sorovares frequentemente isolado em surtos de intoxicagédo
alimentar pelo consumo de ovos e produtos a base de carne de frango, e atualmente, é
considerado um sorovar emergente, sendo o terceiro mais isolado em granjas comerciais™>™’.
Diante disso, objetivou-se com este trabalho avaliar a inclusdo do extrato etandlico do
residuo industrial de jabuticaba na racédo sobre o desempenho e saude intestinal de frangos de

corte experimentalmente inoculados com Salmonella Heidelberg.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Nucleo Experimental de Doencas de Aves e
Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria, Setor de Preventiva
da Escola de Veterinéaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG).

O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais/CEUA — UFG sob o n° 107/2015.

Delineamento experimental

No experimento foram utilizados 336 pintos de corte de um dia de idade, machos
da linhagem Cobb 500, os quais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado
em quatro tratamentos com sete repeticGes cada e alojados, até os 28 dias de idade, em grupos
de 12 aves por unidade experimental. As aves foram pesadas e alojadas conforme o seguinte
delineamento: T1 - consistiu o grupo controle negativo (CN); T2 — recebeu apenas o extrato
etandlico de jabuticaba na racdo (EJ); T3 — recebeu o indculo com Salmonella Heidelberg via
inglivio (SH); T4 — recebeu o indculo com Salmonella Heidelberg via inglavio e extrato
etanolico na racdo (SH + EJ).

As aves inoculadas e ndo inoculadas foram mantidas em alojamentos separados,
em baterias de aco galvanizado com quatro andares, equipadas com comedouros e bebedouros
do tipo lineares e bandejas para retirada de excretas, mantendo-se a mesma ambiéncia entre
eles. As baterias foram aquecidas com lampadas incandescentes (uma por andar) de 60 W até
0s 14 dias de idade.

Preparacao do indculo e inoculacéo das aves

O inéculo foi elaborado com Salmonella Heidelberg isolada de amostras
provenientes de frangos de corte e concedida pelo Laboratério de Bacteriologia, da Escola de
Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias e tipificada pelo Laboratério
FIOCRUZ-RJ.

A cepa foi repicada em &gar verde brilhante e posteriormente mantida em
temperatura de incubacdo de 37°C por 24 horas. Em seguida, as células foram suspensas em
solucdo salina tamponada a 0,85%, armazenada a 4°C. A concentrago de 4,6 x 10’ UFC/mL
foi ajustada com auxilio da escala Mac Farland e confirmada por plaqueamento das diluigdes

seriadas em agar MacConkey, com posterior incubacdo a 37°C por 24 horas e contagem das
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Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de Salmonella Heidelberg, conforme metodologia
proposta por Férnandez et al'®,

A inoculacdo das aves foi realizada com um dia de idade, antes do alojamento.
Com auxilio de um pipetador automatico, cada ave recebeu 0,3 mL de solugdo salina

tamponada a 0,85% via oral, contendo aproximadamente 4,6 x 10’ UFC/mL.

Obtencéo do extrato etandlico de cascas e sementes M. cauliflora

O extrato liquido padronizado em compostos fendlicos da jabuticaba foi
processado no Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia —
UFG. O residuo utilizado nessa pesquisa foi o subproduto da producdo de fermentado de
jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O Berg.], composto basicamente de sementes e
cascas dos frutos, gentilmente cedidos pela Vinicola Jabuticabal, situada no municipio de
Hidrolandia/GO (16° 55" 32.35" S 49° 21" 39.76" W). O residuo foi dessecado a 40 °C em
estufa com circulacdo de ar. Em seguida, a amostra foi moida em moinho de facas com tamis
nimero 100 (150 um) e o p6 resultante do material vegetal devidamente acondicionado em
sacos plasticos e armazenados a uma temperatura de -10°C.

O extrato hidroalcodlico foi obtido por percolacdo empregando como solvente
alcool a 45% (v/v). O processo extrativo foi constituido por trés etapas: 1 - pré-
intumescimento: durante um intervalo de 2 h com a proporcdo de 1 Kg do material vegetal
com 3 L da mistura hidroalcodlica; 2 — repouso: a mistura anteriormente preparada foi
deixada em repouso durante 24 h, fase conhecida como maceracdo intermediaria; 3 —
empacotamento: transferéncia do material anterior para um percolador de 10 L, completando
0 volume com a mesma mistura hidroalcodlica e percolagdo com um fluxo de
aproximadamente 0,2 mL/min®®.

Analises anteriores realizadas por Moreira®® revelaram que o extrato etandlico de
cascas e sementes de jabuticaba utilizado no presente estudo apresentou 14,26% de fendis
totais, 5,12% de taninos, 28,23% de flavonoides, 2,10% de proteina e 1,75% de extrato etéreo,
além de &cidos graxos saturados miristico (0,52%), palmitico (26,65%) e estearico (2,92%);
monoinsaturados palmitoléico (1,22%) e oléico (11,12%); e poli-insaturados linoléico
(39,15%) e linolénico (8,21%). A concentracdo do cido eldgico foi determinada pelo método

de cromatografia de alta eficiéncia (CLAE), que indicou 130,02 + 0,62 pug/mL do extrato.
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Programa alimentar

O programa alimentar foi constituido por trés racGes experimentais diferentes:
pré-inicial (1 — 7 dias), inicial (8 — 21 dias) e crescimento (22 — 28 dias), formuladas de
acordo com a composicao dos alimentos e exigéncias nutricionais propostas pelas Rostagno et
al.” (Tabela 1).

Todas as racdes utilizadas durante o experimento foram a base de milho moido e
farelo de soja, sem adicdo de promotores de crescimento. O extrato etandlico liquido das
cascas e sementes de jabuticaba foi adicionado a racdo em substituicdo ao inerte (amido) na
dosagem de 600 mg/kg de racdo. Durante todo o periodo experimental, as aves receberam

alimentacdo e agua ad libitum.

TABELA 1 — Composicao percentual das racdes experimentais fornecidas as aves durante o periodo
experimental (1 - 28 dias de idade)

. Pré-inicial Inicial Crescimento
I TG IERIEES () (1-7dias)  (8-21dias)  (22-28 dias)

Milho grao 554,00 574,20 623,00
Farelo de soja (45%) 381,70 351,70 313,40
Oleo de soja 20,80 27,40 29,90
Calcério 9,40 10,00 5,10
Fosfato bicélcico 19,00 24,60 17,10
Sal comum 5,00 4,50 4,20
L-treonina 1,10 0,60 0,30
L-lisina HCL 2,90 2,00 2,00
DL-metionina 3,60 2,40 2,40
Premix vitaminico* 1,00 1,00 1,00
Premix mineral** 0,50 0,50 0,50
Inerte (amido) 1,00 1,00 1,00
Nutrientes

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.950 3.000 3.100
Proteina bruta (%) 22,20 20,80 19,50
Calcio (%) 0,92 1,11 0,73
Faésforo disponivel (%) 0,47 0,40 0,34
Saédio (%) 0,22 0,21 0,20
Lisina (%) 1,31 1,28 1,08
Metionina + cistina (%) 0,94 0,81 0,79
Metionina (%) 0,65 0,54 0,52

* Suplemento vitaminico (niveis de garantia por kg do produto): vit. A, 1.680.000 UI; vit.D 3, 400.000 Ul; vit. E, 3500 mg;
vit. K, 360 mg; vit. B1, 436,50 mg; vit. B2, 1.200 mg; vit. B6, 624 mg; vit. B12, 2.400mcg; ac. Folico, 200 mg; &c.
pantoténico, 3.120 mg; niacina, 8.400 mg; biotina, 10.000 mcg.

** Suplemento mineral (niveis de garantia por kg do produto): zinco, 17.500 ppm; ferro, 12.500 ppm; cobre, 2.000 ppm;
iodo, 187,50 ppm; selénio, 75 ppm.

Desempenho
As pesagens das aves, assim como das ragdes, aconteceram semanalmente até os

28 dias de idade para calculo de consumo de racdo, peso medio, ganho de peso e conversao
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alimentar. As aves mortas foram identificadas e pesadas para o ajuste do consumo de ragao e
conversdo alimentar, bem como necropsiadas e as alteragdes macroscdpicas detectadas.
Para andlise do desempenho das aves foi observado o seguinte:
> Peso Médio (PM): obtido dividindo-se o peso total das aves de cada parcela, pelo
namero total de aves da parcela, PM=PF/NMA;
> Ganho de Peso (GP): calculado pela diferenca entre o peso final e o peso inicial das
aves somado ao peso da ave morta e dividindo pelo nimero médio de aves, GP= [(PF-
PI) + Peso da ave morta]/NMA;
> Consumo de racdo (CR): calculado pela razdo entre o consumo de ragdo total
(fornecido — sobra) e o numero total de aves;
» Conversdo alimentar (CA): calculada pela razdo: CR/PM;

Histomorfometria intestinal

Aos 11 e 28 dias, as aves foram previamente submetidas a jejum alimentar de oito
horas, das quais um individo por parcela, totalizando sete por tratamento, foram
insensibilizados por inalacdo de CO, para posterior sangria através da seccdo da artéria
femoral  Fragmentos do duodeno (retirados na flexura do pancreas) e do jejuno (retirados
antes do diverticulo de Meckel) foram coletados e abertos longitudinalmente, e as
extremidades fixadas com grampo em placa de isopor. Cada pega foi acondicionada em
frascos, previamente identificados, contendo formol tamponado a 10% para confeccdo de
laminas histoldgicas. Apos serem corados pela hematoxilina eosina (HE), foram submetidos a
analise de histomorfometria com medicdo de altura de vilosidade e profundidade de cripta
utilizando o programa Image J® versdo 1.45%,

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

acoplado a um microcomputador.
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Pesquisa de Salmonella em excretas

Aos 11, 21 e 28 dias de idade foram coletadas excretas frescas presentes nas
bandejas das baterias. As amostras foram armazenadas em recipientes esterilizados e
destinados a analise bacterioldgica.

De cada amostra de excretas foram pesados 25 g, que foram transferidos para
sacos plasticos estéreis do tipo Stomacher® contendo 225 mL de solugdo peptonada a 1% e
incubadas a 37°C/18-20h. Apos esse periodo, foram homogeneizadas e 1 mL foi transferido
para 9 mL de caldo Selenito Cistina (CS) e 0,1 mL para 10 mL de caldo Rappaport
Vassiliadis (RV) seguindo-se a incubacéo a 37°C/24h.

Apos esse periodo, com auxilio de uma alga de niquel-cromo, aliquotas foram
plaqueadas por esgotamento em superficie para os agares: Xylose-Lysine-Tergitol 4 (XLT4),
Hektoen e Verde Brilhante, e novamente incubado a 37°C/24h. Unidades Formadoras de
Colbénias (UFC) com caracteristicas morfologicas de Salmonella foram selecionadas e trés a
cinco UFC por placa foram transferidas para tubos contendo Triplice Acucar Ferro (TSI) e
incubados a 37°C/24h. As culturas em TSI com crescimento sugestivo de Salmonella foram
submetidas ao teste de urease, producdo de indol, vermelho metila, motilidade, lisina
descarbozilase, teste do malonato e citrato de Simnons. Quando as provas bioguimicas eram
compativeis com Salmonella, as amostras foram submetidas ao teste soroldgico com soro
polivalente anti-O e as positivas foram encaminhadas a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)-

RJ em &gar nutriente para tipagem soroldgica.

Contagem de células caliciformes

As amostras de duodeno e jejuno foram processadas e coradas com Alcian Blue
para a contagem das células caliciformes. As imagens da mucosa intestinal foram obtidas em
microscopio éptico marca Leica modelo DM 4000 B acoplado a um microcomputador. De
cada lamina analisou-se seis campos por fragmento intestinal em aumento de 10x. As imagens
foram segmentadas por threshold no programa Image J® versdo 1.45%” no qual as é&reas
marcadas para as células caliciformes ficaram negras, que foram posteriormente quantificadas

pelo software.

Anélise Estatistica
Os dados quantitativos de desempenho animal, histomorfometria e contagem de
células caliciformes foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas com o

teste de Tukey a 5%. A comparacdo entre o percentual de positividade de Salmonella nas
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excretas das aves foi feita utilizando o teste qui-quadrado de Pearson, com nivel de
significancia de 5%. No tratamento estatistico dos dados foi utilizado o software R, versdo
3.2.2%,
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estdo expostos os resultados do desempenho semanal das aves

submetidas aos tratamentos experimentais.

TABELA 2 — Peso médio inicial (PMI), peso médio final (PMF), ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR), conversdo alimentar (CA), niveis de significancia (P) e coeficiente de
variacdo (CV) observados nos tratamentos experimentais para a avaliacdo dos
resultados de desempenho

Variaveis Tratamentos*
CN EJ SH SH+EJ CV(%) P

PMI (g) 41,8 41,8 41,9 42,0 0,53 0,4573
é PMF (g) 129,4 127,9 134,7 133,9 4,67 0,1486
~ GPM(qg) 87,6 86,2 92,9 91,8 6,86 0,1649
—  CR(g) 85,2 86,0 89,9 85,2 7,83 0,6242
CA (g/9) 1,00 1,00 0,96 0,93 5,93 0,2100
@ PMF (g) 364,8 363,5 375,1 385,6 4,54 0,0855
E GPM (g) 322,9 321,7 333,1 3434 5,13 0,0938
—  CR(g) 428,8 4222 432,3 436,8 4,04 0,4824
—  CA(g/g) 1,32 1,33 1,29 1,30 477 0,5400
@ PMF (g) 769,6 757,6 763,9 7334 4,41 0,2163
'Tj GPM (g) 727,8 715,8 725,8 691,2 4,53 0,1599
N CR(g) 1018,6 1012,1 9934 970,4 4,30 0,1785
—  CA(g/g) 1,39 1,38 1,39 1,40 3,87 0,9100
@ PMF (g) 1172,3 1178,4 1162,4 1171,0 4,76 0,9608
E GPM (g) 1130,5 1136,6 1120,5 1128,9 4,93 0,9598
N CR(g) 1747,1 1732,9 1734,5 1756,9 4,01 0,9066
~  CA(g/g) 1,51 1,52 1,54 1,56 4,57 0,5900

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Conforme observado na Tabela 2, ndo houve qualquer influéncia da inoculagéo
com Salmonella ou da suplementacdo com o extrato vegetal (P>0,05) sobre as varidveis de
desempenho em todos os periodos analisados. Os resultados obtidos no presente estudo estdo
em concordancia com os encontrados por Moreira?®, que utilizaram a mesma quantidade de
extrato etanolico de jabuticaba (600 mg/kg de racdo) e também nédo detectaram efeitos do
produto sobre o desempenho de frangos de corte até os 21 dias de idade.

A inoculacdo com Salmonella Heidelberg também néo afetou o desempenho das
aves nas idades avaliadas (P>0,05). Resultado semelhante foi relatado por Amerah et al.,

Martins®® e Lourenco®’ que também ndo observaram efeitos da inoculacdo com Salmonella
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Heidelberg sobre o desempenho de frangos de corte. Segundo Muniz et al.?®,

a infecgéo por
salmonelas paratificas ndo interferem de forma significativa no desempenho zootécnico dos
animais, ja que esses microrganismos sdo capazes de conviver de forma equilibrada com o
hospedeiro.

Mesmo ndo interferindo no desempenho das aves, Salmonella foi detectada nas

excretas das aves inoculadas em todas as idades avaliadas (Tabela 3).

TABELA 3 - Frequéncia de isolamento de Salmonella em amostras de excretas das aves de cada um

dos tratamentos experimentais

Excretas
Tratamentos* 11 dias 21 dias 28 dias
(+) % (+) % (+) %
CN 0/7 0 0r7 0 or7 0
EJ 017 0 0r7 0 or7 0
SH 1/7 14,3 37 42,8 1/7 14,3
SH + EJ 3/7 42,8 3/7 42,8 6/7 85,7
P valor’ 0,0719 0,0542 0,0179

*Teste do qui-quadrado de Pearson
* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Conforme observado na Tabela 3, ndo foi detectado Salmonella nas amostras dos
grupos controle negativo e que recebeu somente o extrato, o que certifica que ndao houve
contaminacéo cruzada.

Apesar de ter sido isolada nas excretas em todas as idades pesquisadas, a
inoculacdo com Salmonella Heidelberg ndo produziu sinais clinicos ou mortalidade nas aves,
0 que caracteriza o estado portador inaparente. Essa particularidade, propria das salmonelas
paratificas, estabelece uma importante fonte de contaminacédo para toda a cadeia produtiva. A
infeccdo de pintos recém-eclodidos com Salmonella por inoculacéo oral ou pelo contato com
excrecOes de aves doentes pode levar ao estabelecimento de colonizacdo intestinal que

persiste até a idade adulta®®>!

promovendo a disseminacdo do agente durante periodos
estressantes™.

Também verifica-se na Tabela 3 que, aos 28 dias de idade, a frequéncia de
isolamento de Salmonella nas excretas apresentou diferenca significativa entre os grupos (P =

0,0179), apresentando-se maior no grupo inoculado que recebeu o extrato etandlico na racao
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(SH + EJ). Esse resultado denota que o produto vegetal utilizado intensificou a colonizagdo
intestinal pela bactéria inoculada.

Esperava-se que 0 extrato etanolico de jabuticaba inibisse a multiplicacdo de
Salmonella por este apresentar quantidades consideraveis de compostos fendlicos,
principalmente taninos e flavonoides. Esses fitoquimicos apresentam atividade antimicrobiana
a partir de diversos mecanismos como inibicdo de enzimas microbianas, privacdo de
substratos necessarios ao crescimento microbiano, acdo direta sobre o metabolismo através da
inibicdo da fosforilacdo oxidativa, privacdo de ions ferro, promocéo de agregacao bacteriana —
impedindo a separacdo das células durante a divisdo binaria, danos a membrana celular,
dentre outros®*%,

Esse resultado sugere que a suplementagdo com o extrato promoveu um
desequilibrio na microbiota intestinal que, associada a re-infeccdo constante promovida pelo
contato proximo das aves dentro da gaiola, provavelmente permitiu a colonizacdo dos
enterécitos por Salmonella. Esta afirmacdo encontra respaldo em Paz*® e Rocha®, que
destacam que uma microbiota intestinal saudavel contribui na protecdo do hospedeiro por
meio da exclusdo competitiva, que evita o estabelecimento de patégenos entéricos.

O desequilibrio da microbiota intestinal promovido pelo extrato vegetal também
explica a menor recuperacdo de Salmonella das excretas do grupo que recebeu apenas o
inéculo bacteriano (SH) na maioria das idades avaliadas, visto que a aquisicdo de uma
microbiota intestinal diversificada a partir da primeira semana de vida da ave reduz a
intensidade e duracdo da colonizacéo por Salmonella 3,

Na Tabela 4, encontram-se descritos os valores médios da altura dos vilos,
profundidade de cripta e relagdo vilo/cripta do duodeno e jejuno, aos 11 e 28 dias de idade.

N&o foi observada influéncia do produto vegetal (P>0,05) na histomorfometria
intestinal das aves nas idades avaliadas. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Moreira®®, que ndo observou alteracdo no comprimento de vilos ou na profundidade das
criptas intestinais de frangos de corte suplementados com o extrato etandlico de cascas e
sementes de jabuticaba.

Observa-se que aos 11 dias de idade n&o houve efeito da inoculagdo (P>0,05)
sobre a altura de vilosidade, profundidade de cripta e relacdo vilo/cripta dos segmentos
intestinais analisados. Entretanto, aos 28 dias de idade a presenca de Salmonella,
independente da suplementagdo com o extrato vegetal, reduziu a altura das vilosidades

jejunais (P<0,05), demonstrando que o agente foi capaz de induzir destruic¢do celular.



76

TABELA 4 — Alturas médias dos vilos (AV), profundidade de criptas (PC) e relagdo vilo/cripta (V/C)
do duodeno e jejuno de frangos aos 11 e 28 dias de idade observados em cada um dos
tratamentos experimentais

Duodeno Jejuno
Tratamentos™ AV (um) PC (um) V/C AV (um) PC (um) V/C
11 dias de idade
CN 1627,74 319,51 5,28 736,02 211,92 3,41
EJ 141221 273,37 5,49 745,55 234,69 3,34
SH 1524,61 277,22 5,52 872,94 250,54 3,51
SH + EJ 1434,84 317,32 4,53 749,78 217,67 3,43
CV (%) 16,96 13,88 21,76 14,69 20,4 18,23
P>F 0,6302 0,3118 0,6041 0,3413 0,6834 0,985
28 dias de idade
CN 1704,68 246,39 5,94 1308,51° 255,35 5,13
EJ 1657,7 259,81 6,59 1308,38° 227,76 5,39
SH 1673,07 317,77 5,32 1080,96" 204,79 5,23
SH + EJ 1613,14 342,99 4,81 1029,82" 261,31 3,98
CV (%) 15,49 16,44 26,86 9,03 13,95 15,01
P>F 0,9706 0,0609 0,4226 0,004 0,1566 0,0899

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Os resultados deste estudo diferem dos encontrados por Previato do Amaral et
al.* que ndo detectaram qualquer influéncia da inoculacdo deste sorovar sobre a altura das
vilosidades jejunais de frangos de corte criados até 21 dias de idade. Estes dados
contraditérios ocorrem devido a variacdo da patogenicidade encontrada entre as cepas, que
modificam a sua capacidade de causar a doenca no hospedeiro. Esta variacdo se deve a
expressao de determinados genes que codificam fatores de viruléncia que atuam favorecendo
a colonizacdo e a ocorréncia de eventos que irdo definir o aparecimento de lesGes e sinais
clinicos™.

Identificou-se que a reducdo das vilosidades jejunais ndo interferiu no
desempenho das aves inoculadas, conforme foi demonstrado na Tabela 2. Segundo Previato et
al.* isso demonstra que a avaliacéo de um Gnico pardmetro ndo é suficiente para demonstrar o
potencial de absorcdo do intestino. As medidas de vilosidade sdo comumente utilizadas para
investigar os efeitos de nutrientes na fisiologia gastrintestinal, mas a correlagcdo entre o

desempenho das aves e a histomorfometria intestinal precisa ser melhor avaliada®®.
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TABELA 5 — Contagem das células caliciformes intestinais aos 11 e 28 dias de idade registradas em

cada um dos tratamentos experimentais

. 11 dias de idade 28 dias de idade
Duodeno Jejuno Duodeno Jejuno
CN 2226,3 2104,9° 1615,2 1769,0
EJ 1967,6 2383,7° 1787,8 2085,0
SH 1622,0 1292,9° 1727,7 2192,1
SH +EJ 2063,4 1910,4% 1930,0 2362,3
CV (%) 28,4 19,7 15,6 17,7
P>F 0,5818 0,01 0,4692 0,1999

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
* CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca;
SH + EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Conforme apresentado na Tabela 5, as aves que receberam apenas o indculo com
Salmonella possuiam menor quantidade de células caliciformes no jejuno aos 11 dias de idade
(P<0,05). As células caliciformes sdo responsaveis pela producdo de muco que recobre a
vilosidades intestinais e atua como uma barreira de protecdo contra agressdes de agente
fisicos e microbioldgicos, além de contribuirem com a resposta imune inata*’. Segundo Amit-

Romach et al.*8

, @ diminuicdo da producdo de muco propicia melhores condi¢des para a
multiplicacdo de enteropatdgenos.

Entretanto, a reducdo das células caliciformes observada neste grupo nédo foi
suficiente para intensificar a colonizagdo ou destruicdo das vilosidades, visto que ndo foram
verificadas diferengas significativas na excrecdo de Salmonella ou na histomorfometria

intestinal nesta mesma idade, conforme apresentado nas Tabelas 3 e 4.
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CONCLUSOES

A suplementacdo das aves com extrato etanolico do residuo industrial de M.
cauliflora ndo afeta o ganho de peso, consumo de racdo, conversdo alimentar, peso medio,
histomorfometria intestinal, entretanto aumenta a excrecdo de Salmonella Heidelberg nas aves
inoculadas.
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CAPITULO 5 — EFEITO IMUNOMODULADOR DO EXTRATO ETANOLICO DE
JABUTICABA (Myrciaria cauliflora) EM FRANGOS DE CORTE
EXPERIMENTALMENTE INOCULADOS COM Salmonella HEIDELBERG

RESUMO: O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da suplementacdo do extrato
etanolico de cascas e sementes de Myrciaria cauliflora (jabuticaba) sobre o sistema
imunologico de frangos de corte experimentalmente inoculados com Salmonella Heidelberg e
criados até os 28 dias de idade. Foram utilizados 336 pintos machos de um dia de idade
distribuidos em delineamento inteiramente ao acaso em quatro tratamentos com sete
repeticdes cada: CN — grupo controle negativo, que recebeu solucdo salina esterilizada a
0,85% via inglavio; EJ — grupo que recebeu apenas o extrato vegetal na racdo; SH — grupo
que recebeu o inoculo bacteriano via ingluvio; e SH + EJ — grupo que recebeu o indculo
bacteriano via ingluvio e o extrato vegetal na ra¢do. A suplementacdo com o extrato reduziu o
namero de linfocitos no sangue das aves aos 28 dias e ndo teve efeito sobre a colonizacdo nos
orgdos por Salmonella, mas aumentou a quantidade de linfocitos no baco e bursa aos 11 e 28
dias de idade, respectivamente. Salmonella reduziu o peso da bursa e a quantidade de
heteréfilos e linfocitos circulantes aos 11 dias de idade. Conclui-se que a suplementacdo com
extrato atuou sobre o sistema imune das aves, porém esse efeito ndo foi suficiente para evitar
a colonizacdo de 6rgdos extra-intestinais em frangos de corte experimentalmente inoculados
com Salmonella Heidelberg.

Palavras-chave: anticorpos, fitogénicos, imunidade, linfdcitos, salmonelose.
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CHAPTER 5 - IMMUNOMODULATORY ACTIVITY OF JABUTICABA (Myrciaria
cauliflora) ETHANOLIC EXTRACT IN BROILER CHICKENS EXPERIMENTALLY
INOCULATED WITH Salmonella HEIDELBERG

Abstract: The objective of this study was to investigate the effects of ethanolic extract of
peels and seeds of Myrciaria cauliflora (jabuticaba) supplementation in immune system of
broilers experimentally inoculated with Salmonella Heidelberg and reared until 28 days-old.
336 one-day- old male chicks distributed in a completely randomized design with four
treatments each with seven replications: CN - negative control, which received sterilized
saline solution at 0.85% in crop; EJ - group that received only the herbal extract in the diet;
SH — group that received the inoculum bacterial in crop; and SH + EJ - group that received
bacterial inoculum in crop and the herbal extract in the feed. The supplementation with the
extract reduced the number of lymphocytes in the blood of birds at 28 days and had no effect
on Salmonella organ colonization, but increased the number of lymphocytes in the spleen and
bursa at 11 and 28 days of age, respectively. Salmonella reduced bursa weight and the amount
of circulating heterophils and lymphocytes at 11 days of age. It is concluded that the
supplementation with extract acted on the immune system of the birds, but this effect wasn’t
enough to avoid the colonization of extraintestinal organs in broilers experimentally
inoculated with Salmonella Heidelberg.

Keywords: antibodies, phytogenics, immunity, lymphocytes, salmonellosis.
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INTRODUCAO

Em frangos de corte, as infeccdes causadas por bactérias do género Salmonella
sdo, em sua maioria, subclinicas. Desse modo, este patdgeno pode propagar-se facilmente
entre as aves, tornando-as portadores saudaveis que excretam a bactéria de forma intermitente
ou persistente'. Neste contexto, Salmonella Heidelberg configura como um dos sorovares
mais importantes na avicultura industrial e ja foi isolado em inimeras granjas de frangos de
corte, perus e galinhas poedeiras de vérios paises, inclusive no Brasil®.

O desafio imunologico determinado por agentes infecciosos promove o consumo
de grande quantidade de energia e nutrientes necessarios para producdo de células e moléculas
envolvidas com a defesa do organismo, 0 que pode causar impactos sobre o desempenho das
aves®*. Com o intuito de manipular o sistema imunolégico a favor de um estado saudavel do
animal, uma das areas da pesquisa que mais tem atraido a atencdo dos técnicos em avicultura é a
imunomodulacdo, que é a utilizacdo de agentes capazes de modificar a resposta imune, sobre a
qual pode exercer efeito inibitorio ou estimulatorio®.

O metabolismo secundario das plantas originam diversos compostos que
apresentam atividade imunomoduladora®’, que podem promover o aumento da resisténcia a
infeccbes e auxiliar na terapéutica de enfermidades imunossupressoras ou de etiologia
multifatorial®. Quando empregados na alimentacdo animal, os produtos oriundos de plantas
sdo definidos como aditivos fitogénicos, para diferenciar daqueles utilizados na terapéutica®.
Entretanto, devido a escassez de estudos sobre o mecanismo de acdo especificos desses
aditivos e possiveis efeitos adversos, a utilizacdo dos fitogénicos como imunomoduladores
ainda é insignificante™.

Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente sobre as potenciais atividades
biolégicas de Myrciaria cauliflora, devido a grande quantidade de compostos bioativos ja
detectados em seus frutos''. Popularmente conhecida como jabuticabeira, a espécie é uma
arvore frutifera pertencente a familia Myrtaceae e ocorre espontaneamente no Brasil, sendo
encontrada do Par4 até o Rio Grande do Sul**'®. A diversidade de compostos fenélicos
encontrados na jabuticaba, como taninos, flavonoides, acido elagico e antocianinas podem
atuar sobre o sistema imunoldgico'®, o que justifica as pesquisas com o propésito de
determinar possiveis efeitos imunomoduladores e niveis de inclusdo na dieta dos animais*?.

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo avaliar a atividade
imunomoduladora do extrato etandlico de cascas e sementes de jabuticaba em frangos de

corte experimentalmente inoculados com Salmonella Heidelberg.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Nucleo Experimental de Doencas de Aves e
Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria, e no Laboratorio
Multiuso da Pds- graduacdo da Escola de Veterinaria e Zootecnia — UFG.

O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais/CEUA — UFG sob o n° 107/2015.

Delineamento experimental

No experimento foram utilizados 336 pintos de corte de um dia de idade, machos
da linhagem Cobb 500, os quais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado
em quatro tratamentos com sete repeticdes cada e alojados em grupos de 12 aves por unidade
experimental. As aves foram pesadas e alojadas conforme o seguinte delineamento: T1 -
consistiu o grupo controle negativo (CN); T2 — recebeu somente o extrato etandlico de
jabuticaba na racdo (EJ); T3 — recebeu o in6culo com Salmonella Heidelberg via ingluvio
(SH); T4 — recebeu o in6culo com Salmonella Heidelberg via inglavio e extrato etandlico na
racdo (SH + EJ).

As aves inoculadas e ndo inoculadas foram mantidas em alojamentos separados,
em baterias de aco galvanizado com quatro andares, equipadas com comedouros e bebedouros
do tipo lineares e bandejas para retirada de excretas, mantendo-se a mesma ambiéncia entre 0s
alojamentos. As baterias foram aquecidas com lampadas incandescentes (uma por andar) de
60W até os 14 dias de idade.

Preparacao do indculo e inoculacéo das aves

O in6culo foi elaborado com Salmonella enterica sorovar Heidelberg isolada de
amostras provenientes de frangos de corte concedidas pelo Laboratério de Bacteriologia, da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goids e tipificada pelo
Laboratério FIOCRUZ-RJ.

A cepa foi repicada em &gar verde brilhante e posteriormente mantida em
temperatura de incubacdo de 37°C por 24 horas. Em seguida, as células foram suspensas em
solucdo salina tamponada a 0,85%, armazenada a 4°C. A concentracdo de 4,6 x 10" UFC/mL
foi ajustada com auxilio da escala Mac Farland e confirmada por plaqueamento das diluicdes
seriadas em agar MacConkey, com posterior incubacdo a 37°C por 24 horas e contagem das

Unidades Formadoras de Colénias (UFC) de Salmonella Heidelberg™.
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A inoculagéo das aves foi realizada com um dia de idade, antes do alojamento.
Com o auxilio de um pipetador automatico, cada ave recebeu 0,3 mL de solucdo salina
tamponada a 0,85% contendo 4,6 x 10’ UFC/mL via oral.

Obtencéo do extrato etandlico de cascas e sementes de M. cauliflora

O extrato liquido padronizado em compostos fenolicos da jabuticaba foi
processado no Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais da Faculdade de Farmécia —
UFG. O residuo utilizado nessa pesquisa foi o subproduto da producdo de fermentado de
jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O Berg.], composto basicamente de sementes e
cascas dos frutos, gentilmente cedidos pela Vinicola Jabuticabal, situada no municipio de
Hidrolandia/GO (16° 55" 32.35" S 49° 21" 39.76" W). O residuo foi dessecado a 40 °C em
estufa com circulacdo de ar. Em seguida, a amostra foi moida em moinho de facas com tamis
namero 100 (150 um) e o po resultante do material vegetal devidamente acondicionado em
sacos plasticos e armazenados a uma temperatura de -10°C.

O extrato hidroalco6lico foi obtido por percolacdo empregando como solvente
alcool a 45% (v/v). O processo extrativo foi constituido por trés etapas: 1 - pré-
intumescimento: durante um intervalo de 2 h com a proporcdo de 1 Kg do material vegetal
com 3 L da mistura hidroalcodlica; 2 — repouso: a mistura anteriormente preparada foi
deixada em repouso durante 24 h, fase conhecida como maceracdo intermediaria; 3 —
empacotamento: transferéncia do material anterior para um percolador de 10 L, completando
o volume com a mesma mistura hidroalcodlica e percolagio com um fluxo de
aproximadamente 0,2 mL/min®®.

Andlises anteriores realizadas por Moreira®’ revelaram que o extrato etandlico de
cascas e sementes de jabuticaba utilizado no presente estudo apresentou 14,26% de fenois
totais, 5,12% de taninos, 28,23% de flavonoides, 2,10% de proteina e 1,75% de extrato etéreo,
além de &cidos graxos saturados miristico (0,52%), palmitico (26,65%) e estearico (2,92%);
monoinsaturados palmitoléico (1,22%) e oléico (11,12%); e poli-insaturados linoléico
(39,15%) e linolénico (8,21%). A concentracdo do &cido eldgico foi determinada pelo método

de cromatografia de alta eficiéncia (CLAE), que indicou 130,02 + 0,62 pug/mL do extrato.
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Programa alimentar
O programa alimentar foi constituido por trés racGes experimentais diferentes:

pré-inicial, inicial e crescimento (Tabela 1).

TABELA 1 - Composicdo percentual das ragbes experimentais fornecidas as aves durante o periodo
experimental (1 - 28 dias de idade)

Ingredientes (g/kg) Pré-inicial Inicial Crescimento
(1-7 dias) (8-21 dias) (22-28 dias)

Milho gréo 554,00 574,20 623,00
Farelo de soja (45%) 381,70 351,70 313,40
Oleo de soja 20,80 27,40 29,90
Calcério 9,40 10,00 5,10
Fosfato bicalcico 19,00 24,60 17,10
Sal comum 5,00 4,50 4,20
L-treonina 1,10 0,60 0,30
L-lisina HCL 2,90 2,00 2,00
DL-metionina 3,60 2,40 2,40
Premix vitaminico* 1,00 1,00 1,00
Premix mineral** 0,50 0,50 0,50
Inerte (amido) 1,00 1,00 1,00
Nutrientes

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.950 3.000 3.100
Proteina bruta 22,20 20,79 19,50
Calcio (%) 0,92 1,11 0,73
Faésforo disponivel (%) 0,47 0,40 0,34
Sédio (%) 0,22 0,21 0,20
Lisina (%) 1,31 1,27 1,08
Metionina + cistina (%) 0,94 0,81 0,79
Metionina (%) 0,65 0,54 0,52

* Suplemento vitaminico (niveis de garantia por kg do produto): vit. A, 1.680.000 UI; vit.D 3, 400.000 UlI; vit. E, 3500 mg;
vit. K, 360 mg; vit. B1, 436,50 mg; vit. B2, 1.200 mg; vit. B6, 624 mg; vit. B12, 2.400mcg; &c. Folico, 200 mg; ac.
pantoténico, 3.120 mg; niacina, 8.400 mg; biotina, 10.000 mcg.

** Suplemento mineral (niveis de garantia por kg do produto): zinco, 17.500 ppm; ferro, 12.500 ppm; cobre, 2.000 ppm;
iodo, 187,50 ppm; selénio, 75 ppm.

Todas as racdes utilizadas durante o experimento foram a base de milho moido e
farelo de soja, formuladas de acordo com a composicdo dos alimentos e exigéncias

nutricionais propostas pelas Rostagno et al.'®

, sem adicdo de promotores de crescimento. O
extrato etanolico das cascas e sementes de jabuticaba foi adicionado a racdo em substituicédo
ao inerte (amido) na dosagem de 600 mg/kg de racdo. Durante todo o periodo experimental,

as aves receberam alimentacgéo e agua ad libitum.

Pesquisa de Salmonella em 6rgéos
Uma ave por parcela, no total de sete aves por tratamento, aos 11 e 28 dias de
idade, foram submetidas a jejum alimentar de oito horas e eutanasiadas apos insensibilizacéo

por inalacdo de CO, e seccdo da artéria femoral. Seus figados, bagos e tonsilas cecais foram
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coletados assepticamente para analise bacterioldgica, onde cerca de um grama dos fragmentos
dos 6rgaos foram macerados e transferidos para tubos de ensaio contendo agua peptonada e
incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e 1 mL
foi transferido para 9 mL de caldo Selenito Cistina (CS) e 0,1 mL para 10 mL de caldo
Rappaport Vassiliadis (RV) seguindo-se a incubacdo a 37°C por 24 horas.

Apos esse periodo, com auxilio de uma alga de niquel-cromo, aliquotas foram
plaqueadas por esgotamento em superficie para os &gares: Xylose-Lysine-Tergitol 4 (XLT4),
Hektoen e Verde Brilhante, e novamente incubado a 37°C por 24 horas. Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) com caracteristicas morfoldgicas de Salmonella foram
selecionadas e trés a cinco UFC por placa foram transferidas individualmente para tubos
contendo Triplice Acucar Ferro (TSI) e incubados a 37°C por 24 horas. As culturas em TSI
com crescimento sugestivo de Salmonella foram submetidos ao teste de urease, producédo de
indol, vermelho metila, motilidade, lisina descarbozilase, teste do malonato e citrato de
Simnons. Quando as provas bioquimicas eram compativeis com Salmonella, as amostras
foram submetidas ao teste soroldgico com soro polivalente anti-O e as positivas foram
encaminhadas a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)-RJ em &gar nutriente para tipagem

soroldgica.

Exame biométrico dos érgaos
As aves (anteriormente a necropsia) e seus figados, bacos e bursas foram colhidos

e pesados. Para efetuar o calculo foi considerado o peso relativo do 6rgdo/peso da ave x 100°.

Contagem de linfocitos nos 6rgaos

Durante a necropsia, fragmentos de baco, bursa, timo e tonsila cecal foram
colhidos e armazenados em formalina neutra a 10% e posteriormente processados de acordo
com a metodologia proposta por Luna®.

Foram capturadas imagens de dez campos de cada um dos fragmentos de baco,
bursa e tonsila cecal de cada ave, para posterior contagem de linfocitos, com o auxilio do
software Image J. Um reticulo quadrangular constituido por 30 pontos foi sobreposto a
imagem histologica digitalizada e somente foram contados os linfocitos nas intersecgdes

presentes no campo visual.
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Contagem de heterofilos e linfocitos no sangue

Aos 11 e 28 dias de idade, obteve-se amostras de sangue de sete aves de cada
tratamento por venopuncao na regido coxofemoral com auxilio de seringas descartaveis, que
foram posteriormente acondicionadas em tubo comercial contendo anticoagulante fluoreto de
sodio e EDTA.

As contagens diferenciais de heterdfilos e linfécitos foram obtidas mediante
leitura dos esfregacos sanguineos corados com corante hematolégico Pandético rapido,

realizada em microscopio utilizando-se aumento 100 x em 6leo de imersao.

Andlise Estatistica

Os resultados de biometria e contagem de células foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Para os estudos de colonizagédo
de Salmonella Heidelberg em o6rgdos foi utilizado o teste de y°. Em ambos, a avaliacdo dos

dados foi realizada pelo programa estatistico R, versdo 3.2.2%".



91

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estdo descritas as frequéncias de isolamento de Salmonella em

diferentes 6rgdos das aves aos 11 e 28 dias de idade.

TABELA 2 — Frequéncia de isolamento (%) de Salmonella em amostras de figado, baco e tonsila
cecal das aves

11 dias 28 dias
Tratamentos* Figado Baco Tonsila Figado Baco Tonsila
) ) ) ) %) ) %) ) () (*) (%)

CN 0/7 0 0/7 0 0/7 0 0/7 0 o7 0 07 0
EJ 017 0 017 0 017 0 or7 0 o7 0 07 O
SH 2/ 286 2/7 286 37 428 07 0 or 0 07 0
SH +EJ 57 714 2/7 286 4/r 571 3/7 428 0/7 0 07 O
P valor** 0,0052 0,1979 0,0212 0,0179 NS NS

*CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca; SH
+ EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.
*Teste do qui-quadrado de Pearson

Conforme observado na Tabela 2, Salmonella ndo foi isolada nas amostras dos
grupos controle negativo (CN) e que recebeu somente o extrato (EJ), o que certifica que néo
houve contaminacdo cruzada entre os tratamentos.

De acordo com a Tabela 2, a frequéncia de isolamento de Salmonella no figado
(P=0,0052) e na tonsila cecal (P=0,0212) aos 11 dias de idade foi superior no grupo inoculado
que recebeu o extrato (SH + EJ). Aos 28 dias de idade este resultado se repetiu parcialmente,
ja que a bactéria foi isolada apenas nas amostras de figado das aves (P=0,0179).

Na literatura estdo descritos a acdo de alguns fitoquimicos presentes na casca da
jabuticaba, como flavonoides, alcaloides, glicosideos, taninos e terpenoides, que atuam na
inibicdo de citocinas e outros mediadores anti-inflamatérios responsaveis pela quimiotaxia de
células do sistema imune, aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo e agregacdo
plaquetaria???®. Com base nestas informagdes, sugere-se que 0s compostos fitoquimicos
contidos no extrato inibiram os mediadores inflamatérios responsaveis pelo estabelecimento
de resposta imune celular efetiva, o que consequentemente comprometeu o combate a bactéria
inoculada. Esta afirmagéo encontra respaldo em Quatrin®’, que verificou reducdo da expressao
dos marcadores relacionados a resposta inflamatéria aguda, como IL-6 (interleucina 6), IL-1
(interleucina 1) e TNF-a (fator de necrose tumoral — alfa) em cobaias alimentadas com o po
do fruto de M. cauliflora.
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Nas duas idades avaliadas foi possivel isolar Salmonella nas amostras de figado,
baco e tonsila em pelo menos duas das sete amostras analisadas, o que indica que a bactéria
conseguiu superar as barreiras imunoldgicas intestinais. De acordo com Hirsh?® muitos
sorovares de Salmonella possuem capacidade de sobreviver no interior de fagocitos e
promover a colonizacdo de outros 6rgdos além do intestino, principalmente aqueles ricos em
mondcitos e macréfagos, tais como figado e o bago.

Durante o estudo, ndo foram evidenciadas morbidade ou lesGes macroscopicas
sugestivas de salmonelose nos oOrgaos avaliados, 0 que caracteriza o estado de portador
inaparente. Por se tratarem de 6rgdos que podem ser destinados ao consumo humano direto
(figado) ou para fabricacdo de farinhas que comp®e a alimentacéo de outros animais (bago e
tonsila), a presenca de portadores inaparentes constitui um fator epidemiolégico relevante no
controle das salmoneloses, devido a auséncia de sintomatologia e dificuldade em detecta-los
antes e durante a inspecdo sanitaria®®. Portanto, representam um potencial reservatorio de
bactérias patogénicas para outros animais e também humanos*.

Na Tabela 3 estdo expressos os valores médios do peso relativo de 6rgdos das

aves aos 11 e 28 dias de idade.

TABELA 3 — Médias dos pesos relativos do figado, bago e bursa aos 11 e 28 dias de idade observados
em cada um dos tratamentos experimentais

Tratamentos* 11 dias de idade 28 dias de idade

Figado Baco Bursa Figado Baco Bursa
CN 3,82 0,10 0,18 2,34 0,16 0,12
EJ 3,63 0,08 0,22° 2,5 0,11 0,11
SH 3,49 0,08 0,17° 2,33 0,16 0,18
SH +EJ 3,57 0,08 0,18 2,45 0,12 0,17
CV (%) 8,86 29,38 11,73 12,58 30,32 37,7
P 0,3317 0,387 0,0066 0,6634 0,0967 0,0841

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
*CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca; SH
+ EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Conforme demonstrado na Tabela 3, ndo houve influéncia (P>0,05) da inoculacéo
com Salmonella Heidelberg ou da suplementacdo com o extrato de jabuticaba sobre o peso do
figado e bago nas duas idades pesquisadas, o que indica a bactéria inoculada ndo produziu
reacdo inflamatdria suficiente para alterar o peso dos 6rgaos avaliados.

Aos 11 dias de idade, a suplementagcdo com o extrato vegetal aumentou o peso da

1
1.3

bursa das aves (P<0,05). De acordo com Ribeiro et al.”", o peso dos orgdos linfoides pode

refletir a capacidade do organismo em produzir células de defesa. Ainda que a imunidade
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humoral n&o seja a mais efetiva contra Salmonella, o0 aumento na populacdo desta linhagem
celular pode influenciar diretamente a producéo de anticorpos contra o agente®.
As meédias das contagens de linfocitos em orgaos linfoides das aves aos 11 e 28

dias de idade estdo demonstradas na Tabela 4.

TABELA 4 — Médias da contagem de linfécitos do bago, bursa e tonsila cecal aos 11 e 28 dias de
idade observados em cada um dos tratamentos experimentais

Tratamentos* 11 dias de idade 28 dias de idade

Baco Bursa Tonsila Baco Bursa Tonsila
CN 13,06 15,15% 9,82 10,72 9,67 11,12
EJ 10,42 15,902 9,83 13,67° 11,15 12,36
SH 11,57 15,13%* 10,40 10,47° 11,50 11,17
SH+EJ 11,65 13,80° 10,87 10,46" 11,50 11,73
CV (%) 16,81 4,98 14,60 10,57 12,73 15,26
P 0,4079 0,0432 0,7374 0,008 0,2659 0,7804

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
*CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca; SH
+ EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Observa-se na Tabela 4 que, aos 11 dias de idade, as aves do tratamento que
recebeu apenas o produto vegetal na racdao (EJ) apresentaram maior quantidade de linfocitos
na bursa (P<0,05), o que refletiu diretamente sobre o peso do 6rgdo, conforme apresentado na
Tabela 3. O mesmo efeito foi observado no baco das aves deste mesmo grupo aos 28 dias de
idade (P<0,05).

Segundo Lima et al.*

, as cascas de jabuticaba possuem quantidades consideraveis
de lectina, cuja funcdo na planta ainda ndo é bem elucidada, porém sugere-se que ela atue na
defesa do vegetal contra o ataque de microrganismos patogénicos®*3°. Além disso, as lectinas
atuam como agente mitogénico por induzirem a proliferacdo de linfdcitos in vitro e in
vivo "8 Entretanto, essa proteina pode exercer atividade antimitogénica, dependendo das
condicBes experimentais em que é utilizada®, o que indica que a dosagem do extrato de
jabuticaba empregada neste estudo pode ter estimulado a multiplicacdo linfocitéria.

Na Tabela 5 estdo expressos os valores médios da contagem de células da
linhagem linfoide no sangue das aves aos 11 e 28 dias de idade.
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TABELA 5 — Valores de contagem de heterofilos (H), linfdcitos (L) e relagdo heterdfilo/linfocito
(H/L) de cada um dos tratamentos experimentais aos 11 e 28 dias de idade

Tratamentos 11 dias de idade 28 dias de idade

H L H/L H L H/L
CN 5575° 6697° 0,81 2703° 6263° 0,45
EJ 4082% 4702%® 0,94 3334° 3519° 1,00
SH 2001° 3286" 0,60 10046° 4297% 1,16
SH + EJ 3481° 4724 0,80 2703° 4279%® 1,02
CV (%) 24,8 33,2 38,0 24,5 29,8 47,0
P <0,001 0,0098 0,3100 <0,001 0,0373 0,0806

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
*CN: controle negativo; EJ: inoculado com extrato vegetal na casca; SH: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca; SH
+ EJ: inoculado com Salmonella Heidelberg na casca e tratado com extrato vegetal.

Aos 11 dias de idade, no grupo que recebeu apenas a bactéria foram encontradas
menores quantidades de heterdfilos quando comparado ao grupo controle negativo (P<0,05).
Resultado semelhante foi relatado por Lam e Munn®®, que observaram in vitro a reducdo do
numero de heterdfilos apds o contato com cepas de Salmonella Typhimurium. Segundo os
autores, esse fendbmeno parece ser causado por uma rapida degranulacdo dos heterofilos. A
realizacdo da degranulacdo ao invés da fagocitose libera uma grande quantidade de enzimas
hidroliticas, radicais de oxigénio e outros mediadores, que provocam a lise do heterofilo e
lesGes em tecidos adjacentes.

Também aos 11 dias foi constatada a reducdo do numero de linfocitos circulantes
no sangue das aves do grupo inoculado (SH) (P<0,05). Segundo Ewald et al.*’ e Bridle et
al.*!, a quantidade de linfocitos no sangue periférico é um bom parametro para se avaliar a
imunocompeténcia em aves, ja que o menor nimero de células pode indicar um aumento da
suscetibilidade a doencas, o que pode ser comprovado no presente estudo, ja que nesta mesma
idade foi possivel isolar Salmonella dos 6rgdos pesquisados do tratamento SH, mesmo na
auséncia de sinais clinicos.

Aos 28 dias de idade as aves que receberam apenas o inoculo apresentaram maior
guantidade de heterofilos no sangue (P<0,001). Este resultado sugere que houve maior aporte
na producdo desta linhagem celular pela medula dssea devido ao estimulo gerado pela
infeccdo por Salmonella. Essa afirmacdo encontra respaldo em Mitchell e Johns*, que
relatam que processos infecciosos promovem o incremento na quantidade de heteréfilos no

sangue das aves.
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CONCLUSOES

A adicdo do extrato etanolico de jabuticaba na racdo de frangos de corte
proporciona efeito positivo sobre o sistema imunolégico das aves, aumentando a quantidade
de linfdcitos no baco e bursa nas idades avaliadas. Porém, este efeito ndo observa-se nas aves
inoculadas com Salmonella Heidelberg.
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CAPITULO 6 — CONSIDERACOES FINAIS

O controle de Salmonella na avicultura industrial sempre foi uma das areas que
mais concentram os esforcos de pesquisadores e técnicos, haja vista que este microrganismo
pode ocasionar grandes perdas econdmicas relacionadas ao fraco desempenho das aves,
mortalidade, custos com medicamentos e medidas de controle, além de acarretarem restrigdes
a comercializagdo dos produtos avicolas em mercados internacionais.

Neste contexto, a utilizacdo do residuo agroindustrial da jabuticaba, pela grande
quantidade de metabdlitos com atividade antimicrobiana, poderia influir positivamente sobre
o controle de Salmonella em diferentes fases da producdo avicola, para tanto, seriam
necessarias avaliacOes sistematicas para verificar sua acao e possiveis efeitos tdxicos sobre o
organismo animal.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro relevou baixa capacidade
inibitdria sobre as cepas de Salmonella, entretanto, sabe-se que os resultados obtidos in vitro
ndo necessariamente refletem o que acontece no organismo animal e que os fitoquimicos
presentes no extrato apresentam diversas propriedades biolégicas que poderiam ser
verificadas com maior definicdo nas aves.

A aplicacdo do produto vegetal nos ovos férteis demonstrou ndo ser viavel,
principalmente devido as caracteristicas fisicas do extrato, que prejudicou a oxigenacdo do
embrido e promoveu altos indices de mortalidade embrionaria. Porém, este problema pode ser
solucionado empregando outras formas de apresentacdo do extrato, como sprays ou
combinado com veiculos que ndo obstruam os poros da casca.

Quando adicionada a racao das aves, a dosagem do extrato utilizada néo afetou os
indices zootécnicos. O produto também promoveu a intensificacdo da colonizacéo intestinal e
de outros 6rgaos por Salmonella, mesmo que tenha sido observado aumento de células de
defesa no sangue e em 6rgdos linfoides das aves. Este fato reflete a necessidade de maiores
estudos sobre os efeitos e niveis seguros do uso do extrato etandlico de jabuticaba em
animais, considerando-se que o produto vegetal atuou sobre alguma caracteristica do
hospedeiro ou do agente que promoveu maior intensidade e duracdo da infecgéo.

Um dos grandes desafios no emprego de fitogénicos na alimentacdo dos animais
estd na compreensdo dos efeitos destes compostos sobre a microbiota intestinal, que pode
alterada em detrimento ao hospedeiro, promevendo o estabelecimento de agentes patogénicos.
Portanto, os resultados obtidos neste estudo poderdo contribuir para futuras pesquisas

utilizando o extrato etandlico de jabuticaba como aditivo em dietas animais.
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