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RESUMO

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana
de extratos vegetais de epécies nativas do Cerrado brasileiro. O primeiro experimento foi
realizado in vitro utilizando sete extratos vegetais etanolicos de plantas nativas do cerrado
brasileiro (Barbatimao (Stryphnodendron adstringens), Jacarandd (Machaerium
villosum), Jenipapo (Genipa americana), Pau-terra (Qualea parviflora), Pau-ferro
(Connarus suberosus), Murici (Byrsonima crassifolia), Mama-cadela (Brosimum
gaudichaudii)), para avaliar os compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e
atividade antimicrobiana frente Salmonella Heidelberg. Os compostos fendlicos dos
extratos vegetais foram determinados por meio de espectroscopia na regido do visivel,
utilizando-se o método de Folin-Ciocalteau. A determinacdo da capacidade antioxidante
dos extratos vegetais foi realizado pelo método de seqiiestro de radicais livres por solugao
de ABTS. A atividade antimicrobiana in vitro dos sete extratos vegetais etandlicos frente
a Salmonella Heidelberg foi realizada por meio do método de disco difusdo. No segundo
experimento foi realizado testes de desempenho, desenvolvimento intestinal,
bacteriologia e bioquimica sanguinea de frangos de crescimento lento desafiados
comSalmonella Heidelberg e tratados com extrato vegetal de pau-terra. Foram utilizados
432 frangos de corte de linhagem Label Rouge Pesaddo Vermelho e Pescoco Pelado
vermelho,distribuidos em seis tratamentos, seis repeticoes e 12 aves por unidade
experimental. O delineamento experimental foi de blocos casualizados distribuidos em
seis tratamentos: SH + controle (aves com desafio + ragdo basal); SH + ANT (aves com
desafio + racdo com antimicrobiano), SH + EVPT (aves com desafio + extrato vegetal),
controle (aves sem desafio + ragdo basal), ANT (aves sem desafio + ragdo com
antimicrobiano) e EVPT (aves sem desafio + extrato vegetal). Foram avaliados
desempenho, histomoformetria intestinal, bacteriologia especifica e bioquimica
sanguinea. Os resultados da andlise antimicrobiana dos extratos frente Salmonella
Heidelgerb foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA). Os dados dos compostos
fendlicos e antioxidantes foram submetidos a andlise descritiva. Os dados de
desempenho, histomorfometria e bioquimica sanguinea foram submetidos ao teste de
variancia. Os dados da bacteriologia especifica foram analizados por método descritivo.

Os dados dos compostos fendlicos e antioxidantes foram submetidos a andlise descritiva.
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Os extratos vegetais etanolicos apresentaram variacdo de 6,48 a 59,81 g EAG/mL de
compostos fendlicos totais e 595 a 1098,33 umol/L de atividade antioxidante. O extrato
vegetal etandlico de Pau-terra apresentou atividade antimicrobiana moderada frente
Salmonella Heidelberg (diametro de halo 9,5 %). Nos resultados da avaliacdo de
desempenho o tratamento ANT promoveu maior ganho de peso ¢ maior peso final das
aves e o tratamento SH + EVPT influenciou em menor ganho de peso e menor peso final.
Na avaliagdo da histomorfometria dos segmentos do trato gastrointestinal histoformetria
do ilio de frangos de crescimento lento profundidade de cripta na mucosa apresentou-se
maior nas aves submetidas ao tratamento SH + EVPT e, menor nas aves submetidas ao
tratamento SH + controle aumento da relacdo vilo:cripta para as aves submetidas ao
tratamento SH + controle e reducdo na relagdo para as aves submetidas ao tratamento SH
+ EVPT. Os tratamentos ndo influenciaram nos parametros estudados do duodeno e
jejuno das aves de sete dias de idade. O tratamento SH + EVPT promoveu aumento da
profundidade de cripta, e o tratamento SH + controle reduziu a profundidade de cripta.
Nas aves de 42 dias de idade o tratamento promoveu EVPT promoveu altura de
vilosidades do jejuno e o tratamento SH + controle reduziu a altura de vilosidades do
jejuno. No ilio o tratamento SH + EVPT promoveu aumento das vilosidades e o
tratamento ANT reduziu a altura das vilosidades. O tratamento SH + controle reduziu a
profundidade de cripta do ilio e o tratamento SH + EVPT aumento a profundidade de
cripta do ilio. Na bacteriologia, 75% do trato gastrointestinal apresentou Salmonella
Heidelberg aos 7 dias de idade, 58 % aos 28 dias de idade ¢ 16,66 % aos 42 dia de idade.
A concentracao de albumina, colesterol, triglicérides e acido urico foi influenciada pelos
tratamentos. Os extratos vegetais etanolicos de Barbatimdo Jacarand4d, Mama-cadela,
Jenipapo, Pau-ferro e Murici ndo apresentaram atividade antimicrobiana frente
Salmonella Heidelberg (diametro de halo Smm). O extrato vegetal etandlico de Pau-terra,
oferecido na 4gua de bebida, utilizando concentragdo de 1:1000 e fornecido uma vez ao
dia a frangos de crescimento lento ndo promove a melhora do desempenho de frangos até
os 28 dias de idade e ndo apresenta atividade antimicrobiana frente a Salmonella

Heldelberg.

Palavras-chave: Antimicrobianos, aditivos fitogénicos, frangos caipiras, salmonelose
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ABSTRACT

Two experiments were carried out with the objective of evaluating the antimicrobial
activity of native extracts of native species of Brazilian Cerrado. The first experiment was
carried out in vitro using seven ethanolic plant extracts native to the Brazilian cerrado
(Barbatimao (Stryphnodendron adstringens), Jacaranda (Machaerium villosum), Jenipapo
(Genipa americana), Pau-terra (Qualea parviflora), Pau- (Brosimum gaudichaudii), to
evaluate the total phenolic compounds, antioxidant activity and antimicrobial activity
against Salmonella Heidelberg. The phenolic compounds of the plant extracts were
determined by spectroscopy in the visible region, using the Folin-Ciocalteau method. The
determination of the antioxidant capacity of the plant extracts was carried out using the
ABTS solution free radical sequestration method. The in vitro antimicrobial activity of
the seven ethanolic extracts against Salmonella Heidelberg was performed using the disc
diffusion method. In the second experiment were performed performance tests, intestinal
development, bacteriology and blood biochemistry of slow-growing chickens challenged
with Salmonella Heidelberg and treated with woodland plant extract. A total of 432
broiler chickens were used. The roasted red roasted roasted roasted red roasted roe were
distributed in six treatments, six replicates and 12 birds per experimental unit. The
experimental design was randomized blocks distributed in six treatments: SH + control
(birds with challenge + basal ration); SH + EVT (challenged birds + antimicrobial ration),
SH + EVPT (control + challenged birds), control (birds without challenge + basal ration),
ANT (unchallenged birds + antimicrobial ration) and EVPT challenge + plant extract).
Performance, intestinal histomorphometry, specific bacteriology and blood biochemistry
were evaluated. The results of the antimicrobial analysis of Salmonella Heidelgerb
extracts were submitted to analysis of variance (ANOVA). The data of phenolic
compounds and antioxidants were submitted to descriptive analysis. The performance
data, histomorphometry and blood biochemistry were submitted to the test of variance.
Data from the specific bacteriology were analyzed by descriptive method. The data of
phenolic compounds and antioxidants were submitted to descriptive analysis. The
ethanolic vegetal extracts varied from 6.48 to 59.81 g EAG / mL of total phenolic
compounds and 595 to 1098.33 umol / L of antioxidant activity. The ethanolic extract of
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Pau-terra presented moderate antimicrobial activity against Salmonella Heidelberg (halo
diameter 9.5%). In the results of the performance evaluation the ANT treatment promoted
greater weight gain and higher final weight of the birds and the SH + EVPT treatment
influenced in lower weight gain and lower final weight. In the evaluation of the
histomorphometry of the segments of the gastrointestinal tract histoformetrium of the
chick embryo of slow growth slow crypt depth in the mucosa was higher in the birds
submitted to the SH + EVPT treatment and, the lower in the birds submitted to SH +
crypt for SH + control birds and reduction in the ratio for SH + EVPT treated birds. The
treatments did not influence the studied parameters of the duodenum and jejunum of
seven - day - old birds. The SH + EVPT treatment promoted crypt depth increase, and the
SH + control treatment reduced crypt depth. In the birds of 42 days of age the treatment
promoted EVPT promoted jejunal villus height and SH + control reduced jejunal villus
height. In the ilium SH + EVPT treatment promoted villus enlargement and ANT
treatment reduced villus height. The SH + control treatment reduced the crypt depth of
the ilium and the SH + EVPT treatment increased the crypt depth of the ilium. In
bacteriology, 75% of the gastrointestinal tract presented Salmonella Heidelberg at 7 days
of age, 58% at 28 days of age and 16.66% at 42 days of age. The concentration of
albumin, cholesterol, triglycerides and uric acid was influenced by the treatments. The
ethanolic extracts of Barbatimao Jacaranda, Mama-bitch, Jenipapo, Pau-ferro and Murici
did not present antimicrobial activity against Salmonella Heidelberg (diameter of halo
Smm). The ethanolic extract of Pau-terra, offered in drinking water, using a concentration
of 1: 1000 and supplied once a day to slow-growing chickens does not promote the
performance improvement of chickens up to 28 days of age and has no activity

antimicrobial activity against Salmonella Heldelberg.

Key-words:antimicrobials, phenolic compounds, salmonellosis, plant extracts
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

Por muitos anos os antibidticos foram utilizados como grandes aliados na
producdo de frangos de corte, principalmente para conter a proliferacdo de
Salmonella spp., a qual é considerada um patdgeno relevante para o Programa
Nacional de Sanidade Avicola brasileiro do MAPA por ser de féacil transmisséo

horizontal e vertical e por causar transtornos a satide animal e humana®.

Entretanto, a Unido Européia proibiu o uso de antibidticos como aditivos
melhoradores de desempenho ministrados na ragdo das aves com a justificativa de
que promovem a resisténcia bacteriana aos antibioticos. Segundo Brugalli?, os
tecidos musculares podem conter residuos de antibidticos utilizados como
melhoradores de desempenho e gerar resisténcia de cepas que acometem o0s

humanos.

Nesse cenario, surge uma tendéncia dos consumidores para preferéncia de
produtos oriundos de criacdes de animais livres de antimicrobianos, impulsionando o
mercado de frangos criados em sistemas alternativos. Nos ultimos anos, em funcgéo
de empresas maiores e mais tecnificadas que vislumbraram essa oportunidade de
mercado e buscam por melhores resultados de desempenho e aumento da densidade
animal em sistemas alternativos de aves, os frangos de crescimento lento estdo
aumentando nos sistemas de producdo, principalmente em médias e pequenas

propriedades rurais®.

Como nos sistemas alternativos de criacdo de frangos, principalmente caipira,
é proibida a utilizacdo de antibidticos melhoradores de desempenho nas ragdes, 0s
extratos vegetais e 6leos essenciais estdo entre os produtos de grande interesse
cientifico, por possuirem atividades antimicrobianas, antiparasitarias, antifingica,
além de estimularem a producdo de enzimas e promover a integridade e manutencéo

do tratao gastrointestinal, o que acarreta em aumento do desempenho dos animais®.
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Os extratos vegetais sdo preparacdes concentradas em moléculas bioativas,
obtidas a partir da extracdo de matérias-primas vegetais. As moléculas bioativas,
como 0s como compostos fendlicos, vem apresentanto efeitos nocivos a
microrganismos patogénicos, o que tem contribuido para a utilizacdo dos extratos
vegetais e Oleos essenciais como ditivos alimentares ou também como biofilmes na

indstria alimenticia para evitar a oxidacio de compostos e degradagado microbiana®.

Portanto, objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana, compostos
fendlicos totais e a capacidade antioxidante de sete de extratos vegetais diferentes em
teste in vitro e o efeito do extrato vegetal etandlico de Pau-terra em frangos de corte
de crescimento lento desafiados com a Salmonella Heidelberg.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Salmonellas spp.

A Salmonella spp. é uma bactéria que se comporta como um microrganismo
patogénico intracelular facultativo. Seu habitat é o trato gastrointestinal de animais e
humanos, causando problemas entéricos, septicémicos e até aborto devido a sua

capacidade de invasdo celular e sobrevivéncia dentro dos fagocitos® .

As bactérias do género Salmonella spp. pertencem a familia das
Enterobacteriaceae e caracterizam-se por serem bastonetes curtos, Gram-negativos,
anaerdbios facultativos, sem capsula, ndo formadores de esporos, moveis ou
imdveis’. Essas bactérias fermentam glicose e outros aglicares e descarboxilam
aminodcidos, crescem em temperatura de 5 a 45° C, contudo a zona de conforto da

maioria dos sorotipos situa-se entre 37 e 40°C.

O género Salmonella spp. é divido em duas espécies pela classificacdo
taxdmica proposta por Popoff®, Salmonella entérica e Salmonella bongori. S&o
identificadas de acordo com os antigenos somaticos “O” ¢ flagelares “H”. A espécie
Salmonella entérica por sua vez é dividida em seis subespécies bioquimicamente
distintas indicadas por nimeros romanos e letras: I — Salmonella enterica subespécie
entérica (1586), Il — Salmonella enterica subespécie salamae (522), llla —
Salmonella enterica subespécie arizonae (102), Illb — Salmonella enterica
subespécie diarizonae (338), 1V — Salmonella enterica subespécie houtenae (76) e
VI — Salmonella enterica subespécie indica (13), as quais sdo ainda diferenciadas em
2.637 sorotipos (sorovares) identificados por nomes ou numeros. A espécie
Salmonella bongori possui 23 sorovares conhecidos’. Somando as duas espécies sdo

descritos mais de 2650 sorovares.

As bactérias do género Salmonella spp. também podem ser classificadas
conforme , a especificidade do hospedeiro sendo, a) altamente adaptadas ao homem,
Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi A, B e C, as quais sdo agentes da febre
entérica e, b) altamente adaptadas aos animais, Salmonella Dublin (bovinos),

Salmonella Choleraesuis e Salmonella Typhisuis (suinos), Salmonella Pullorum
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(aves) e Salmonella Gallinarum (aves) causadoras da pulorose e tifo aviario; c)

Samonellas zoondticas que incluem sorovares que afetam homens e animais.

A capacidade dessa bactéria Salmonella spp. de causar doenca depende
diretamente da sua habilidade de expressar genes de viruléncia que neutralizam as
defesas do hospedeiro, ou seja, precisam sobreviver e se replicar ndo somente nos
enterdcitos, mas também nos macrofagos, as principais células de defesa do

organismo®.

O trato digestivo das aves, principalmente das adultas, apresenta uma série de
barreiras a instalacdo de Samonellas spp., entre elas: acidez do papo e proventriculo,
enzimas digestivas do pancreas e sais biliares, exclusdo competitiva promovida
principalmente por bactérias anaerobias constituintes do trato digestivo normal das
aves e as imunoglobulinas®. O mecanismo inicial para ocorrer infeccio por
Salmonella spp. é a capacidade de adeséo da bactéria nas células epiteliais intestinais
, @ qual depende de alguns fatores de viruléncia como os lipopolissacarideos (LPS),

flagelos e fimbrias®.

Os lipopolissacarideos compdem a membrana exterior da bactéria que a
protege de substancias quimicas como os antibioticos!®. Quando Salmonella spp.
atinge a superficie basolateral do epitélio intestinal, inicia-se 0 reconhecimento do
LPS e logo em seguida ocorre a resposta inflamatoria por meio do receptor de
flagelina bacteriana, o Toll-like receptor (TLR), localizado na membrana das células

do epitélio intestinal e em células do sistema imune *2.

Os flagelos sdo estruturas filamentares constituidas basicamente de uma
proteina chamada flagelina que participa na adesdo e motilidade da bactéria. As
fimbrias sdo estruturas rigidas em forma de haste, localizadas na superficie da célula
bacteriana que auxiliam na ligacdo da Salmonella spp. as células hospedeiras. A
adesdo fimbrial ¢ uma importante fase durante a infeccdo por Salmonella spp.

selecionando a célula alvo para a posterior invaséo °.

A mucosa intestinal é o primeiro sitio alvo da Salmonella spp. no hospedeiro,
e primeiro mecanismo de defesa contra patogenos. As células caliciformes presentes
na mucosa epitelial tem importante papel na imunidade inata, pois sdo produtoras de
mucina, a primeira molécula a ter contato com o patégeno, interagindo com a

superficie celular da bactéria e impedindo a ligagdo na célula hospedeira®.
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A habilidade da Salmonella spp. em persistir e se multiplicar nos macréfagos
do hospedeiro é essencial para a patogénese e sua disseminacdo, entretanto, a adesdo
da bactéria ao epitélio ativa 0 mecanismo de reconhecimento do sistema imunoldgico
do hospedeiro resultando em resposta celular com infiltracdo de linfécitos T e
liberagdo de citocinas contra as fimbrias!®. No caso da resposta imunoldgica contra
Salmonella spp., ocorre inicialmente uma resposta inflamatoria ndo especifica,
responsavel pela retirada da bactéria da lamina propria e reduzindo assim a entrada
na corrente sanguinea, sendo os macrofagos as principais células responsaveis por
este processo, que apds a ativacdo de células T ird conferir uma resposta imune

especifical®.

A complexa epidemiologia da Salmonella spp. na cadeia de producdo de aves
envolve a transmissao vertical, desencadeando a eclosdo de pintainhos infectados, 0s
quais poderdo ou ndo desenvolver a doenca, ou, até em casos mais raros, morrerem
na incubarora®. A bactéria quando transmitida verticalmente por via transovariana,
ocorre a penetracdo do patdgeno no ovo ainda durante sua formacdo no oviduto ou
entdo, apos a postura. Ainda nos ninhos, nos galpdes de matrizes, nos caminhdes ou
no incubatorio a Salmonella spp. pode atravessar a casca, contaminando a parte

interna o embrido em formagao®®.

Nos pintainhos recém nascidos infectados, devido ao sistema imune estar
ainda imaturo, a ave pode apresentar sinais clinicos de diarréia, penas arrepiadas e
mortalidade!®. Na fase inicial, as aves podem apresentar sinais de sonoléncia,
anorexia, retardo no crescimento e falhas no empenamento. Em geral o inglavio e os

cecos sdo os locais de preferéncia de infecgio pela Salmonella spp.t°.

Em alguns casos, ndo sdo observados sinais evidentes da infeccdo entre os
cinco a dez dias de idade da ave, mas a doenca pode se agravar ap0s 0s sete dias de
idade. Aves com mais de 14 dias de vida comumente ndo apresentam sinais clinicos,
apenas uma enterite sem muitas complicacBes. Geralmente ocorre maior taxa de
mortalidade durante a segunda ou terceira semana de vida, momento em que as aves
apresentam prostracdo, asas caidas, corpo com aparéncia distorcida e se juntam para
se aquecerem. Quando ha alta infeccdo pode aparecer laminite nas articulacbes, se
também os pulmdes estiverem bastante infectados, as aves podem apresentar

dispnéia 4.
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Outra caracteristica importante é a habilidade da Salmonella spp. em persistir
no ambiente e se multiplicar fora do organismo animal em condigdes favoraveis de
presenca de matéria organica, umidade e temperatura. Salmonellas spp. sdo
susceptiveis a destruicdo quando submetidas a temperatura de 55°C, por 1 hora, ou a
60°C, durante 15 a 20 minutos!2. Alguns desinfetantes com o principio ativo de
fendis, ambnia quaternaria, glutaraldeido, iodo e formol sdo eficazes no controle
reduzindo a pressao bacteriana presente nas instalacbes contaminadas por Salmonella
spp. A irradiacdo também tem recebido consideravel atencdo como um método para
controlar Salmonellas spp. em carne de frango, ovos e racdo. Nas carcacas de frango
o controle de Salmonella spp. tem sido realizado por meio de cloreto de sodio,

peroxido de hidrogénio, acido acético, acido latico?.

A avicultura industrial favorece a transmissdo de Salmonella spp. entre as
aves nos galpdes de criagdo devido a facilidade de contaminacdo pelas fezes (via
aero-fecal), por secrecbes orofaringeas, por contaminacdo residual no ambiente da
granja como a cama em reuso, aerossois, pela racdo, agua, presenca de vetores e
fomites. Uma das maiores preocupacdes sdo as aves portadoras assintomaticas, que
podem transmitir a bactéria para todo o lote e especialmente em momentos de

estresse como transporte!!,

A contaminacdo dos ovos e carne de frango por Salmonella spp. se
caracteriza por dois problemas: a presenca de sorovares patogénicos nos sistemas de
criacdo adaptados as aves, que causam gastroenterites e septicemias, e a presenca de
sorovares que nao causam doenca nos animais, mas sdo as principais fontes de
contaminacao das carcagas nos frigorificos e que podem causar doengas ao homem?*®
Os principais sorovares envolvidos nas toxinfeccbes em humanos sdo Salmonella
Enteritidis, S Salmonella Typhimurium, Salmonella Heidelberg, Salmonella Infantis,

Salmonella Hadar e Salmonella Mbandaka?2.

2.2.  Salmonella Heidelberg

Dentre os sorovares mais encontrados em aviarios e em diagnosticos de
salmonelose em humanos, Salmonella Heidelberg se destaca, principalmente no

Canada e Estados Unidos'®. No Brasil, Salmonella Heidelberg tem sido relatada
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principalmente em abatedouros e aviarios da regido Sul do pais!’. O problema
relacionado a infeccdo por Salmonella Heidelberg estd relacionado ao potencial
dessa bactéria para promover doenga grave com septicemia, miocardite, infec¢cdes
intra-intestinas e morte nos humanos. Nas aves Salmonella Heidelber promove
patogenia moderada, caracterizada por quadro de feses diarréicas, sonoléncia e baixo

desenvolvimento do animal?.

Os animais infectados por Salmonella Heidelberg, principalmente quando
estdo na fase inicial podem apresentar quadro clinico com feses diarréicas, apatia e
sonoléncia. As aves mais maduras podem nao apresentar sinais clinicos de infecgéo,
0 que dificulta o controle de uma infeccdo sistémica, pois a Salmonella Heidelberg
pode invadir os tecidos musculares se alojando principalmente nos cortes
comercializados ou entdo infectar os ovos por meio do aparelho reprodutor das

aves?l. Dessa forma muitos consumidores de produtos avicolas sdo contaminados.

Quando o homem é contaminado por Salmonella Heidelberg, a infeccdo pode
ser leve, moderada ou apresentar graves complicagdes como septicemia, miocardite,
infeccBes extraintestinais e morte. Segundo Crump®® esse sorovar tem alto potencial
para causar doenca sisttmica em humanos quando comparada com 0S sorovares

Enteritidis e Typhimurium.

Nas ultimas décadas os indices de contaminacdo dos alimentos por
Salmonella Heidelberg vém aumentando, assim como a frequéncia dessa bactéria nas
granjas. Nos EUA é o sorovar mais frequentemente relatado do que em outras
regides do mundo. No Canada esta entre os trés sorovares mais isolados de pessoas
infectadas por Salmonella spp. No Brasil, desde 1962, tem sido identificada em aves
e produtos derivados 8. Na regido Sul do Brasil*® ,isolaram a sorovar Heidelberg em
11% das carcagas e partes de frango. Em 2014, Pulido-Landinez?® também avaliaram
a diversidade dos sorotipos de Salmonella spp. em granjas avicolas no sul do Brasil e
identificaram predominancia da S. Heidelberg (40,6%), S. Enteritidis (34,2%), S.
Hadar (8,4%) e S. Typhimurium (3,9%). Em trabalho semelhante, Pandini®®,
encontraram nas amostras de suabe de arrasto provenientes de granjas avicolas do
Parand, os sorotipos Heidelberg, Mbandaka, Newport, Schwarzengrund, Enteritidis,

Livingstone, Orion, Give e Infantis.

O grande problema inerente a presenca da Salmonella Heldelberg, nas granjas

também esta relacionado a resisténcia aos antibidticos. Segundo European Food
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Safaty Authority a Salmonella Heldelberg apresenta resisténcia aos antibidticos da
classe cefalosporinas de terceira geracdo como o ceftiofur e o ceftriaxone. O
ceftriaxone é um importante antibidtico utilizado no tratamento de gestantes e

criangas, e outros antibidticos ndo sdo indicados?! .

2.3. Aditivos melhoradores de desempenho na avicultura

Os aditivos melhoradores de desempenho s@o substancias adicionadas nas
racbes ou agua de bebida para promover melhorias, principalmente na conversao
alimentar, crescimento e no peso final dos animais. No Brasil, 0 uso dos aditivos
melhoradores de desempenho é permitido seguindo as normas estipuladas pelo
Ministerio da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

O MAPA categoriza os aditivos melhoradores de desempenho como aditivos
zootécnicos e fazem parte dele um grupo de substancias qualificadas como
antimicrobianos. Os antimicrobianos séo substancias sintéticas ou naturais utilizadas
para prevenir/ inibir a proliferacdo e destruir bactérias patogénicas. Podem ser
classificados como quimioterapicos ou antibiéticos. Os quimioterapicos agem na
interferéncia de vias metabdlicas da célula do microrganismo (inibicdo de enzimas) e
inibicdo da sintese ou dano no DNA bacteriano. Sdo analogos estruturais do acido
paminobenzdico (PABA), uma substancia essencial para a sintese de acido félico, o
qual por sua vez quando em sua forma reduzida, o acido tetrahidrofélico é
fundamental para a sintese de DNA e RNA bacteriano®.0s antimicrobianos
antibioticos sdo produzidos por meio do metabolismo de fungos, leveduras ou
bactérias.

Desde a década de 40 os antibioticos melhoradores de desempenho sao
utilizados largamente nas dietas das aves comerciais para melhorar o desempenho
das aves e aumentar a oferta de alimento protéico livre de microorganismos
patogénicos, reduzindo a taxa de infeccdo alimentar provocadas por alimentos
contaminados por bactérias ao homem. Sdo fornecidos nas ra¢bes ou na agua de
bebida das aves, em dosagens subterapéuticas permitindo o incremento da taxa de
crescimento e da conversdo alimentar, além deproteger a saude das aves,

modificando o pradrdo do sistema imune e reduzindo a taxa de mortalidade. Os
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ganhos promovidos pelos antimicrobianos variam de 3 a 3,5 % no ganho de peso e a

conversdo alimentar pode melhorar entre 2 a 3 %?.

Cada antimicrobiano possui seu mecanismo de acdo sobre os microrganismos
sensiveis, o efeito bactericida, que consiste na morte do agente, e o efeito
bacteriostético, que paralisa seu crescimento e proliferacdo. Esses efeitos podem
ocorrer na sintese da parede celular dos microrganismos, proporcionando alteracfes
na permeabilidade da membrana citoplasmatica, interferéncias na replicagcdo

cromossOmica e na sintese protéica celular?®.

A inibicdo da sintese da parede celular por agentes antimicrobianos
correspondem aos mais seletivos, apresentando um elevado indice terapéutico. As
penicilinas, ampicilina e cefalosporinas contém em sua estrutura um anel [-
lactamico, que interage com proteinas denominadas PBPs (“Penicillin Binding
Protein”), inibindo a enzima envolvida na transpeptidacao, responsavel pela ligacao
entre as cadeias de tetrapeptideos do peptideoglicano. Com isso, hd o impedimento
da formacdo das ligacbes entre os tetrapeptideos de cadeias adjacentes de
peptideoglicano, ocasionando uma perda na rigidez da parede celular. Acredita-se
também que tais farmacos podem atuar promovendo a ativacdo de enzimas

autoliticas, resultando na degradacdo da parede?®.

Na membrana citoplasmatica os agentes antimicrobianos atingem tanto a
membrana citoplasméatica como a membrana externa, onde ligam-se entre 0s
fosfolipideos, alterandosua permeabilidade (detergentes). Alguns antibioticos podem
agir como ionoforos possibilitando que as moléculas hidrofobicas que se ligam a
membrana citoplasmatica, permitindo a difusdo passiva de compostos ionizados para
dentro ou fora da célula. Ja a inibicdo da traducdo geralmente é bastante seletiva e
correspondem a um dos principais grupos de agentes antimicrobianos, uma vez que a
sintese proteica corresponde a processo altamente complexo, envolvendo varias

etapas e diversas moléculas e estruturas®.

Dentre os antibioticos que inibem a sintese protéica tém-se as tetraciclinas, 0s
macrolideos, as lincosamidas e o cloranfenicol. Esses atuam fixando no RNAt e

alongando o RNAm inibindo a agdo dos mesmos®L.

Os antimicrobianos agem de forma seletiva sobre a biota intestinal do animal

hospedeiro, impedindo o metabolismo bacteriano, reduzindo a competicdo direta de
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nutrientes entre as bactérias e o hospedeiro, e dessa forma é atenuada a producéo
microbiana de metabdlitos toxicos, como as aminas, aménia e endotoxinas, as quais
inflamam o epitélio intestinal e impedem a digestdo e absor¢do de nutrientes®2.
Segundo Dibner e Richards®,as melhorias provocadas pelos antimicrobianos no
desempenho dos animais devem-se a modulacdo da microbiota benéfica no intestino,
pois os antimicrobianos selecionam a microbiota, tendo eficacia na eliminacdo de
bactérias patogénicas, proporcionando ambiente favoravel para o crescimento

microbiano benéfico.

Os antimicrobianos também promovem a saude e a integridade do epitélio
intestinal, pois as bactérias patogénicas podem colonizar a borda das células
epiteliais ou as criptas onde novas células sdo produzidas causando danos as
parecedes e inflamacdo de células, aumentando a espessura da vilosidade. Portanto,
quando as bactérias patogénicas sdo impedidas de aderirem as celulas intestinais por
antimicrobianos, as vilosidades passam a ter crescimento normal e as criptas
possuem profundidade adequada, propiciando em maior numero de células

produtoras de enzimas e células absortivas®.

Atualmente os aditivos autorizados no Brasil para uso veterinario como
melhoradores de desempenho sao tilosina, virginiamicina, bacitracina de zinco,
lincomicina, floromicina, avilamicina e enramicina. Na Unido Européia esta proibido
0 uso dos antibidticos melhoradores de desempenho na dieta dos animais desde 1° de
janeiro de 2006. Um importante fator para a Unido Européia ter tomado essa deciséo
foi surgimento de bactérias resistentes a varios antibioticos. Uma das hipoteses em
teste para o surgimento dessas bactérias resistentes esta relacionada ao uso
deantimicrobianos nas racdes das aves, e aos residuos dos antibioticos detectados nos
produtos, que ao serem consumidospodem também reduzir a sensibilidade das
bactérias patogénicas em humanos e assim, diminuir os efeitos esperados dos

antibioticos utilizados na terapéutica humana®:.

No estudo desenvolvido por Diarra®* no Canada, foi relatado que 43% das
Salmonellas isoladas em criacdes de frangos de corte apresentaram resisténcias a
ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, ceftiofur, cefoxitim e ceftriaxona.Nos
EUA a Salmonella paratiféide tem apresentado resisténcia a ceftriaxona em cerca de
3% das cepas e um nivel de resisténcia a ciprofloxacina de aproximadamente 3%.

Aproximadamente 5% de Salmonella paratifdide testada pelo Centers for disease
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control and prevention(CDC) nos EUA s&o resistentes a cinco ou mais tipos de
farmacos. Nos testes de resisténcia realizados nos EUA com Salmonella paratifoide
foram registrados resisténcia para as drogas ampicilina, estreptomicina, sulfisoxazol

e tetraciclina®

No Brasil, o trabalho realizado por Ribeiro® com cepas de Salmonella
enteritidis isoladas de amostras de aviarios, verificaram que a tetraciclina é o
antimicrobiano de menor efeito a Salmonella enteritidis, além disso, dentre as 79 das
amostras, 65 apresentaram resistencia aos antimicrobianos testados, sendo que 66,1%
apresentaram resisténcia a dois ou mais agentes e 33,8% a somente um

antimicrobiano.

2.4.  Frangos de crescimento lento e criacdo de frango caipira

A expansdo do sistema intensivo de criacdo de aves aconteceu no periodo
entre 1970 e 1975, quando as racas passaram por programas de melhoramento
genético e as aves passaram a ser criadas em galpdes fechados com alta
densidade/animal e programas nutricionais que atendiam melhor as exigéncias das
aves. Dessa forma a avicultura tornou-se uma das atividades mais relevantes no
contexto sécio-econémico mundial por oferecer ao consumidor uma fonte de
proteina de boa qualidade, produzida em curto espaco de tempo, com valor pago pela

carne e ovos mais acessivel que outras fontes de proteina animal®’.

Hoje a avicultura é predominantemente intensiva, realizada em sistemas de
producdo denominados integracdo vertical, em que todas as etapas de producdo sdo
coordenadas por agroindustrias, priorizando alta produtividade e realizando
melhorias continuas em varios elos da cadeia, como melhoramento genético, manejo

nutricional e sanitario, tecnificacio das unidades de abate e de processamento®®.

Entretanto, a intensificacdo da producdo de frangos de corte gerou alguns
problemas relacionados as questdes de bem-estar animal e aos aditivos utilizados nas
racOes para reduzir problemas causados por microrganismos patogénicos. A alta
densidade/animal dos sistemas intensivos de criagdo propicia baixa resisténcia a

patdgenos, em virtude do baixo padrdo de bem-estar dos animais e a facil
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transmissdo de microrganismos entre eles. Portanto, desde a década de 1946, tem
sido utilizado antimicrobianos nas racdes das aves, principalmente antibioticos, em
doses sub-terapéuticas, com a finalidade de promover o crescimento saudavel e
rapido as aves. Porém, essa pratica tem sido discutida em todo o mundo, e em alguns
paises da Europa ja esta proibido o uso de antibidticos nas racdes de animais® em
virtude de que estudos tem apontado a existéncia de bactérias resistente a
antibidticos, principalmente os utilizados nas ra¢des ou &gua de bebida dos animais

criados em sistemas intensivos, acarretando na dificuldade de terapia humana®!,

Diante desses fatores tém surgido consumidores exigentes de produtos
alternativos aos oriundos de criages industriais 0s quais incentivaram a criacao,
ampliacdo e manutencdo de cadeias de valores diferenciadas®, que contemplem na
sua cadeia produtiva o respeito ao meio ambiente, ao animal e ao consumidor®.
Portanto, a cadeia da avicultura passa por transformac6es em que 0s tipos de criacéo
mais antigos estdo sendo retomados, poréem de forma mais organizada e tecnificada,
os chamados sistemas alternativos de criacdo de frangos. Nesses sistemas as aves sdo
criadas em ambientes, geralmente mais rasticos, com disponibilidade de espaco ao ar
livre para expressarem seus comportamentos naturais e sdo utilizadas utilizam

linhagens mais adaptadas ao meio ambiente onde séo criadas.

Hoje os principais sistemas alternativos de criacdo de frango, conforme
descritos nas normas de producdo da Associacdo Brasileira da Avicultura Alternativa
sdo o sistema de Criacdo Caipira e Sistema de producdo Antibiotic Free e Frango
Organico. No Brasil as normas do Ministério da Agricultura DOI/DIPOA n°007/99,
de 19/05/1999, DOI/DIPOA n°014/2000 de 11/05/00, e mais recentemente da ABNT
(ABNT/CEE, 214), regulam a criacdo, abate e processamento de carne e mitdos do
frango caipira. No regulamento estdo estipuladas como principais normas, a criacdo
de linhagens especificas caipira, as aves devem ter acesso a area externa apos 28 dias
de idade, ndo é permitido utilizar melhoradores de desempenho e ingredientes de
origem animal na racdo ou agua de bebida das aves e a idade minima de abate é de
85 dias™.

As linhagens de frangos especificas para os sistemas alternativos apresentam
como caracteristicas baixo potencial genético de crescimento, alta rusticidade e boa

adaptabilidade, as principais linhagens utilizadas em criacgéo alternativa no Brasil séo
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a Label Rouge, Carijo, Rhode e indio. A Label Rouge é uma linhagem desenvolvida
na Franca, tem o crescimento lento, possui coloragdo mista, € abatida aos 90 dias
com um peso médio de 2,5 quilos e sua carne é mais rigida que frangos de linhagem

industrial.

Embora a Label Rouge seja uma ave de crescimento lento, € eficiente na
producdo de carne, o que lhe confere as boas caracteristicas de carcaga*! . No estudo
realizado por Hellmeister Filho*? foi relatado que as aves da linhagem Label Rouge
levam aproximadamento 90 dias para atingir 2,3 kg. Em trabalho desenvolvido por
Costa® com a linhagem Label Rouge Pescoco pelado, de 1 a 28 dias, foi identificado
que as aves consomem 856 g/ave de ragéo, apresentando 477 g de ganho de peso e
conversdo alimentar de 1,88. Em outro estudo, foi identificado que frangos Label
Rouge levaram 63 dias para atingir 2.030 g e apresentaram conversdo alimentar de
2,6.

Segundo Santos*, a criacdo de linhagens de frango de crescimento lento é
justificada por apresentarem atributos diferenciados na qualidade da carne, como
maior textura e coloracdo do musculo da carne mais acentuada, tanto para o teor de
vermelho como para o teor de amarelo, diferente da cor rosa palido do mdsculo das
carnes de aves industriais. Entretanto o frango caipira ndo tem a pretensdo de
competir com a avicultura industrial, mas sim preencher um nicho de mercado com
produtos originados de um sistema alternativo de producdo. E, assim, continuar
atendendo satisfatoriamente aos consumidores que exigem uma alimentacdo mais

natural*®4®.

2.5.  Extratos vegetais e propriedades antimicrobiana

Os extratos vegetais sdo compostos de uma imensa diversidade de moléculas
de ampla atividade biolégica e por isso constituem importante recurso terapéutico
para o tratamento e prevencdo de doencas*’. Dentre as diversas moléculas bioativas
presentes nas plantas, as de maior interesse na fitoterapia pertencem ao grupo dos

alcaloides (alcodis, aldeidos, cetonas, éters, ésteres, lactonas), dos glucosideos,



29

compostos fendlicos, flavondides, estilbenos, saponinas, mucilagens, taninos

condensados e hidrolisaveis, terpenos, ligninas e 6leos essenciais?®.

Muitos extratos vegetais possuem acdo antimicrobiana devido ao carater
lipofilico presente nas moléculas constituintes dos extratos, tornando-os capazes de
penetrar na célula ou desintegrar a membrana da parede celular bacteriana, por

possuirem alguma agéo contra bactérias, coccideos, e fungos®®.

O extrato das cascas e folhas vegetal de Pau-terra (Qualea grandiflora)
possuem acdo antibacteriana comprovada sobre o Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, também foi constatado no extrato
etandlico das folhas efeito antioxidante, analgésico, depressor do sistema nervoso
central, com potencial anticonvulsivante®. Os constituintes presentes sdo nas folhas
do extrato sdo flavondides, triterpendides e esterdides, além de taninos,
benzoquinonas e antraquinonas.

Segundo Alvez®!, o método de extracdo pode influenciar na polaridade dos
compostos extraidos por cada tipo de solvente utilizado no processo de extracéo, que
por sua vez influencia na bioatividade das moléculas presentes nos extratos. Alvez>!
relatou em estudo que 10 % dos extratos aquosos apresentaram atividade contra
Biomphalaria glabrata, nenhum deles apresentou acdo fungicida ou toxica para
Artemia salina. Os extratos metanolicos apresentaram atividade antimicrobiana

frente as bactérias gram positivas como Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.

O extrato vegetal de barbatimdo apresenta propriedade cicatrizante
antimicrobiana e antioxidante®?. Dentre os metabdlicos quimicos secundarios
encontrados no barbatimao, citam-se os alcaloides, terpenos, estilibenos, esteroides,
saponinas, inibidores de proteases e taninos. Segundo Pinho®3, os efeitos medicinais
do barbatimao séo atribuidos ao elevado teor de taninos em sua composi¢cdo quimica,

podendo atingir niveis de 20% a 50%.

O extrato vegetal de jenipapo (Genipa americana L) apresenta Varios
compostos bioativos, minerais e vitaminas importantes como o sulfato de quinina, 0s
acidos genipico e genipinico com func¢Ges antimicrobiana, antimalarica, antipirética e
analgésica O extrato da casca apresenta alta concentracdo de tanino, com potente
acdo antioxidante. Seu extrato é utilizado como antidoto de intoxicaces,

adstringente, cicatrizante, hemostatico e antisséptico >°°.
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O extrato vegetal de pau-ferro (Libidibia férrea) tem sido utilizado para o
tratamento de problemas hepaticos, respiratérios, disturbios gastrintestinais e como
cicatrizante®. Os extratos dos frutos do pau-ferro apresentaram atividade
antimicrobiana em testes in vitro utilizando Streptococcus sp., Candida albicans and
Lactobacillus casei®’. Esses efeitos sdo atribuidos aos compostos fendlicos presentes
em todas as estruturas da planta como os taninos cumarinas, flavonoides, saponinas e

esteroides®.

2.6. Extratos vegetais e propriedades antioxidantes

Os extratos vegetais, geralmente, possuem compostos fendlicos, os quais
conferem aos extratos atividade antioxidante. Os compostos fendlicos sdo oriundos
do metabolismo primario e secundario das plantas. Os metabolitos primarios
respondem pela sobrevivéncia do vegetal, exercendo funcéo ativa nos processos de
fotossintese, respiracao e assimilacdo de nutrientes; os metabolitos secundarios estéo
intimamente associados a estratégias de defesa contra agressbes as plantas por
insetos, pragas ou predadores e por fatores climaticos®®. Esses metabolitos
proporcionam as plantas o sabor, odor e pigmentos, que ddo a aparéncia colorida as

plantas e frutos®°.

Além das propriedades terapéuticas, os compostos fendlicos apresentam
potencial atividade antioxidante considerada importante na prevencdo de danos
ocasionados pela presenca de radicais livres as células e aos tecidos. Os antioxidantes
podem ser definidos como quaisquer substancias que, presentes em baixas
concentracdes, quando comparados a um substrato oxidavel, atrasam ou inibem a
oxidacao desse substrato de maneira eficaz. Os principais antioxidantes nos vegetais
sdo as vitaminas C e E, os carotenoides e os compostos fenolicos, especialmente os
flavonoides®?, ja bastante conhecidos como moléculas auxiliadoras no combate ao
extresse oxidativo por excesso de radicais livres no organismo de animais e

humanos.

A geracdo de radicais livres é fisiologico e continuo, acontece durante 0s
processos metabdlicos, pois os radicais livres sdo utilizados como mediadores na

transferéncia de elétrons nas varias reagbes bioquimicas®?. Sua producdo, em
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proporcoes adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia
transportadora de elétrons; fertilizacdo do Ovulo; ativagdo de genes; e participacdo de
mecanismos de defesa durante o processo de infecgdo por patdgenos®®. Contudo, o
organismo animal e humano apresenta proprio sistema de defesa contra o extresse

oxidativo, ou seja, ao desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes.

O sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicais.
Tais acOes podem ser alcancadas por meio de diferentes mecanismos de agéo:
impedindo a formacdo dos radicais livres ou espécies ndo-radicais (sistemas de
prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo o
reparo e a reconstituicio das estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de reparo)®. O
sistema de defesa ocorre por dois tipos de mecanismo (enzimatico e nao-

enzimatico)®2.

O sistema de defesa do organismo € constituido de sistemas enzimaticos
(superoxido dismutase, catalases, glutationa peroxidase e sistemas tioredox) que sdo
reconhecidamente muito eficientes na detoxificacdo de ERRO (espécie reativa de
oxigénio). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevencdo, impedindo
e/ou controlando a formacédo de radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos
com a iniciacdo das reacbes em cadeia que culminam com propagacdo e
amplificacdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos
oxidativos®. A atividade das enzimas em questdio muitas vezes depende da
participacdo de cofatores enzimaticos, especialmente antioxidantes de origem
dietética®®.

O sistema de defesa ndo-enzimatico inclui, especialmente, os compostos
antioxidantes de origem enddgena e exogena (dietética). Os principais antioxidantes
ndo-enzimaticos presentes no organismo humano sdo a glutationa, a bilirubina, os
horménios sexuais estrogénicos, o &cido Urico, a coenzima Q, a melanina, a
melatonina, o a-tocoferol e o &cido lipdico®. Os principais antioxidantes de origem
dietética sdo as vitaminas (acido ascorbico, a-tocoferol e p-caroteno), minerais (Co,

Zn, Mn e Se) e compostos fendlicos®’.

Entretanto, quando a producéo de radicais livres e/ou espécies reativas supera

a capacidade de acdo dos antioxidantes, se favorece a oxidacdo de biomoléculas,
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gerando metabolitos especificos, 0s marcadores do estresse oxidativo, que podem ser
identificados e quantificados. Tais marcadores séo derivados, sobretudo, da oxidacéo
de lipideos, proteinas e Acido Desoxirribonucléico (DNA), gerando perda das

funcdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico celular e de tecidos®® .

Os antioxidantes por apresentar diferentes propriedades protetivas e agir em
diversas etapas do processo oxidativo, funcionando por diferentes mecanismos séo
classificadas em duas categorias principais: antioxidantes primarios e secundarios.
Os antioxidantes primarios (doadores de atomos de hidrogénio), que tem a funcédo de
inibir ou retardar a oxidagdo de radicais livres, e transformar os radicais em
substancias estaveis. Os antioxidantes secundarios apresentam uma grande variedade
de modos de acdo: ligacdo de ions metalicos (alteracdo de valéncia); inativacdo de
ERO, conversdo de hidroperoxidos em espécies ndo-radicalares ou absorcdo de
radiacio UV®®, previnindo a decomposicdo dos hidroperoxidos e consequente

formacéo de radicais livres nos tecidos’.

Dentre os antioxidantes presentes nos extratos vegetais, 0S compostos
fendlicos destacam-se de outras classes de metabdlitos secundarios por serem
amplamente distribuidos e por apresentarem atividade antioxidante, ja
comprovadas’™. Os compostos fendlicos possuem um ou mais grupos hidroxilas
ligados a um anel aromatico, que podem doar elétrons ou hidrogénio, além disso,
seus radicais intermediarios estaveis impedem a oxidacdo de varias moléculas,

particularmente lipidios’?.

Na literatura, muitos autores relatam correlacdo entre a atividade antirradical
livre e compostos fendlicos totais’®’*. Segundo Melo™, a capacidade antioxidante
dos extratos vegetais ocorre devido aos constituintes &cidos (fendis) e suas
propriedades redutoras, cuja intensidade da acdo antioxidante depende
fundamentalmente do nimero e da posicao da hidroxila presentes nas moléculas. Os
antioxidantes naturais sdo na grande maioria compostos fendlicos, havendo trés

grupos principais: os tocoferdis, os flavonoides e os acidos fendlicos 6.

Os compostos fendlicos sdo representados por uma grande diversidade de
moléculas e divide-se em flavondides (polifenois) e ndo-flavondides (fendis simples
ou acidos). Os flavondides compreendem um grupo de compostos fendlicos
amplamente distribuidos nas frutas e nos vegetais, apresentando-se sob muitas

variagdes como flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas
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e chalconas’”’8, S0 conhecidos mais de 2000 flavondides e sua nomenclatura
deriva do latim flavus, que significa amarelo. Nas plantas possuem a finalidade de
atrair polinizadores por concederem cores as plantas, mas aparentemente conferem
também acdo protetora as radiacOes além de propriedades antioxidantes de protecdo
a0 metabolismo vegetal®.

Os flavonoides podem ser encontrados na forma livre ou na forma de
heterosideos (glicosideos). Os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes
(orto-difendis), localizados em varias posicOes dos anéis A, B e C, as duplas ligacdes
dos anéis benzénicos e a dupla ligacdo da funcdo oxo (-C=0) de algumas moléculas
de flavondides garantem a esses compostos sua alta atividade antioxidante®. O efeito
positivo dos flavondides na sadde animal esta associado com sua atividade
antioxidante, que em nivel celular permite a manutencdo de fungdes celulares
normais na presenca de estresse oxidativo, como a impedimento da oxidacao lipidica

da membrana’?.

Na classe dos ndo-flavonoides estéo os derivados dos &cidos hidroxicindmico
e hidroxibenzoico. Os principais compostos fendlicos ndo-flavondides derivados dos
acidos hidroxicinamicos sdo os ésteres dos &cidos caféico, cumarico e feldrico.
Quanto aos derivados dos acidos hidroxibenzoicos, podem-se destacar os acidos
salicilico, galico, elagico, protocatéico e vanilico®!. A capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos nédo-flavonoides estd relacionada com a posicdo dos grupos
hidroxilas e também com a proximidade do grupo —CO2H em relacéo ao grupo fenil.
Quanto mais proximo esse grupo estiver do grupo fenil, maior serd a capacidade
antioxidante do grupo hidroxila na posicio meta®2. Portanto, apresentam a
capacidade de interagir com as biomembranas e exercem a funcdo de moduladores
da fluidez de modo que hé& o decréscimo da cinética das reacfes responsaveis pelo

estresse oxidativo®®

Os terpenos sdo principios aromaticos encontrados em diferentes 6rgaos
vegetais. Por evaporarem quando expostos ao ar em temperatura ambiente, sdo
também chamados 6leos volateis ou 6leos etéreos e esta caracteristica € que confere
0 odor caracteristico dos vegetais, tanto para atracdo dos polinizadores como
repelente de insetos e herbivoros 8. Quimicamente, sio misturas de diversos
compostos, 0s quais podem ser divididos em dois grandes grupos: os derivados

terpénicos (mentol e citronelol) e os derivados do fenilpropano (anetol e eugenol). As
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principais caracteristicas farmacoldgicas dos terpenos estao relacionadas ao emprego

como antisséptico e anti-inflamatdrio .

Os taninos fazem parte do grupo dos acidos fendlicos e podem ser
classificados em dois grandes grupos, taninos hidrolisaveis e taninos condensados,
também denominados de proantocianidinas. Os taninos hidrolisaveis sdo constituidos
por uma mistura de fendis simples, galotaninos e elagitaninos, que ap6s a hidrélise
formam o &cido gélico e &cido eldgico, que possuem atividade anti-inflamatoria e

antioxidante®.

De um modo geral, o contetdo de fendis totais pode ser determinado pelo
método espectrofotométricos de Folin-Ciocalteu, que utiliza a reducéo pelos fendis,
em meio alcalino, do fosfomolibdato-fosfotungstato, a molibdénio, cuja coloracdo é
azul. A base quimica da metodologia é a reducéo, pelos grupos hidroxi-fendlicos, de
jons Fe+3 a Fe+2, que formam complexos com ferrocianeto, produzindo pigmentos
de coloragéo azul. Para isso é necessario a utilizagdo de curva padrdo, sendo o padréo
mais utilizado o acido galico®. Por este motivo os resultados sdo, em geral,

expressos em mg de acido galico em 100g de peso seco da amostra.
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CAPITULO 2 - COMPOSTOS FENOLICOS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
E ANTIMICROBIANA DE PLANTAS NATIVAS DO
CERRADO

RESUMO: Objetivou-se com esse trabalho avaliar a atividade antimicrobiana de sete
extratos vegetais etandlicos de plantas nativas do cerrado brasileiro (Barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens), Jacaranda (Machaerium villosum), Jenipapo (Genipa
americana), Pau-terra (Qualea parviflora), Pau-ferro (Connarus suberosus), Murici
(Byrsonima crassifolia), Mama-cadela (Brosimum gaudichaudii)), assim como a
concentracdo de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante dos extratos.
Os compostos fendlicos dos extratos vegetais foram determinados por meio de
espectroscopia na regido do visivel, utilizando-se o método de Folin-Ciocalteau. A
determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos vegetais foi realizado pelo
método de sequestro de radicais livres por solucdo de ABTS. A atividade
antimicrobiana in vitro dos sete extratos vegetais etanolicos frente a Salmonella
Heidelberg foi realizada por meio do método de disco difusdo. Os resultados da
analise antimicrobiana dos extratos frente Salmonella Heidelgerb foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA). Os dados dos compostos fenolicos e antioxidantes
foram submetidos a analise descritiva. Os extratos vegetais etandlicos apresentaram
variacdo de 6,48 a 59,81 g EAG/mL de compostos fendlicos totais e 595 a 1098,33
umol/L de atividade antioxidante. O extrato vegetal etandlico de Pau-terra
apresentou atividade antimicrobiana moderada frente Salmonella Heidelberg
(diametro de halo 9,5 %. Os extratos vegetais etandlicos de Barbatimdo Jacaranda,
Mama-cadela, Jenipapo, Pau-ferro e Murici ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente Salmonella Heidelberg (didmetro de halo 5mm).

Palavras-chave: aditivos fitogénicos, antimicrobianos, fitomoléculas, plantas medicinais
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CHAPTER 2 - PHENOLIC COMPOUNDS, ANTIOXIDANT AND
ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF NATIVE CLOSED
PLANTS

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity
of the extracts of Brazilian Cerrado plants, Jacarandd (Machaerium villosum),
Jenipapo (Genipa americana), Pau-terra (Qualea parviflora), Pau-terra (Qualea
parviflora), Pau-terra Qualea parviflora), Pau-terra (Qualea parviflora). iron
(Connarus suberosus), Murici (Byrsonima crassifolia), Mama-bitch (Brosimum
gaudichaudii)), as well as a concentration of phenolic compounds and an antioxidant
activity of the extracts. The phenolic compounds of the plant extracts were
determined by spectroscopy in the visible region, using the Folin-Ciocalteau method.
The date of the antioxidant capacity of the vegetal extracts was determined by the
method of sequestration of free radicals by solution of ABTS. The in vitro
antimicrobial activity of the seven plant extracts in Salmonella Heidelberg medium
was carried out using the disc diffusion method. The results of the antimicrobial
analysis of the extracts ahead of Salmonella Heidelgerb were submitted to analysis of
variance (ANOVA). The phenolic compounds and antioxidants were submitted to
descriptive analysis. The extractsanormal showed a greater variation from 6.48 to
59.81 g EAG / mL of phenolics at 595 to 1098.33 umol / L of antioxidant activity.
The ethanolic vegetal extracts of Barautimdo Jacarandad, Mama-bitch, Jenipapo, Pau-
ferro and Murici not-a-line were presented with the ethanolic vegetal extract of Pau-
earth presented the moderate antimicrobial activity before Salmonella Heidelberg
(halo diameter to 9,5%. Antimicrobial activity against Salmonella Heidelberg (halo
diameter 5mm).

Keywords: phytogenetic additives, antimicrobials, phyto-molecules, medicinal

plants
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1. INTRODUCAO

A Salmonella Heidelberg tem sido considerada entre as sorovares uma das
mais isoladas em casos de salmoneloses humana e mais presentes em aviarios em
todo o mundo. Segundo relatério emitido em anualmente pela Agéncia Publica de
Saude do Canada , a Salmonella Heidelberg € a terceira sorovar mais encontrada em
humanos no Canada e a quinta sorovar encontrada nos EUA.

Um dos maiores problemas relacionados as Salmonellas spp. € a resisténcia
aos antibidticos largamente utilizados na terapéutica humana e nos sistemas de
producdo animal. Segundo Mion? a Salmonella Heidelberg apresenta resisténcia
principalmente aos antibioticos relacionados a ceftriaxona (cefalosporina de terceira
geracdo). Em trabalho realizado por Mion? foi identificado a ocorréncia de
progressdo da resisténcia antimicrobiana de sorovares de Salmonella Heidelberg
isolados em abatedouro de aves no periodo de quatro anos, uma vez que 46,1% das
amostras isoladas em 2005 foram resistentes a um principio ativo e todos os isolados

em 2009 foram resistentes a pelo menos quatro principios ativos.

Devido as evidéncias encontradas de resisténcia a antimicrobianos por
diversas bactérias, a Unido Européia proibiu o uso dos antibioticos moderadores de
crescimento. Nesse cenario, variados estudos vém testando o potencial
antimicrobiano de extratos vegetais e Oleos essenciais frente aos diversos
microrganismos de importancia patogénica. Dentre estes trabalhos, o estudo
desenvolvido por Wiest® avaliando a atividade antimicrobiana de extratos vegetais
frente a isolados de Salmonella spp., constataram que, dos extratos (etandlicos e
hidroalcoolicos) de 86 diferentes espécies vegetais, 58 % apresentaram alguma
inibicdo ou inativacdo sobre Salmonella spp. Um trabalho semelhante foi
desenvolvido por Bona*, ao estudar o efeito de nove extratos vegetais de diferentes
plantas sobre Salmonella ssp., verificaram que de todos os extratos estudados

somente um ndo apresentou efeito bacteriostatico ou bactericida.

As plantas, por meio do metabolismo secundario, sdo capazes de sintetizar
uma diversidade de moléculas, como os alcaldides e compostos fendlicos que
participam das funcdes de protecdo contra fatores ambientais estressores e atragéo de

insetos polinizadores®. Devido ao potencial antimicrobiano dessas moléculas, a
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medicina humana e veterinaria vem empregando extratos de plantas, concentrados

em algum principio ativo no tratamento de doengas®’®,

O extrato vegetal do Jenipapo possui 0s acidos genipico e genipinico os quais
sdo considerados potenciais moléculas de efeito antimicrobiano. O extrato de
Jacaranda é largamente utilizado por apresentar compostos polifendlicos e
triterpénicos que conferem alto potencial antimicrobiano®. O extrato vegetal do pau-
terra pormove acdo antibacteriana sobre o Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e

Pseudomonas aeruginosa, além de apresentar efeito antioxidante®?,

Em trabalho desenvolvido por Carvalho®?, foi descrito como efeitos do
extrato vegetal de pau-ferro, as atividades antiinflamatéria, antimicrobiana e
analgésica. Gellen'* quando encontraram o efeito bactericida do extrato do Murici
sobre Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. A
planta mama-cadela apresenta constituintes quimicos como furocumarinas
(bergapteno, psoraleno, xantiletina, luvangetina, gaudichaudina), saponinas, taninos,
protoantocianidinas e alcaldides, os quais indicam haver potencial antimicrobiano de

Seu extrato.

Diante disso, objetivo-se avaliar a atividade antimicrobiana de sete extratos
vegetais etanolicos de plantas nativas do cerrado brasileiro (Barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens), Jacaranda (Machaerium villosum), Jenipapo (Genipa
americana), Pau-terra (Qualea grandiflora), Pau-ferro (Connarus suberosus), Murici
(Byrsonima crassifolia), Mama-cadela (Brosimum gaudichaudii)), assim como a

concentracdo de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante destes extratos.
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2. MATERIAL E METODOS

O potencial antimicrobiano dos extratos vegetais de sete plantas do cerrado
brasileiro frente a Salmonella Heidelberg foi realizado no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da UPIS (Unido Pioneira de
Integragdo Social), Planaltina-DF. Foram escolhidas sete plantas, Barbatimao
(Stryphnodendron adstringens), Jacarandd (Jacaranda decurrrens), Jenipapo
(Genipa americana), Pau-terra (Qualea grandiflora), Pau-ferro (Libidibia ferrous),
Murici (Byrsonima crassifolia), Mama-cadela nélicos e(Brosimum gaudichaudii)
para produzir os extratos vegetais etanolicos a partir deles avaliar a atividade
antimicrobiana frente Salmonella Heidelber, o conteudo total de compostos fenolicos

e a atividade antioxidante.

2.1.Coleta e identificacdo do material vegetal

As espécies vegetais escolhidas fazem parte da flora do bioma cerrado
brasileiro e foram coletadas na regido de Planaltina-DF. Coletou-se 4 kg da parte
aérea de cada espécie. As especies foram identificadas no Herbario das Faculdades
UPIS (Unido Pioneira de Integracdo Social), Planaltina-DF. No preparo das amostras
coletadas para a extracdo dos compostos ativos foi necessario realizar uma limpeza
prévia, seguido da pré-secagem em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por 72 horas.
Logo apos a pré-secagem, o material foi triturado em moinho de facas tipo Willey e

acondionado em sacos plasticos herméticamente fechados.

2.2. Preparo dos extratos vegetais etanolicos

Os extratos vegetais etanolicos foram produzidos e cedidos pelo Laboratdrio
de Bioquimica da faculdade UPIS localizada em Planaltina-DF, Campus Il. Foram
produzidos sete tipos de extratos vegetais etandlicos a partir das folhas de: Jacaranda
(Jacaranda decurrrens), Jenipapo (Genipa americana), Pau-terra (Qualea
grandiflora), Pau-ferro (Libidibia ferrous), Murici (Byrsonima crassifolia), Mama-

cadela nolicos e(Brosimum gaudichaudii). O extrato de Barbatimdo
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(Stryphnodendron adstringens) foi produzido a partir das casas. As folhas
selecionadas e a casca do Barbatimédo foram colocadas em estufa de secagem com
circulagéo e renovacgdo de ar a 36 °C durante 48 horas. Depois de secas, as folhas
foram moidas (Figura 2.1) em moinho de facas tipo Willey (Modelo TE-650 da
Tecnal), utilizando-se peneira com a malha de 0,59 mm. O material moido foi
armazenado em sacos plasticos com 30g cada um, selados com seladora elétrica,
devidamente identificada com o nome da planta e armazenada a temperatura
ambiente em local escuro. O extrato etandlico de cada espécie de planta foi obtido a
da maceracdo de 100g de material moido juntamente com 500 mL de etanol 95%
P.A. Esse processo teve a duracdo de uma semana. Logo em seguida o material foi
filtrado e evaporado em rotaevaporador a 40°C por 2 horas. Para o ideal
acondicionamento dos extratos brutos foram utilizados frascos com tampa rosqueada

e armazenado sob refrigeracdo para ser utilizado no ensaio, in vitro.

2.3.Determinacdo de compostos fenolicos dos extratos vegetais

A determinacdo de compostos fenolicos totais presentes nos extratos
etanolicos das folhas foi realizada por meio de espectroscopia na regido do visivel,
utilizando-se 0 método de Folin-Ciocalteau, que contém uma mistura de acidos
fosfomolibdico e fosfotunguistico, com formacdo de um complexo de coloragéo azul
de absor¢cdo maxima em 760 nm na presenca de um agente redutor. Para esse
procedimento foi utilizado uma aliquota de 1 mg/mL de cada extrato bruto e
dissolvida em metanol, em seguida, transferida para um baldo volumétrico de 50 mL
e o0 volume final completado com solvente. Para a reacao colorimétrica, foi utilizada
uma aliquota de 0,5 mL da solucdo metandlica do extrato misturada a 2,5 mL de
solucdo aquosa do reativo Folin- Ciocalteau 10% e, 2 mL de solucdo de carbonato de
sodio 7,5 %. A mistura foi incubada em banho aquecido a 50°C por 5 min, e
resfriadas em temperatura ambiente. Posteriormente a absorbancia foi medida no
comprimento de onda 760 nm'3. A absorbincia (Aa) da fracdo liquida foi
determinada a 760 nm em espectrofotbmetro Biochrom Libra S12. Curva de
calibracdo de &cido géalico foi utilizada para quantificagdo dos fendis totais (Figura
1). Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico (mg EAG.100 g-
1).
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FIGURA 1. Curva padrdo de &cido galico a 760 nm (Folin-Ciocalteau) em D.O.
utilizada para compostos fendlicos com equacéo da reta com valor R?=0,996.

2.4.Determinacdo da atividade antioxidante dos extratos vegetais in vitro

Para avaliar a capacidade antioxidante dos extratos vegetais foi utilizado o
método de captura do radical 2,2~ azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS), que pode ser gerado através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou
enzimatica®®. A solugdo de ABTS+ foi preparada pela reagdo de ABTS 7 mM (5 mL)
e 2,45 mM (88 pL) de persulfato de potéassio, apds incubacao a temperatura ambiente
no escuro, durante 16 h. Foi entdo diluida com etanol a 80% para se obter uma
absorbancia de 0,700 £ 0,005 a 734 nm. A solucdo ABTS+ (2,7 mL) foi
cuidadosamente misturada com 0,3 mL das amostras do teste. A mistura de reacédo
foi deixada em repouso a 30°C, durante 30 min., e a absorbancia a 734 nm foi
medida em espectrofotdmetro (Marca QUIMIS, modelo Q798U2M).

2.5.Preparacdo dos indculos para teste in vitro

A incubacdo e os testes antimicrobianos foram realizados no Laboratério de
microbiologia da UPIS, Planaltina — DF. O indculo (Salmonella Heidelberg) foi

preparado de amostras oriundas de frangos de corte cedidas pelo Laboratério de
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Bacteriologia, da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goiés.

A Salmonella Heidelberg foi mantida a - 80 °C em caldo Infusdo de cérebro e
coracdo (caldo BHI, Merck) contendo 20 % de glicerol. As culturas de trabalho fora

preparadas pelo subcultivo de 100 uL. da cultura estoque em 9 mL de caldo BHI e
incubadas a 35°C por 12 horas.

2.6.Avaliagéo da atividade antimicrobiana in vitro

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos sete extratos vegetais etanolicos
frente a Salmonella Heidelberg, determinando-se a sua suscetibilidade, foi realizada
por meio do método de disco difusdo adaptado, recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute!’. Dessa forma foi semeado, com o auxilio de um
swab estéril, o indculo de forma uniforme por toda a superficie da placa de Petri,
contendo agar Mdueller-Hinton. Foram utilizadas sete placas diferentes e em cada
placa foram adicionados 5 discos de papel filtro estéreis com 5 mm de didmetro, cada
disco foi impregnado com 1mg/mL em solucdo salina 0,85% de algum dos sete
extratos vegetais. As placas semeadas e contendo os discos foram invertidas e
incubadas em estufa a 36 (+ 1°C) por 24 horas. A placa com os discos + inoculo de
Salmonella Heidelberg foi considerada um tratamento e cada disco, uma repeticao.
Os resultados da susceptibilidade aos produtos vegetais foram expressos em termos
de tamanho de diametro do halo de inibi¢do do crescimento microbiano. O resultado
final de cada tratamento foi dado em milimetros (mm) e foi obtido pela média das 5
repeticbes. Para a avaliacdo da susceptibilidade da Salmonella Heidelberg foi
utilizada a metodologia de analise do diametro do halo adaptada por Ayres'®, na qual,
o0 halo sendo menor que 9 mm foi considerado que a bactéria é resistente ao extrato-
vegetal; halo de 9-14 mm, a bactéria apresenta resisténcia moderada; halo de 14 a 17
mm é considerado que a bactéria é sensivel, e halo maior que 17 mm, a bactéria

apresenta alta sensibilidade.

2.7.Anélise estatistica
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Os resultados da andlise antimicrobiana dos extratos frente Salmonella
Heidelberg foram submetidos a anélise de variancia utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism verséo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).

Para analise dos dos dados da determinacdo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante dos extratos, foi utilizada analise descritiva, avaliando-se a

média das trés repeticbes de cada extrato nessas determinagoes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na determinacdo dos compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante estdo apresentados na Tabela 1. Os extratos avaliados
apresentaram teores de compostos fenolicos variando de 6,48 a 59, 81, sendo o
menor teor de compostos fendlicos conferido no extrato vegetal de Jenipapo (6,48) e
0 maior teor no extrato de Pau-ferro (59,81).

TABELA 1. Concentracdo de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante dos
extratos vegetais etandlicos

Extratos  vegetais etanolicos Concentracdo de compostos Atividade Antioxidante

(1pg/mL) fendlicos totais mg EAG/mL pmol/L
Barbatiméo, casca 16.25

(Stryphnodendron adstringens) ' 1098,33
Jacaranda (Jacaranda 1731

decurrrens) ' 595,00
Jenipapo (Genipa americana) 6,48 1045,00
Pau-terra (Quelea grandiflora) 48,52 1045,00
Pau-ferro (Libidibia ferrea) 59,81 1055,00
Murici (Byrsonima crassifolia) 41,10 978,33
Mama-cadela (Brosimum 3973

gaudichaudii) 1018,33

A concentracdo de compostos fendlicos identificados no extrato etandlico da
casca do Stryphnodendron adstringens (Barbatimao) foi de 16,25 mgEAG/mL. Este
resultado é semelhante ao encontrado por Souza!®, ao avaliar também extrato
etanolico da casca de Stryphnodendron adstringens, no qual relatou haver 22,95
mgEAG/mL de compostos fendlicos totais. Entretanto, Souza®® encontrou resultados
diferentes (75,09 mgeEAG/mL) de teor de compostos fendlicos totais no extrato

vegetal de barbatimdo. Os compostos fendlicos ja identificados nos extratos de
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Barbatim@o foram os taninos, os flavondides, os terpenos e alcal6ides, compostos
fendlicos inibidores de proteases e tripsina, além das saponinas, esterdides e
estilbenos?,222%, Estes compostos fendlicos tem proporcionado beneficios em
tratamentos e prevengdes de doengas por possuirem acdo antioxidante, anti-
inflamatéria?*, antifungica®, antimicrobiana, antisséptica®®, cicatrizante e aumento da

atividade enzimatica gastrica®’%,

Em relacdo ao contetdo total de compostos fendlicos do extrato de Jenipapo
(Genipa americana), foi encontrado 6,48 mgEAG/mL. Esse resultado esta em
concordancia com os encontrados no trabalho de Porto?®, no qual foi obtido o valor
de 8,57 mgEAG/g. No trabalho realizado por Barbosa®®, no qual estudou os
compostos fendlicos presentes no extrato do fruto do Jenipapo, também encontrou
resultado semelhante ao do presente estudo, 4,74 mgEAG/g de compostos fenolicos.
Contudo, em estudo desenvolvido por Borges®!, foi relatado no extrato de folhas do
Jenipapo teores menores aos do presente estudo, 3,38 mgEAG/g. Os compostos
fendlicos encontrados nos extratos de Jenipapo séo os taninos, os flavondides, os
terpenos, os alcaloides®!, iridoides, manitol, metil-ésteres, hidantoina e
antraquinonas®. Essas substincias possuem atividades como repelente de insetos,

adstringente, antiinflamatorias e agdo antimicrobiana®.

Em relacdo aos compostos fendlicos do extrato etandlico da folha do
Jacarandd (Jacaranda decurrrens) foi obtido o total de 17,36 mgEAG/mL. Ao
avaliar o extrato bruto da mesma espécie vegetal, Carvalho® encontraram 48,0
mgEAG/mL compostos fendlicos. Dentre estes compostos foram relatados,
principalmente, a presenca de triterpenos, &cidos ursolicos e oleandlico e

flavonoides®.

No tocante aos compostos fendlicos encontrados no extrato etandlico de Pau-
terra (Quelea grandiflora), observa-se a segunda maior concentracdo obtida, 48,52
mgEAG/mL. Os trabalhos publicados na literatura demonstram que o Pau-terra
possui concentracdo de compostos fendlicos semelhantes. No trabalho de Souza?® foi
descrito 39,90 mg EAG/mL de compostos fendlicos em extrato metandlico da folha.
De forma semelhante foi mencionado no estudo de Chagas Neto®, 28,37 mg

EAG/mL de compostos fendlicos no extrato hidroalcoolico.

A maior concentracdo de compostos fenolicos foi encontrada no extrato

etanolico de Pau-ferro (Libidibia ferrea), 59,81 mg/mL EAG. A literatura informa



54

resultados discrepantes dos encontrados no presente estudo. No estudo de Gongalvez
Silveira® foi identificado valores de 113,06 mg EAG/g no extrato da casca, e 31,18

mg EAG/g no extrato de raizes do Pau-ferro.

Em relacdo aos compostos fendlicos do extrato etandlico do Murici
(Byrsonima crassifolia) foi observada a concentragdo 41,10 mg EAG/mL. Resultado
semelhante é encontrado no trabalho desenvolvido por Morais*® , no qual foi
identificado concentracdo de compostos fendlicos de 50 mg EAG/100g no extrato
etandlico das raizes e de 77 mg EAG/100g no extrato da polpa do murici.

A respeito da concentracdo de compostos fendlicos totais do extrato de
Mama-cadela (Brosimum gaudichaudii) foi encontrado 39,73 mg EAG/mL. De modo
semelhante foi relatado por Land** ao analisarem o extrato de mama-cadela que
apresentou 46,47 mgEAG/100g. Contudo, Rocha®, estudando a concentracio de
fendis por outro metodo de extracao, verificaram que na extragdo com cetona 70 %,

apresentou maior valor de compostos fendlicos, 177 mg EAG/100g.

Observa-se nos trabalhos com extratos vegetais e 0Oleos essenciais
divergéncias nas concentragdes de compostos fendlicos. De acordo com Dweck®®, as
variadas concentra¢fes dos compostos fendlicos obtidas em testes com extratos
vegetais ocorrem devido aos fatores variaveis em que as plantas sdo cultivadas como
os fatores ambientais (clima e solo), ao estagio fisiologico e que sdo coletadas e as
variedades dentro de uma mesma especie de planta. Além disso, existem diversos
protocolos utilizados na extracdo dos extratos que podem influenciar na

quantificacdo dos compostos fendlicos obtidos.

Acerca do estudo da atividade antioxidante dos extratos etanolicos, 0s
resultados encontram-se na Tabela 1. Todos 0s extratos vegetais etandlicos estudados
possuem atividade antioxidante variando de 595,00 umol/L a 1098,33 umol/L. O
extrato da casca de Barbatimdo foi o de maior potencial antioxidante (1098,33
umol/L) dentre os extratos estudados. Segundo Santos®® e Fonseca*, a casca do
Barbatimdo possui altas concentracGes de metabolitos da classe dos taninos, os quais
conferem trés propriedades gerais responsaveis pela maior parte das atividades
farmacoldgicas: a formacdo de complexos com ions metélicos, a atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres e a habilidade de formar complexos

com outras moléculas tais como proteinas e polissacarideos.



55

As moléculas de taninos ja isoladas e elucidadas na casca do Barbatimao s&o
tanino hidrolisavel &cido gélico e dos taninos condensados galocatequina,
epigalocatequina, 4'-O-metil-galocatequina, epigalocatequina-3-O-galato,
epigalocatequina-3-O-(3",5"- dimetil)-galato, epigalocatequina-3-O-(3"-metoxi)-4"-
hidroxibenzoato, 4'-O-metil-galocatequina-(4 8)-4'-Ometil- galocatequina, 4'-O-
metil-robinetinidol-(4 8)-4'-Ometil- galocatequina e 4'-O-metil-robinetinidol-(4 8)-4'-
O-metil-epigalocatequina®® #2 44, No trabalho desenvolvido por Souza®, o extrato da
casca do barbatimdo apresentou alto potecial de se seqlestro de radicais livres
(98,14%), ao utilizar método DPPH e protocolo de extragdo com etanol a 70 %.

A respeito da atividade antioxidante do extrato de Jacaranda, foi o que
apresentou 0 menor potencial antioxidante dentre os estudados. Comparando com o
extrato da casca do Barbatimdo, que apresentou a maior atividade antioxidante, a
diferenca entre os dois extratos é de 54,17%. No trabalho realizado por Souza!® foi
relatado que a capacidade de seqlestro de radicais livres dos compostos fenolicos
presente no extrato de Jacaranda apresentou alta atividade antioxidante. Segundo
Yamaguchi*® os compostos fendlicos presentes nos extratos do Barbatimio tém
recebido grande atencdo por suas propriedades redutoras. Essas substancias tém
capacidade de sequestrar radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo. De acordo com Carvalho*’ e Santos*®, a atividade
antioxidante do extrato bruto de Jacaranda, assim como o extrato diluido pode estar
relacionada a presenca dos acidos ursélico e oleandlico. Recentemente foi
comprovado que esses triterpenos apresentam atividade antioxidante ndo enzimatica

e que o acido Ursdlico também atua como inibidor da apoptose celular*®

Quanto ao extrato etandlico das folhas de Jenipapo foi encontrado alta
atividade antioxidante, 1.045 umol/L. Conforme Nascimento®’, o extrato das cascas e
frutos de Jenipapo apresentam alto potencial antioxidante. No trabalho realizado por
Pacheco® também verificaram a atividade antioxidante do extrato etandlico dos
frutos do Jenipapo e obtiveram o valor de porcentagem de inibicdo de oxidacdo do
radical livre DPPH de 70,2%. Apesar do extrato etandlico ter apresentado pequena
concentracdo de compostos fendlicos (6,48 mg/mL EAG), uma justificativa para este
extrato ter apresentado alta atividade antioxidante pode estar respaldada no fato de

possui altos teores de acido ascorbico®.
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A cerca do extrato de Pau-terra foi identificado atividade antioxidante de
1.055,0 umol/L. Na pesquisa desenvolvida por Souzal®, relatou-se que a atividade
antioxidante do extrato de Pau-terra foi de 45 % (50,16 pg/mL), considerdara
moderada. Entretanto, Rocha*® identificaram que, para evitar a oxidagdo e levar a
estabilizacdo do DPPH foram necessérios somente 8,53 pg/mL de extrato de Pau-
terra, dessa forma, consideraram alta atividade antioxidante para o extrato de Pau-
terra. No trabalho realizado por Lima Neto® o extrato de Pau-terra também foi
considerado de alta atividade antioxidante, sendo necessario somente 1,31 + 0,19
ng/mL de extrato para estabilizar o DPPH. Segundo Souza®®, o poder antioxidante do
extrato da folha do Pau-terra deve-se a presenca dos compostos fendlicos, sendo que
os de maior concentracdo encontrados em seu trabalho foram os flavonoides,

alcaloides, saponinas e taninos.

Com relagdo ao extrato vegetal etanolico de Pau-ferro foi encontrado
potencial atividade antioxidante, 978,33 umol/L. Em estudo, Gongalves Silveira®’
observaram que o extrato metanolico das raizes de Pau-ferro apresentou moderada
atividade antioxidante, 502,54 pg/mL. Entretanto, no trabalho de Rocha*® foi relatado
que o extrato hidroalcodlico das vagens do Pau-ferro, apresentou alto potencial
antioxidante, 99,76 % (método ABTS), e 90,61 % de reducéo pelo método DPPH em
extrato com concentragdo de 1000 pg/mL. O Segundo Souza®®, a capacidade
antioxidante do extrato bruto do Pau-ferro esta associada a presenca dos compostos
antraquinonas, alcaldides, depsidos, depsidonas, flavonoides, lactonas, saponinas,
acucares, taninos, sesquiterpenos e triterpenos, sendo 0s taninos o principal

componente.

Quanto ao extrato etandlico das folhas de Murici, apresentou potencial
atividade antioxidante de 835,00 pg/mL. Semelhante resultado foi descrito no
trabalho realizado por Carvalho®* ao relatarem que o extrato etandlico das cascas do
Murici apresentou alta atividade antioxidante, 618,95 ug/mL (método DPPH). Na
pesquisa desenvolvida por Morzelle®, foi observado potencial antioxidante do
extrato do fruto de 56 mg/g (método DPPH). De acordo com Canuto®®, a presenca de
acido ascérbico e de compostos fendlicos nos extratos promove a atividade

antioxidante.

O extrato etanolico das folhas de Mama-cadela apresentou 1018,33 pumol/L

de capacidade antioxidante. Segundo Land*® o extrato de mama-cadela apresenta 85
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% de atividade antioxidante (método DPPH), caracterizando-o de alta atividade
antioxidante. Isso provavelmente estd relacionado com a alta concentracdo de

compostos fendlicos e de acido ascorbico nos extratos dessa espécie vegetal®®.

Os resultados da susceptibilidade da Salmonella Heidelberg aos extratos
vegetais foram expressos em termos de tamanho de didmetro do halo de inibi¢do do

crescimento microbiano e estdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 2. Avaliagdo da susceptibilidade da Salmonella Heidelberg aos diferentes
extratos vegetais etandlicos.

Média dos halos de inibicdo do

Extratos vegetais . . .
crescimento microbiano (mm)

Barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) 5,0
Jacarandé (Jacaranda decurrrens) 5,0
Mama-cadela (Brosimum gaudichaudii) 5,0
Jenipapo (Genipa americana) 5,0
Pau-terra (Quelea grandiflora) 9,52
Pau-ferro (Libidibia ferrea) 5,0
Murici (Byrsonima crassifolia) 5,0
Controle disco 5,0°
Controle com solucdo salina 9% 5,0
Coeficiente de variagédo 13,80
P-value <0,0001

Todos os extratos vegetais estudados com excessdo do extrato de Pau-terra
ndo apresentaram atividade antimicrobiana para a Salmonella Heidelberg
(halo<9mm), sendo assim, Salmonella Heidelberg resistente aos extratos etandlicos
(Img/mL) de Barbatimdo Jacaranda, Mama-cadela, Jenipapo, Pau-ferro e Murici.
Esse fato pode ter ocorrido em virtude que, provavelmente concentracbes das
moléculas ativas desses estratos serem insuficientes para apresentar alguma atividade
antibacteriana frente Salmonella Heidelberg. Segundo Oliveira®, a concentragdo de
compostos bioativos que podem apresentar poder antimicrobiano estd ligada a

presenca dos flavonoides, terpenos, taninos e fendis totais. Entretanto, a constituicao
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quimica dos extratos depende dos métodos, reagentes quimicos utilizados para a sua
obtencéo e, da diluicdo dos extratos®e.

Quanto ao extrato vegetal de Pau-terra, apresentou halo de 9,5 mm de
diametro frente a Salmonella Heidelberg, sendo entdo essa bactéria moderadamente
resistente ao extrato de Pau-terra. No trabalho realizado por Ayres®, foi relatado que
0 extrato vegetal de Pau-terra apresentou atividade antimicrobiana sobre cepas de
Staphylococcus epidermidis, S. aureus, E. faecalis (11,3 mm, 12,3 mm e 11,0 mm,
respectivamente). De forma semelhante foi relatado por Weninger®® em pesquisa, na
qual identificaram atividade inibitéria moderada de extrato de Pau-terra sobre as
cepas de Staphylococcus epidermidis, importante patdgeno relacionado com a

ocorréncia de endocardites, bacteremias e sepse.

O Pau-terra possui como moléculas bioativas com poder antimicrobiano os
triterpenos  Suffredini®. De acordo com Copp®:, os metabdlitos secundarios
considerados como a principal classe promissora de atividade antimicrobiana sao 0s
terpendides. Segundo Pinho??, o potencial fitoterapico do Pau-terra deve-se a

presenca de esteroides, fendis simples, flavondides, saponinas e taninos.

Os fenois simples, acidos fendlicos, taninos e os terpendides podem agir
rompendo as membranas celulares bacterianas e, ou privando as bactérias de
substrato®. Segundo (Vidanarachchi®?, Windisch®® ,0 mecanismo de agdo dos
extratos vegetais sobre as bactérias patogénicas parece ocorrer de suas formas: 1)
rompimento da membrana celular da bactéria e 2) modificacdo da superficie das
células que afetam a hidrofobicidade e, portanto, sua capacidade de viruléncia.
Entretanto, segundo Ratledge e Wilkinson®, os compostos fenolicos presentes nos
extratos vegetais podem ndo penetrar na parede lipopolissacaridica das células Gram-
negativas. A dupla membrana apresentada pelas bactérias Gram-negativas forma um
envelope complexo, sendo responsavel pela menor sensibilidade destes micro-

organismos frente aos extratos vegetais®.

Porém, as vantagens dos extratos vegetais em relacdo aos antibioticos
utilizados em tratamentos ou prevencdo de doencas esta relacionada a presenca de
diversos compostos bioativos que possuem efeito sinérgico, devido aos Vvarios
fitoconstituintes que atuam melhor em associa¢do, alem disso, a associagcdo de
mecanismos por compostos atuam em moléculas alvos diferentes, como 0s taninos

que atuam privando o ferro e hidrogénio para as bactérias, os alcaldides inibem a
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sintese de DNA das bactérias e as saponinas possuem a habilidade de se complexar
com esterois presentes nas membranas, causando dano e consequentemente o colapso

dos microrganismo®%7,

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o0s extratos vegetais etandlicos de Stryphnodendron
adstringens, Jacaranda decurrrens, Genipa americana, Quelea grandiflora,
Libidibia férrea, Byrsonima crassifolia, Brosimum gaudichaudii possuem

concentragcdes de compostos fendlicos totais e potencial atividade antioxidante.

O extrato vegetal etandlico de Quelea grandiflora diluido em 1mg/mL possui
moderada agdo antimicrobiana frente Salmonella Heidelberg.
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CAP 3. EFEITO DO EXTRATO VEGETAL DE PAU-TERRA EM
FRANGOS DE CRESCIMENTO LENTO DESAFIADOS COM
Salmonella Heidelberg

RESUMO: Objetivou-se avaliar o desempenho, desenvolvimento intestinal,
bacteriologia e bioquimica sanguinea de frangos de crescimento lento desafiados
com Salmonella Heidelberg e tratados comextrato vegetal de pau-terra.Foram
utilizados 432 frangos de corte de linhagem Label Rouge Pesaddo Vermelho e
Pescoco Pelado vermelho,distribuidos em seis tratamentos, seis repeticdes e 12 aves
por unidade experimental. O delineamento experimental foi de blocos casualizados
distribuidos em seis tratamentos: SH + controle (aves com desafio + ra¢do basal);
SH + ANT (aves com desafio + ragdo com antimicrobiano), SH + EVPT (aves com
desafio + extrato vegetal), controle (aves sem desafio + racdo basal), ANT (aves sem
desafio + racdo com antimicrobiano) e EVPT (aves sem desafio + extrato vegetal).
Foram avaliados desempenho, histomoformetria intestinal, bacteriologia especifica e
bioguimica sanguinea. Os dados de desempenho, histomorfometria e bioquimica
sanguinea foram submetidos ao teste de variancia. Os dados da bacteriologia
especifica foram analizados por método descritivo. Nos resultados da avaliacdo de
desempenho o tratamento ANT promoveu maior ganho de peso e maior peso final
das aves e o tratamento SH + EVPT influenciou em menor ganho de peso e menor
peso final. Na avaliacdo da histomorfometria dos segmentos do trato gastrointestinal
histoformetria do ilio de frangos de crescimento lento profundidade de cripta na
mucosa apresentou-se maior nas aves submetidas ao tratamento SH + EVPT e,
menor nas aves submetidas ao tramento SH + controle aumento da relacdo vilo:cripta
para as aves submetidas ao tratamento SH + controle e reducdo na relacdo para as
aves submetidas ao tratamento SH + EVPT. Os tratamentos ndo influenciaram nos
parametros estudados do duodeno e jejuno das aves de sete dias de idade. O
tratamento SH + EVPT promoveu aumento da profundidade de cripta, e o tratamento
SH + controle reduziu a profundidade de cripta. Nas aves de 42 dias de idade o

tratamento promoveu EVPT promoveu altura de vilosidades do jejuno e o tratamento
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SH + controle reduziu a altura de vilosidades do jejuno. No ilio o tratamento SH +
EVPT promoveu aumento das vilosidades e o tratamento ANT reduziu a altura das
vilosidades. O tratamento SH + controle reduziu a profundidade de cripta do ilio e 0
tratamento SH + EVPT aumento a profundidade de cripta do ilio. Na bacteriologia,
75% do trato gastrointestinal apresentou Salmonella Heidelberg aos 7 dias de idade,
58 % aos 28 dias de idade e 16,66 % aos 42 dia de idade. A concentracdo de
albumina, colesterol, triglicérides e &cido urico foi influenciada pelos tratamentos. O
extrato vegetal etandlico de Pau-terra, oferecido na agua de bebida, utilizando
concentracdo de 1:1000 e fornecido uma vez ao dia a frangos de crescimento lento
ndo promove a melhora do desempenho de frangos até os 28 dias de idade e nédo

apresenta atividade antimicrobiana frente & Salmonella Heldelberg.

Palavras chaves: avicultura alternativa, integridade intestinal, fitoterapicos,

salmonelose
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CAP 3. EFFECT OF HERBAL EXTRACT FROM SLOW-GROWTH
BROILERS CHICKENS CHALLENGED WITH Salmonella
Heidelberg

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the performance, intestinal
development, bacteriology and blood biochemistry of slow-growing chickens
challenged with Salmonella Heidelberg and treated with a ground-nut vegetable
extract. 432 broiler chickens were used for Red Rouge and Red Pelado Neck,
distributed in six treatments, six replicates and 12 birds per experimental unit. The
experimental design was randomized blocks distributed in six treatments: SH +
control (birds with challenge + basal ration); SH + EVT (challenged birds +
antimicrobial ration), SH + EVPT (control + challenged birds), control (birds without
challenge + basal ration), ANT (unchallenged birds + antimicrobial ration) and
EVPT challenge + plant extract). Performance, intestinal histomorphometry, specific
bacteriology and blood biochemistry were evaluated. The performance data,
histomorphometry and blood biochemistry were submitted to the test of variance.
Data from the specific bacteriology were analyzed by descriptive method. In the
results of the performance evaluation the ANT treatment promoted greater weight
gain and higher final weight of the birds and the SH + EVPT treatment influenced in
lower weight gain and lower final weight. In the evaluation of the histomorphometry
of the segments of the gastrointestinal tract histoformetrium of the embryo of slow-
growing chickens crypt depth in the mucosa was higher in the birds submitted to SH
+ EVPT treatment and, the lower in the birds submitted to SH + crypt for SH +
control birds and reduction in the ratio for SH + EVPT treated birds. The treatments
did not influence the studied parameters of the duodenum and jejunum of seven - day
- old birds. The SH + EVPT treatment promoted crypt depth increase, and the SH +
control treatment reduced crypt depth. In the birds of 42 days of age the treatment
promoted EVPT promoted jejunal villus height and SH + control reduced jejunal
villus height. In the ilium SH + EVPT treatment promoted villus enlargement and
ANT treatment reduced villus height. The SH + control treatment reduced the crypt
depth of the ilium and the SH + EVPT treatment increased the crypt depth of the
ilium. In bacteriology, 75% of the gastrointestinal tract presented Salmonella

Heidelberg at 7 days of age, 58% at 28 days of age and 16.66% at 42 days of age.
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The concentration of albumin, cholesterol, triglycerides and uric acid was influenced
by the treatments. The ethanolic extract of Pau-terra, offered in drinking water, using
a concentration of 1: 1000 and supplied once a day to slow-growing chickens does
not promote the performance improvement of chickens up to 28 days of age and has
no activity antimicrobial activity against Salmonella Heldelberg.

Key words: alternative poultry farming, intestinal integrity, herbal medicines,
salmonellosis
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1.  INTRODUCAO

No Brasil, nos Gltimos anos tem expandido o nimero de empresas que estao
interessadas na criagdo de frangos em sistemas de producao “Caipira”/Free-Range ou
organicos. Esses produtos avicolas atendem um mercado que vem crescendo e
aumentando nos Gltimos anos em varios paises?, principalmente devido ao marketing
e associacdo do consumidor com melhor sabor, maiores valores nutritivos?, baixo
teor de gordura e maiores concentragoes de vitaminas e minerais®*.

Para o sistema de producdo Caipira”/Free-Range, existem normas técnicas °
nas quais estda proibido a utilizacdo de antibidticos como moderadores de
crescimento, na alimentacéo ou gua de bebida das aves, assim, os produtos oriundos
desse sistema sdo livres de residuos de antibidticos. No entanto, podem ser
utilizados alguns aditivos com funcgdo antimicrobiana, como os fitoterapicos.

Diante desse contexto surgem diversas pesquisas a fim de encontrar produtos
fitoterapicos com agdo antimicrobiana para frangos de corte de crescimento lento,
como o0s extratos vegetais, 0leos essenciais de plantas medicinais, que sdo aceitos
pela legislacdo do Brasil para a criacdo de aves tipo caipira.

Diversos extratos vegetais e 0leos essenciais possuem ac¢do comprovada na
terapéutica humana, por apresentarem estimulo de secrecdo enzimatica intestinal,
melhora da resposta imune reduzindo processos inflamatorios®, auxilio na
manutencdo morfohistologica do trato gastrointestinal e, além disso, possuem
atividade antioxidante, antifingica e antiparasitaria "®°. Algumas dessas
propriedades estdo presentes no extrato vegetal do Pau-Terra (Quelea grandiflora).

O extrato etandlico de Pau-Terra (Quelea grandiflora) apresenta composicao
de moléculas da categoria dos taninos, terpenoides, flavondides, catequinas,
saponinas e fitoesterdides®®, as quais possuem agdes antiinflamatoria, antimicrobiana
e antioxidante!!, constatadas na terapéutica humana.

No capitulo 2 foi constatado que entre varios extratos vegetais o extrato de
Pau-terra apresentou, em estudo bacteriolégico in vitro com a Salmonella
Heidelberg, maior efeito inibidor no crescimento dessa bactéria. Diante do exposto,
objetivou-se avaliar o efeito do extrato vegetal etandlico de Pau-terra no
desempenho, histomorfometria, bacteriologia e a bioguimica sanguinea de aves

desafiadas experimentalmente com Salmonella Heidelberg.
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2. MATERIAL E METODOS

Foi realizado um experimento de desempenho de frangos de crescimento
lento, desafiados com Salmonella Heidelberg na Universidade Federal de Goias, no
Setor de Bacteriologia Aviéria da Escola de Veterinaria e Zootecnia, no periodo de

julho a agosto de 2018.

2.1.Coleta e identificacdo do material vegetal e preparo do extrato vegetal

O extrato vegetal de Pau-terra (Quelea grandiflora) foi produzido no
Laboratorio de Bioquimica da faculdade UPIS (Uni&o Pioneira de Integracdo Social)
localizada em Planaltina-DF, Campus Il. Foram coletados 4kg da parte aérea da
espécie vegetal Pau-terra, logo em seguida foram limpos e secos em estufa de
ventilacdo forcada a 55°C por 72 horase trituradoem moinho de facas do tipo Wiley.
As folhas selecionadas e a casca do Barbatimdo foram colocadas em estufa de
secagem com circulacdo e renovacdo de ar a 36 °C durante 48 horas. Depois de
secas, as folhas foram moidas (Figura 2.1) em moinho de facas tipo Willey (Modelo
TE-650 da Tecnal), utilizando-se peneira com a malha de 0,59 mm. O material
moido foi armazenado em sacos plasticos com 30g cada um, selados com seladora
elétrica, devidamente identificada com o nome da planta e armazenada a temperatura
ambiente em local escuro. O extrato etanolico de cada espécie de planta foi obtido a
da maceracdo de 100g de material moido juntamente com 500 mL de etanol 95%
P.A. Esse processo teve a duracdo de uma semana. Logo em seguida o material foi
filtrado e evaporado em rotaevaporador a 40°C por 2 horas. Para o ideal
acondicionamento dos extratos brutos foram utilizados frascos com tampa rosqueada

e armazenado sob refrigeracdo para ser utilizado no ensaio, in vitro.

2.2. Preparacdo dos inodculos

O ind6culo (Salmonella Heidelberg) foi preparado de amostras oriundas de
frangos de corte cedidas pelo Laboratorio de Bacteriologia, da Escola de Veterinaria

e Zootecnia da Universidade Federal de Goias.
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A Salmonella foi mantida a - 80 °C em caldo Infusdo de cérebro e coracdo
(caldo BHI, Merck) contendo 20 % de glicerol. As culturas de trabalho foram
preparadas pelo subcultivo de 100 pL de cada cultura estoque em 9 mL de caldo BHI
e incubadas a 35°C por 12 h.

2.3. Ensaio de desempenho

O ensaio de desempenho teve duracdo de vinte e oito dias. Foram utilizados
432 pintainhos, cedidos pela Empresa Avifram, de linhagem CPK (Label Rouge
Pesaddo Vermelho) ou PSC (Label Rouge Pescogo Pelado vermelho), de um dia de
idade, divididos em seis tratamentos, com seis repeticdes cada, alojados em grupos
de 12 aves por unidade experimental, perfazendo em um total de 36 unidades
experimentais, com 72 aves por tratamento.

O delineamento utilizado foi de blocos casualizados com seis tratamentos:
Controle (aves ndo desafiadas + racdo basal sem antimicrobiano), ANT (aves nédo
desafiadas + racdo basal com antimicrobiano comercial), EVPT (aves ndo desafiadas
+ extrato vegetal na agua de bebida), SH controle (aves desafiadas + racdo basal sem
antimicrobiano), SH + ANT (aves desafiadas + racdo basal com antimicrobiano
comercial), SH + EVPT (aves desafiadas + extrato vegetal fornecido na agua de
bebida), (Quadro 1).
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QUADRO 1- Tratamentos experimentais

Tratamentos Desafio com Salmonella Heidelberg
Controle Né&o
ANTI (antimicrobiano comercial) Né&o
EVPT (extrato vegetal de Pau-terra) Né&o
SH + Controle Sim
SH + ANTI Sim
SH + EVPT Sim

As aves foram alojadas em baterias com quatro andares de aco galvanizado,
equipadas com comedouros e bebedouros do tipo linear e bandejas para retirada de
excretas. As baterias foram aquecidas com uma lampada incandescente de 60 W até
0s 14 dias de idade das aves. As aves desafiadas foram alojadas em sala separada das
aves ndo desafiadas. Ambas as salas foram monitoradas a umidade relativa do ar e a
temperatura ambiental.

As aves destinadas ao desafio experimental foram inoculadas no primeiro e
sétimo dia do experimento. Introduziu-se 1mL do preparo de inoculo de Salmonella
Heidelberg em cada ave, por meio de sonda esofagica. Nas aves ndo desafiadas, foi
realizado o mesmo procedimento, porém com solucéo salina (0,85 %).

O programa alimentar das aves foi constituido por racGes basais
experimentais: pre-inicial (1-14 dias de idade), inicial (14-42 dias de idade) (Tabela
1). As racOes foram fornecidas aos animais, na forma farelada a base de milho moido
e farelo de soja. As racdes foram formuladas de acordo com a composicdo dos
alimentos e exigéncias nutricionais preconizadas por Rostagno!?. Os animais foram
arracoados constantemente proporcionando racdo ad libitum. Os bebedouros também
foram abastecidos duas vezes ao dia para ndo haver privacdo de agua. O extrato
vegetal etanolico de Pau-terra foi fornecido diariamente, as 11 horas, 1mL de solucédo
de extrato vegetal/ave, diluido na concentracdo de 1g de extrato etandlico bruto para
1000 mL de solucao salina 0,85%.
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TABELA 1. Composicdo percentual e valores nutricionais calculados das ragoes

Ingredientes (%) _ \dade i
1 a 14 dias 14 a 42 dias
Milho moido 57,557 62,978
Soja farelo 45 % 37,076 32,396
Fosfato bicélcico 1,913 1,469
Oleo de soja 1,289 1,103
Calcério 0,898 0,964
Sal comum 0,506 0,468
DL-metionina 99% 0,355 0,274
L-lisina HCL 98% 0,303 0,236
Suplemento mineral vitaminico (Vitcre1)? 0,100 0,100
Inerte 0,04 0,04
Total (%) 100 100
Composicdo calculada

Proteina (%) 21,800 20,000
Energia metabolizavel (Mcal/kg) 2.925 2.980
Calcio (%) 0,920 0,827
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,381
Lisina digestivel (%) 1,297 1,135
Metionina + cistina digestivel (%) 0,934 0,818
Sédio (%) 0,220 0,205

1Suplemento vitaminico — mineral: niveis de garantia por quilograma do produto:
Acido fdlico 1.600,00 mg, Acido pantoténico 24,96 g, Biotina 80 mg, Hidroxido de
tolueno butilado 100 mg, Niacina 67,20 g, Selénio 600 mg, Vitamina A 13.4440,000
Ul, Vitamina B1 500 mg, Vitamina B12 9.200 meg, Vitamina B2 9.600 mg,
Vitamina B6 4.992 mg, Vitamina D3 3.200,000 Ul, Vitamina E 21.000 Ul, Vitamina
K3 2.880 mg, Cobre 15 g, Ferro 90 g, lodo 1.500 mg, Manganés 150 g, Zinco 140 g.
Zantimicrobiano melhorador de desempenho incluido nas ragdes destinadas somente
para este tratamento.

Diariamente foram coletados dados da mortalidade, aos 28 dias de idade das
aves foram coletados os dados de desempenho: peso vivo, consumo de racao,

conversao alimentar, ganho de peso e viabilidade.
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2.4. Avaliacdo da histomorfometria intestinal

Aos sete e quarenta e dois dias de idade das aves foram sorteadas quatro
aves/tratamento e abatidas para a coleta de fragmentos do sistema digestorio
(duodeno, jejuno e ilio) para posterior avaliagdo das vilosidades e criptas destes
tecidos. Para isso as aves foram submetidas ao jejum de oito horas, insensibilizadas e
eutanasiadas por sec¢édo interna dos vasos do pescoco e posteriormente necropsiadas.
Os fragmentos foram retirados e acondicionados em frascos, previamente
identificados, contendo formol tamponado a 10% para confeccdo de laminas
histologicas corados pela hematoxilina eosina (HE), de acordo com Luna®®. Cada
lamina foi submetida a analise de histomorfometria com medicdo de altura de
vilosidade e profundidade de cripta utilizando o programa Image J 1.45. A altura do
vilo foi determinada utilizando o apice do vilo até a base da juncéo do vilo com a
cripta. E a profundidade da cripta foi determinada a partir da profundidade da
invaginacgdo da cripta com os vilos adjacentes. Foram realizadas em media 20 leituras
por ldmina para altura do vilo e 20 leituras em sequéncia para profundidade das
criptas por fragmento de cada tecido, sempre da direita para a esquerda do corte,
totalizando 80 repeticbes por tratamento. As imagens forma digitalizadas em
microscopio oOptico marca Leica modelo DM 4000 B acoplado a um

microcomputador.

2.5. Avaliacdo bacteriologica especifica para Salmonella Heidelberg

Aos sete, vinte e oito e quarenta e dois dias de idade as aves foram abatidas
(quatro aves/ tratamento). As aves foram submetidas ao jejum de oito horas,
insensibilizadas e eutanasiadas por seccdo interna dos vasos do pescoco e
posteriormente necropsiadas. Foi retirado de cada ave o figado, baco e ceco. Que
posteriormente foram macerados separadamente e cerca de 1g/tecido macerado foi
transferido para tubo de ensaio contendo &gua peptonada a 1% na propor¢do 1:10,
logo em seguida foram incubados a 37°C por 24 horas.

Apos o periodo de incubacdo, aliquotas de 1,0 mL da agua peptonada a 1%
foram transferidas para 9 mL de caldo selenito cistina (CS) e 0,1mL para 10 mL de
caldo Rappaport e incubados a 37°C por 24 h. Posteriormente, com o auxilio de uma

alca niquel-cromo, foram realizados repiques nos agares verde brilhante (VB) e
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Xylose-Lysine-Tergitol4 (XLT4) e incubadas a 37°C por 24 h. De cada um dos
agares foram selecionadas cinco col6nias com caracteristicas morfoldgicas de
Salmonella e replicadas em &gar triplice actcar-ferro (TSI), seguindo-se novamente
incubacdo a 37°C por 24 h. As culturas em TSI com crescimento sugestivo de
Salmonella foram submetidas aos testes de: produgédo de indol, motilidade, urease,
descarboxilagdo da lisina, vermelho de metila, utilizagdo do malonato e citrato de

Simmons.

2.6. Avaliacdo da bioquimica sanguinea

Aos vinte e oito dias e quarenta e dois dias de idade, retirou-se amostras
saguineas de quatro aves por tratamento, por venopuncdo na regido coxofemoral,
utilizando seringas de 10 mL. Retirou-se 1 mL de sangue de cada ave, coletado em
tubo comercial contendo anticoagulante fluoreto de sodio e EDTA, que logo em
sequida foi centrifugado a 2800 RPM por minuto. As aliquotas foram organizadas
em tubos de polipropileno, tipo eppendorf, e congelados (-20°C) até o momento das
analises. Os exames bioquimicos (glicose, &cido drico, aspartatoaminotransferase,
albumina, globulina, colesterol trigicérides) foram realizados a partir das aliquotas de
soro obtidos dos tubos com sangue. Todas as analises bioquimicas foram realizadas
com kit comercial Labtest®, e as analises em analisador automéatico WienerLab®
CM 200.0s exames bioquimicos (glicose, acido urico, aspartatoaminotransferase,
albumina, globulina, colesterol trigicérides) foram realizados a partir das aliquotas de

soro obtidos dos tubos com sangue.

2.7. Andlises estatisticas

Os resultados do ensaio de desempenho, avaliacdo da histomorfometria
intestinal e avaliacdo da bioquimica sanguinea foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). Quanto ao fator contaminacdo foi utilizado apenas o F de
Snedecor para descrever a diferenca dos efeitos da bactéria, j4 que existem apenas
dois efeitos, controle e contaminado. Na avaliacdo de colonizacdo de Salmonella

utilizado teste descritivo considerando a frequéncia encontrada nas variaveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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No ensaio de desempenho de um a vinte e oito dias de idade (Tabela 2),
observou-se influéncia dos tratamentos no peso final e no ganho de peso (P<0,05)
das aves de crescimento lento.

Em relacdo ao desafio, constatou-se influéncia da Salmonella Heidelberg no
desempenho das aves. As aves submetidas ao tratamento SH controle (aves
desafiadas + racdo basal) apresentaram menor ganho de peso e consequentemente,
menor peso final que as aves submetidas ao tratamento controle (aves sem desafio +
racao basal) (P<0,05). A diferenca de peso final entre os dois grupos foi de 20, 17 %.

Com relacdo as aves submetidas ao tratamento ANT (sem desafio +
antimicrobiano) apresentaram o maior peso final (837,99 g P.V). As aves submetidas
ao tratamento controle (sem desafio + controle) e EVPT (sem desafio + extrato
vegetal) apresentaram o segundo melhor resultado para peso final (827,29 g 732,40 g
P.V., respectivamente) e ambos foram semelhantes. O menor resultado de peso final
foi observado no grupo de aves submetidas ao tratamento SH + EVPT (aves
desafiadas + extrato vegetal) (610,00 g P.V.) sendo que, as aves submetidas aos
tratamentos SH controle e SH + ANT apresentaram maior peso final que o grupo SH
+ EVPT (688,399 e 676,09,83g P.V., respectivamente).

Com relagdo ao ganho de peso das aves, também observou-se comportamento
semelhante ao peso final das aves, em que as aves submetidas ao tratamento ANT
apresentaram 0 maior resultado para ganho de peso (796,56g P.V). As aves
submetidas aos tratamentos controle e EVPT apresentaram em segundo lugar o
melhor resultado de ganho de peso (786,29g, 690,74g P.V., respectivamente) e
ambos foram semelhantes. O menor ganho de peso foi observado no grupo de aves
submetidas ao tratamento SH + EVPT (574,399 P.V.), entretanto, as aves submetidas
aos tratamentos SH + controle e SH + ANT apresentaram maior ganho de peso que o
grupo SH + EVPT (647,129 e 634,969 P.V., respectivamente).

Apesar ter sido constatado no presente trabalho influéncia da Salmonella
Heidelberg no peso final e ganho de peso das aves desafiadas, conferindo 20, 17 %
de diferenca de peso final entre o grupo SH + controle e controle, esse
comportamento ndo foi identificado no estudo desenvolvido por Amerah* , no qual
foi relatado ndo haver diferenca nos parametros de desempenho entre as aves ndo
desafiadas e desafiadas com Salmonella Heidelberg no ensaio de 1 a 21 diase de 1 a

42 dias, porém as aves utilizadas no experimento foram Cobb. Da mesma forma foi
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identificado na pesquisa desenvolvida por Hayashi'®, quando inoculou Salmonella
Heidelberg em frangos de corte Coob e ndo observou diferenca nos parametros de

desempenho entre o grupo de aves desafiadas e ndo desafiadas.

O extrato vegetal de Pau-terra foi eficiente em promover o ganho de peso das
aves ndo desafiadas, acarretando nelas incremento do peso final. Entretanto, para as
aves desafiadas com Salmonella Heidelberg o extrato ndo promoveu melhor ganho
peso e peso final, sendo que as aves submetidas ao tratamento SH + ANT foram mais
pesadas e com maior ganho de peso que as aves do tratamento SH + EVPT. Esse fato
esta relacionado ao mecanismo de acdo dos aditivos antimicrobianos sobre bactérias
patogénicas. Quando o trato gastrointestinal estd colonizado por patdégenos, uma
parte dos nutrientes e energia da dieta sdo desviados para a fermentacdo microbiana,
0 nitrogénio protéico consumido pelo animal é perdida pela conversdo microbiana
em amonia ou assimilagio de aminoéacidos para a sintese protéica microbiana®. O
carboidrato consumido pelas bactérias implica em menor disponibilidade de energia
e maior producdo de acido latico no trato gastrointestinal, que por sua vez prejudica a
absorcdo de nutrientes por aumentar o transito intestinal’, todos esses fatores podem
ter contribuido para o menor ganho de peso dos animais contaminados e que nao

receberam o aditivo melhorador de desempenho.



79

TABELA 2. Desempenho de frangos de crescimento lento inoculados com
Salmonella Heidelberg e tratados com extrato vegetal etandlico de Pau-terra no
periodo de 1 a 28 dias de idade.

Desempenho 1-28 dias de idade

Peso
Tratamentos inicial _Peso CA CR (9) GP (9) Via. (%)
@ final (g)
SH + controle 41,27 688,39 1,57 058,45 647,12 94,31
SH + ANT 41,13 676,09 1,60 909,39 634,96 92,77
SH + EVPT 41,92 610,00° 1,63 927,36 574,39 98,48
Controle 38,41 827,29% 1,69 929,3 786,29 93,05
ANT 41,43 837,992 1,60 903,12 796,56% 87,77
EVPT 41,66 732,40% 1,69 908,79  690,74%b° 95,83
Valor de P
Tratamentos 0,379 0,0007 0,225 0,746 0,0006 0,176
Blocos <0,001 0,023 0,226 0,294 0,077 0,868
CV% 8,68 8,67 6,11 7,41 12,70 7,26

P médias com letras diferentes na mesmo coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%

Além disso, provavelmente o extrato vegetal de Pau-terra, fornecido na
concentracdo de 1:1000 mL em solucéo salina a 0,85% e dosagem de 1mL/ave, ndo
apresentou efeito antibacteriano frente a Salmonella Heidelberg, havendo entéo,
maior necessidade das aves desafiadas em demandar energia para ativacdo das
células do sistema imune, e maior desvios de nutrientes da dieta pelas bactérias, o
que implicou em menor ganho de peso e peso final dessas aves. Outro ponto a ser
observado em relacdo ao extrato vegetal de Pau-terra é a presenca de compostos dos
compostos fendlicos, os quais, hipotéticamente, podem nao ter efeito bactericida ou
bacteriostatico sobre a Salmonella Heidelberg.

Ainda, pode-se especular que o tempo de acdo do extrato ndo foi suficiente
para causar efeito antimicrobiano, pois as aves submetidas ao tratamento sem EVPT
recebiam o extrato somente uma vez ao dia (11:00 horas), enquanto as aves
submetidas ao tratamento sem desafio + antimicrobianos tinham fornecimento da
racdo ad libitum. Segundo Kohlert!8, a maior parte dos principios ativos dos extratos
vegetais sdo de rapida metabolizacdo e curta meia vida, sendo absorvidos no
intestino delgado pelos enterdcitos e metabolizados rapidamente e eliminados pelos

rins e pelos pulmdes.
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Em relacdo ao estudo histomorfométrico dos segmentos do intestino das aves
de sete dias de idade observou-se que ndo houve efeito dos tratamentos nos

parametros estudados no duodeno e jejuno (Tabelas 3 e 4) (P>0,05).

TABELA 3. Histomorfometria do duodeno de frangos de crescimento lento aos 7 dias

Parametros histomorfométricos do duodeno

Tratamentos Altura de vilosidades Prof_undidade de Relacéo
(um) criptas (um) V:C
SH + controle 547.250 71.175,5 3,94
SH + ANT 512.915 90.700,5 2,885
SH + EVPT 524.398,5 80.175 3,21
Controle 521.039 78.913 3,435
ANT 501.216 79.194,5 3,38
EVPT 617.405,5 88.913 3,465
Valor de P
Tratamentos 0,135 0,474 0,113
Blocos 0,808 0,439 0,482
CV% 13,85 22,46 17,63

2P médias com letras diferentes na mesmo coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%
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TABELA 4. Histomorfometria do jejuno de frangos de crescimento lento aos 7 dias

Pardmetros histomorfométricos do jejuno

Tratamentos Altura de vilosidades Prof_undidade de Relacéo
(m) criptas (um) V:C
SH + controle 307.545 60.610 3,105
SH+ANT 318.362 67.804,5 2,45
SH + EVPT 318.739 70.616,5 2,315
Controle 350.733,5 84.060 2,27
ANT 284.629,5 68.892 2,105
EVPT 390.263,5 65.153 2,985
Valor de P
Tratamentos 0,1306 0,5241 0,5587
Blocos 0,9547 0,1125 0,5466
CV% 15,58 24,58 35,76

P médias com letras diferentes na mesmo coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%

Quanto ao estudo da histoformetria do ilio de frangos de crescimento lento
(Tabela 5), os tratamentos influenciaram os parametros profundidade de criptas e
relacdo vilo:cripta (P<0,05). A profundidade de cripta na mucosa apresentou-se
maior nas aves submetidas ao tratamento SH + EVPT e, menor nas aves submetidas
ao tramento SH + controle. Entretanto houve aumento da relagdo vilo:cripta para as
aves submetidas ao tratamento SH + controle e reducdo na relagdo para as aves
submetidas ao tratamento SH + EVPT.

Segundo Herdt!®. as divisdes mitéticas nas criptas correspondem por cerca de

60% da proliferacdo celular, a regido média dos vilos por 32% e a regido apical por
8%, e esse mecanismo pode ser afetado pela fixacdo de patdgenos e provocar
modificacOes estruturais na morfometria intestinal®® . O aumento da profundidade
de cripta na mucosa das aves submetidas ao tratamento SH + EVPT, provavelmente
pode ter ocorrido pela maior demanda do turnover celular em funcdo da
colonizacdo de Salmonella Heidelberg no intestino, a fim de manter o equilibrio
entre extrusdo e renovacao das células no epitélio intestinal, o que acarretou na
menor relacdo vilo:cripta das aves submetidas a esse tratamento. Conforme
Lopes?!, o aumento na profundidade da cripta na mucosa intestinal pode indicar
uma acelerada taxa de renovacdo dos vilos. Segundo Maiorka?, o equilibrio entre

os dois processos celulares que acontecem nas vilosidades (extrusdo e renovagéo
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celular) determina um turnover constante, ou seja, a manutengdo do tamanho dos

vilos. Esse mecanismo reflete na relagdo vilo:cripta.

TABELA 5. Histomorfometria do ilio de frangos de crescimento lento aos 7 dias

Parametros histomorfométricos do ilio

Tratamentos Altura de vilosidades Prof_undidade de Relacéo
(Um) criptas (um) V:C

SH + controle 270.979,5 54.898,95 2,4575
SH+ ANT 318.827% 73.900,75 2,192
SH + EVPT 312.374,5 99.936,43 1,587
Controle 288.492,5° 85.504,08 1,6885%
ANT 295.113,5% 85.480,89 1,81952
EVPT 292.485,5% 72.254,33 2,02558°
Valor de P

Tratamentos 0,8699 0,0033 0,0042
Blocos 0,221 0,4015 0,3785
CV% 8,53 14,80 13,27

2P médias com letras diferentes na mesmo coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%

b, ab,a,a,ab,ab  a,ab,b,ab,ab,ab

De acordo com Santin® e Baurhoo® o aumento do comprimento das
vilosidades intestinais em relacdo a profundidade de cripta esta correlacionado com
a melhora na sadde intestinal, proporcionando melhor uniformidade e integridade
da mucosa, promovendo maior absor¢do de nutrientes, devido ao aumento da
superficie de absorcéo.

No tocante ao estudo dos parametros histomorfométricos dos frangos de
crescimento lento aos 42 dias foi possivel observar que os tratamentos néo
influenciaram nos parametros do duodeno (P>0,05) (Tabela 6), porém, os

segmentos jejuno e ilios foram influenciados pelos tratamentos (P<0,05).
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TABELA 6. Histomorfometria do duodeno de frangos de crescimento lento aos 42
dias

Parametros histomorfométricos do duodeno

Tratamentos Altura de vilosidades Prof_undidade de Relacéo
(Um) criptas (um) V:C
SH + controle 531.531 79.429,5 3,395
SH+ ANT 516.074 72.411,5 3,58
SH +EVPT 495.213,5 78.304 3,245
Controle 498.127 67.478,5 3,755
ANT 573.194 80.270,5 3,67857
EVPT 491.558,5 77.319 3,17813
Valor de P
Tratamentos 0,5124 0,5137 0,3246
Blocos 0,3488 0,6619 0,5554
CV% 11,33 16,22 16,54

Em relacdo ao estudo da histomorfometria do jejuno das aves de 42 dias

(Tabela 7) observou-se influéncia dos tratamentos no parametro altura da vilosidade

(P< 0,05). Os tratamentos EVPT e controle promoveram maior altura de vilosidade

no jenuno. A menor altura de vilosidade foi observada no jejuno das aves submetidas

ao tratamento SH + controle.

TABELA 7. Histomorfometria do jejuno de frangos de crescimento lento aos 42 dias

Parametros histomorfométricos do jejuno

Tratamentos Altura de vilosidades Prof_undidade de Relacédo
(um) criptas (um) V:.C
SH + controle 264.335,985° 67.574,5 1,985
SH+ANT 322.917,15%¢ 67.804,5 2,45
SH+EVPT 318.738,875%° 70.616,5 2,315
Controle 355.288,525" 84.060 2,27
ANT 298.177,875% 76.820,5 1,975
EVPT 39.4818,9° 65.153 2,985
Valor de P
Tratamentos 0,072 0,500 0,281
Blocos 0,449 0,140 0,452



84

CV% 17,97 21,67 24,15

P médias com letras diferentes na mesmo coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%

Quanto ao estudo da histomorfometria do ilio de frangos de crescimento lento
de 42 dias de idade (Tabela 8) foi observado influencia significativa dos tratamentos
nos parametros altura de vilosidade e profundidade de cripta do ilio (P<0,05). Os
tratamentos SH + EVPT e EVPT promoveram maior altura de vilosidade no ilio das
aves submetidas a esses tratamentos. As aves submetidas ao tratamento ANT
apresentaram menor altura de vilosidade. A altura de vilosidade do ilio das aves
submetidas aos tratamentos SH + controle, SH + ANT e controle mostraram-se
semelhantes.

O parédmetro profundidade de cripta do ilio das aves de 42 dias foi
influenciado pelos tratamentos (P<0,05). A profundidade de cripta das aves
submetidas ao tratamento SH + EVPT mostrou-se maior que a profundidade de
cripta das aves submetidas aos tratamentos SH + controle e controle. A profundidade
de cripta das aves submetidas ao tratamento SH + controle apresentou-se menor que

a profundidade de cripta das aves submetidas aos demais tratamentos.

TABELA 8. Histomorfometria do ilio de frangos de crescimento lento aos 42 dias

Parametros histomorfométricos do ilio

Tratamentos Altura de vilosidades Prof_undidade de Relacéo
(um) criptas (um) V:.C
SH + controle 510.016,6% 5.8505,67¢ 4,345
SH + ANT 578.741,4%® 74.805,672b 471
SH + EVPT 573.403,352 9.0463,922 3,11
Controle 458.278,6% 63.551,17% 3,55
ANT 431.668,35" 80.094,20% 2,77
EVPT 593.314,152 87.559,092° 3,5075
Valor de P
Tratamentos 0,0073 0,062 0,357
Blocos 0,6529 0,530 0,390
CV% 11,48 20,22 35,52

%P médias com letras diferentes na mesmo coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5%
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Nos tratamentos em que foi incluido o extrato vegetal de Pau-terra na agua de
bebida (SH + EVPT e EVPT) foi possivel identificar influéncia positiva na altura de
vilosidade do jejuno e no ilio das aves com 42 dias de idade. Os compostos fenolicos
presentes no extrato de Pau-terra, possuem poder antioxidante, como identificado no
experimento 1. Esses antioxidantes absorvem radicais livres e inibem a cadeia de
iniciacdo ou interrompem a cadeia de propagacgéo das reacdes oxidativas promovidas
pelos radicais, os quais causam diversos danos nas células do epitélio intestinal e ao
seu desenvolvimento®. Sendo assim, os compostos fendlicos presentes no extrato
vegetal de Pau-terra provavelmente promoveu o crescimento das vilosidades no
epitélio do jejuno e do ilio%.

O tratamento SH + EVPT influenciou no aprofundamento de cripta do ilio
das aves de 42 dias. O aprofundamento da cripta pode estar relacionado a passagem
da Salmonella Heidelberg para a mucosa intestinal, a qual pode ter sido facilitada
pelas células M e por meio de enterdcitos absortivos, sem causar danos as células das
vilosidades e, portanto, colonizaram as células cripticas, causando maior proliferacdo
dessas, 0 que acarretou em profundamento de cripta. As células M e os enterdcitos
absortivos presentes na mucosa intestinal sdo consideradas as principais vias de
entrada da Salmonella spp. ha mucosa e podem transportar o patégeno deixando o
epitélio intacto, por isso a altura da vilosidade do ilio dessas aves apresentou maior
que os demais?’.

Outra explicacdo pode estar respaldada no fato de que a colonizacdo da
Salmonella Heidelberg acarretou em alteracdes nas células epiteliais das vilosidades,
pois quando a bactéria se adere a parede do epitélio intestinal, prolifera-se e
conseguem invadir a mucosa intestinal destruindo a parede epitelial do intestino por
meio de metabdlitos bacterianos e efeitos citotoxicos'’. Portanto foi necessario haver
intensa proliferacdo celular nas criptas para manter o mecanismo normal de
crescimento das vilosidades e renovacéo celular, o qual, foi auxiliado pelo extrato
vegetal de Pau-terra, pois a altura da vilosidade das aves submetidas ao tratamento
SH + EVPT foi maior que a altura de vilosidade das aves submetidas aos demais
tratamentos e semelhante & altura de vilosidade das aves submetidas ao tratamento
EVPT.

Certamente o extrato vegetal de Pau-terra por ter potencial antioxidante e
antimicrobiano possibilitou o crescimento das vilosidades intestinais de forma

saudavel, podendo ter influenciado na exclusdo de microrganismos patogénicos que
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destroem células epiteliais. Segundo Marchese?!, os extratos vegetais possuem
moléculas como os hidrocarbonetos, compostos fendlicos e cetonas capazes de inibir
a proliferacdo bacteriana ou excluir patégenos, dependendo de sua concentracdo. Na
pesquisa realizada por Yang?® , ndo foi encontrado nenhuma diferenca de altura de
vilosidades no duodeno entre os grupos (aves submetidas ao tratamento com
melhorador de desempenho e aves submetidas ao tratamento com timol, principio
presente em extratos vegetais, juntamente com acidos organicos) para as aves com 42
dias de idade.

As pesquisas com extratos vegetais e 6leos essenciais vém demonstrando que
essas substancias promovem a integridade da morfologia intestinal, acarretando no
incremento do desempenho das aves?* 24, Segundo Windishi?® , os extratos vegetais
e Oleos essenciais sdo classificados como aditivos fitogénicos. Segundo Zeng®, os
aditivos  fitogénicos estdo sendo utilizados como medida alternativa aos
antimicrobianos melhoradores de desempenho para prevenir/reduzir o surgimento de
bactérias multirresistentes a antibidticos utilizados na terapéutica de animais e
humana. Como o extrato vegetal de Pau-terra exerceu influéncia positiva sobre as
vilosidades do duodeno, jejuno e ilio possivelmente poderd contribuir como
estratégia auxiliar para manutencédo da integridade das células intestinais.

O crescimento e a manutencdo do trato digestivo séo fatores que contribuem
para que as aves aumentem a eficiéncia dos processos digestivos®t. A ndo
preservacdo da integridade morfométrica da mucosa intestinal das aves estressadas
compromete a absorcgdo de nutrientes2. Isso altera o crescimento, o desenvolvimento
e 0 desempenho das aves. As perdas econdmicas tornam-se inevitaveis nessas
situacoes.

Em referéncia ao estudo da bacteriologia, os dados estdo apresentados nas
Tabelas 9, 10 e 11, respectivamente. Foi identificado colonizacdo da Salmonella
Heidelberg no trato gastrointestinal dos frangos de crescimento lento, nas diferentes
idades (7, 28 e 42 dias de idade). Ndo foram identificadas colonizacdo de Salmonella
Heidelberg nas aves ndo desafiadas, nos trés periodos de coleta.

Com relacdo as aves de sete dias idade foi identificado que 75 % das aves
desafiadas apresentaram colonizacdo em algum dos 6rgdos estudados. As aves
submetidas ao tratamento SH + controle apresentaram colonizagédo da Salmonella
Heidelberg no figado, baco e ceco. Das aves estudadas, 50 % apresentaram

colonizagdo somente no figado e 25 % apresentaram coloniza¢do no bago e ceco. As
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aves submetidas ao tratamento SH + ANT observou-se colonizagéo no ceco de 90 %
das aves estudadas e 10 % no baco. Quanto as aves submetidas ao tratamento SH +
EVPT foi identificado que 50 % das aves foram colonizadas no ceco, 25 % no figado

e 25 % no bago.
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TABELA 9. Amostras de figado, baco e ceco positivo/negativo para Salmonella
Heidelberg em aves de crescimento lento com sete dias de idade.

Tratamentos Figado Baco Ceco

Aves sem desafio

SH + controle } : :
SH + ANT B B B
SH + EVPT B B B

Aves com desafio

Controle + + +
ANT - + +
EVPT + + +

No teste bacterioldgico das aves desafiadas com vinte e oito dias de vida,
(Tabela 10) foi verificada a presenca de Salmonella Heidelberg em 58 % delas. No
grupo das aves submetidas ao tratamento SH + controle foi identificada colonizacéo
no ceco e no figado em 25 % das aves estudadas. No grupo de aves submetidas ao
tratamento SH + ANT, 50% das aves apresentaram coloniza¢do no ceco, 25 % no
figado e 25 % no baco. Ja no grupo das aves submetidas ao tratamento SH + EVPT,

50 % apresentaram colonizacao no ceco e 25 % apresentaram colonizacao no baco.
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TABELA 10. Amostras de figado, baco e ceco positivo/negativo para Salmonella
Heidelberg em aves de crescimento lento de 28 dias de idade.

Tratamentos Figado Baco Ceco

Aves sem desafio

SH + controle } : :
SH + ANT B B B

SH + EVPT ) ) )

Aves com desafio

Controle + + +
ANT + + +
EVPT - + +

O teste bacteriologico do grupo de aves com 42 dias de idade (Tabela 11)
constatou a presenca de Salmonella Heidelberg somente em 16,66% das aves
estudadas. Das aves submetidas ao tratamento SH + ANT 50 % apresentaram
colonizacdo no ceco. As aves submetidas ao SH + controle e ao SH + EVPT néo

apresentaram colonizacéo.

TABELA 11. Amostras de figado, baco e ceco positivo/negativo para Salmonella
Heidelberg em aves de crescimento lento de 42 dias de idade.

Tratamentos Figado Baco Ceco

Aves sem desafio

SH + controle - - -
SH + ANT : - -

SH + EVPT - - -

Aves com desafio

Controle - - -
ANT - - +

EVPT - - -
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No presente estudo foi possivel identificar que a colonizagdo por Salmonella
Heldelberg reduziu conforme o avanco de idade das aves desafiadas. Certamente a
maturacdo dos érgdos linféides proporcionou a reducéo da colonizacdo do patdgeno
entre as diferentes fases estudadas. Nas duas primeiras semanas de vida das aves de
corte o tecido linfoide apresenta-se de forma desorganizada, além disso o tecido
linfatico do ceco e as placas de payer ndo estdo totalmente desenvolvidos, dessa
forma a entrada e aproliferacdo da Salmonella spp. é facilitada pelos macréfagos,
podendo cololizar outros érgdos como figado e bago®,

Segundo  Cerisuelo®, Salmonella ssp, apds ser inoculada, leva
aproximdamente quatro horas para invadir os o6rgaos internos. No trabalho
desenvolvido por Boirsoi 2’ as aves inoculadas com Salmonella Heidelberg
apresentaram colonizacdo do ceco e figado 6 horas apos a inoculagdo. De forma
semelhante foi relatado por Silva ** ao constatarem colonizacdo da Salmonella
Heidelberg no figado e baco sete dias apds a inoculagdo in ovo. Também foram
relatados reducéo da colonizacdo de Salmonella Heidelberg conforme o crescimento
das aves e, quando estavam com 35 dias de vida, ndo identificaram nenhuma unidade
formadora de coldnia da bactéria no ceco das aves.

O ceco foi o sitio que apresentou maior percentual de colonizacdo da
Salmonella Heidelberg, provavelmente isso ocorreu devido ao fato de que o tempo
de permanéncia da ingesta é mais longo no ceco proporcionando condigdes estaveis
para a colonizacdo microbiana °. Além disso, segundo Boirsoi?’ existe uma relagio
inversa de colonizacdo da Salmonella spp. entre o figado e o ceco, quando ha maior
severidade de colonizacéo no figado, o ceco estd com colonizacdo menos severa.

Quanto aos efeitos do aditivo melhorador de desempenho comercial e o
extrato vegetal de Pau-terra, foi possivel identificar que ambos ndo apresentaram
efeito bacteriostatico ou bactericida para Salmonella Heidelberg nas aves desafiadas
com 7 dias de idade, pois nos trés tratamentos em que as aves desafiadas foram
submetidas (SH + controle, SH + ANT e SH + EVPT), o percentual de aves que
apresentaram colonizacdo do patdgeno no trato gastrointestinal foi igual, 75 %.

Provavelmente isso ocorreu devido ao mecanismo de acdo do melhorador de
desempenho que é eficaz no combate a bactérias Gram-positivas, sendo que
Salmonellas spp, sdo bactérias Gram-negativas, ou seja, possuem membrana celular

mais complexa, portanto sdo mais resistentes a agentes nocivos.
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J& em relacdo ao extrato vegetal de Pau-terra que possui compostos como
flavonoides 1 e 2 (kanferol-3-O-A-L-(4”-E-p-cumaroil)-raminosideo e kanferol-3-O-
A-L-(4”-Z-p-cumaroil)-raminosideo), terpenos (esqualeno, fitol, lupeol, A-amirina,
B-amirina, &cidos ursolico e oleandlico), esterdides (sitosterol, sitostenona, 3-O-B-D-
glicopiranosideo do sitosterol Ayres®®, pode ndo apresentar efeito antimicrobiano
frente a Salmonella Heidelberg, isso se confirma pelos dados obtidos no ensaio de
desempenho, em que as aves submetidas ao tratamento SH + EVPT apresentaram o
pior ganho de peso e peso final.

Entretanto, alguns trabalhos tém apresentado algum efeito antimicrobiano do
extrato vegetal de Pau — terra, como no estudo desenvolvido por Ayres®’, no qual
relatou haver efeito antibacteriano do extrato da folhas do Pau-terra e sobre o
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228 e MRSE H-111). Semelhantemente foi
identificado no estudo realizado por Alvez®, em que validou o efeito antibacteriano
(in vitro) do extrato de Pau-terra sobre o Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
(gram Positivas) e Pseudomonas aeruginosa (gram negativa).

Com relagéo dos parametros bioquimicos séricos das aves de 28 dias (Tabela
12) observou-se influéncia dos tratamentos na concentracdo de albumina (Alb) e
colesterol (Cole) (P<0,05). No tocante a concentracdo de albumina sérica observou-
se reducdo entre as aves submetidas aos tratamentos controle e SH + controle e SH +
ANT e SH + EVPT, sendo a maior concetracdo de albumina encontrada nas aves
submetidas ao tratamento controle. A reducdo da albumina nas aves do tratamento
SH + ANT foi de 43,16 %, no caso das aves do tratamento SH + EVPT foi de 19,91
%. Possivelmente a diminuicdo da concentracdo de albumina nesses dois grupos de
aves esta relacionada aos processos inflamatérios ocasionados pela colonizacdo do
trato gastrointestinal por Salmonella Heldelberg.

Nas aves existe uma relagdo inversa entre as proteinas plasmaticas totais
(albumina e globulinas), pois ocorre aumento da concentracdo de globulinas e
reducdo da albumina quando as aves estdo submetidas a condicGes de infeccdes,
hemorragias ou desnutricio®¥4°. A hipoalbuminemia ocorre devido a perdas (via
glomerular, em enteropatias, por lesdes cutaneas, e em hemorragias severas), por
diminuicdo da sua producdo (em casos de insuficiéncia hepatica, ma alimentacdo, ma
digestdo, ma absorgéo), e por diminuicdo por sequestro (ascite aviar)*42,

Quanto a concentracdo de colesterol sérico nas aves, os resultados sustentam

incremento de colesterol nas aves submetidas ao tratamento SH + controle em
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relacdo ao tratamento controle. Entretanto, observou-se reducdo da concentracéo de
colesterol entre os tratamentos em que as aves foram desafiadas. Houve diminui¢do
de 12, 31 % da concentragéo de colesterol para o grupo de aves SH + EVPT quando
comparado com o tratamento SH + controle. O colesterol é o lipideo mais comum
nos tecidos corporais e atua como precursor na sintese de horménios esteroides e de
sais biliares. O aumento das concentragcdes pode ser ocasionada por obstrucdo biliar
extra-hepética, fibrose hepatica, hiperplasia do ducto biliar e por dieta rica em
gordura. Dessa forma, pode-se influir que o extrato vegetal de Pau-terra foi eficiente
em promover melhores de condi¢des de funcionamento do figado quando colonizado
por bactéria Salmonella Heidelberg.

Segundo Borsa*® os niveis séricos elevados de colesterol estdo associados a
problemas cardiacos em animais e humanos, entretanto a concentragéo de colesterol
por si sO ndo permite um diagnostico preciso, pois € bastante sensivel aos fatores

como hereditariedade, nutricio, sexo, idade e condi¢Ges ambientais***4°,

TABELA 12. Parametros bioquimicos séricos de frangos de corte de crescimento lento
de 28 dias.

Parametros bioguimicos séricos

Tratamentos Alb Alt A. urico Cole Glic Glob Prot Trig

(g/dI) (mg/dI) (g/dl) (mg/dl) (g/dl)  (g/dl) (mg/dl)
SH + 1090 7.92 5,83 140,88? 2275 2,23 3,45 40,11
controle

SH + ANT 0,98® 7,04 3,63 112,63° 239,5 2,34 3,32 34,69
SH+EVPT 1,17° 7,36 2,64 125,43* 1983 2,2 3,48 38,32

Controle 1,403* 9,75 2,57 112,69° 2345 2,04 3,44 49,93
ANT 1,23 9,45 5,05 113,882 242.9 2,20 3,29 27,27
EVPT 1,17% 11,5 4,16 134,022 237,7 2,29 3,30 37,34
Valor de P

Tratamentos 0,010 0,815 0,1973 0,0178 0,6613 0,4615 0,6541 0,6158
Blocos 0,504 0,600 0,5319 0,4897 0,1865 0,2271 0,4328 0,9803
CV% 11,41 63,57 53,63 10,24 22,15 9,85 6,71 45,44

Com relacdo dos parametros bioquimicos séricos das aves de 42 dias (Tabela
13) observou-se influéncia dos tratamentos na concentragdo de &cido urico (A. Urico)

e triglicérides (Trig) (P<0,05). Quanto a concentracdo de &cido Urico, as aves
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submetidas ao tratamento SH + EVPT apresentaram maior concentracdo de acido
drico que as aves submetidas aos demais tratamentos, sendo que as aves submetidas
ao tratamento SH + controle apresentaram menor concentracdo de &cido Urico que as
aves submetidas aos demais tratamentos. O acido Urico € o composto nitrogenado
excretado em maior quantidade nas aves e sua sintese ocorre no figado e
parcialmente nos rins. Segundo Schmidt*®,0 aumento de &cido drico, creatinina e
uréia no plasma ocorre quando os rins trabalham a 30% de sua capacidade. Sendo
assim, ao considerar que os niveis de acido Urico normais para aves jovens é de 1 até
2 mg/dL, pode-se influir que as aves submetidas a todos os tratamento apresentaram

concentracdo de cido Urico acima da normalidade.

TABELA 13. Parametros bioquimicos de frangos de corte de crescimento lento de 42
dias.

Parametros bioquimicos séricos

Tratamentos Alb Alt A.urico  Cole Glic Glob Prot Trig
(g/dI) (mg/dl)  (g/dl)  (mg/dl)  (g/dl)  (g/dl)  (mg/dl)
b
SH + 165 23.9 2 64 117,7 231,88 1,30 292 39,25
controle

SH + ANT 1,79 21,8 341 1213 230,55 1,33 3,12  33,3%°
SH + EVPT 1,64 16,1 4,708 117,3 2318 137 3,032 77,38

Controle 1,75 19,0 2,50 118,9 221,55 1,42 3,22 33,87°
ANT 1,81 18,7 308 1116 2201 1,61 342  42,98°
EVPT 1,43 12,9 3,83% 92,7 221,76 1,59 3,05 41,14°
Valor de P

Tratamentos 0,133 0,4695 0,0187 0,1735 0,8607 0,219 0,3373 0,0061
Blocos 0,2794 0,777 0,012 0,6584 0,7619 0,6287 0,8781 0,2137
CV% 10,96 39,75 25,83 12,11 7,79 14,75 10,02 33,34

A maior concentracdo de trigicérides foi apresentada pelo grupo de aves

submetidas ao tratamento SH + EVPT e controle, enquanto que a menor
concentracdo de triglicérides foi apresentada pelo grupo de aves submetidas aos
tratamentos SH + controle e SH + ANT. Os triglicerideos sao sintetizados na mucosa
intestinal e figado a partir de componentes da digestdo das gorduras. Segundo
Borsa*?, os triglicerideos e colesterol sdo componentes analisados nos testes de
avaliagdo do metabolismo lipidico, sendo o triglicerideo o lipideo padrdo do

organismo, que constitui, em média, 95% de toda a gordura gque existe no corpo. O
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aumento de 128, 46 % de triglicerideos das aves submetidas ao tratamento SH +
EVPT em relacdo ao tratamento controle pode estar relacionado a danos hepaticos
ocasionados por doengas infecciosas, como a salmonelose*’. Entretanto o0s
triglicerideos podem ser influenciados por fatores como o sexo, clima, influéncia

hormonal e por erros de balanceamento na dieta®.
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Os resultados da presente pesquisa ndo estdo em consonancia com oS
resultados encontrados por Abudabo®® ao trabalhar com frangos de corte desafiadas
com Salmonella typhimurium relatou que as aves submetidas ao tratamento com
antimicrobiano comercial apresentaram incremento de albumina sérica na segunda
semana de vida, porém a concentracao de triglicérides e glicose reduziu. Ainda, 0s
autores identificaram que o0s Oleos essenciais (thimol, thime e anise) ndo
influenciaram as concentracdes séricas de colesterol, proteinas totais, aspartato
amino transferase e alanina transaminase. Entretanto, em outro trabalhado realizado
por Abudabo®®, utilizando frangos infectados por Clostridum perfrigens,
identificaram influéncia dos 6leos essenciais (carvacrol, cinnamaldehyde e capsaicin)
nas concentracdes séricas de proteinas totais e globulinas nas aves com 4 semanas de
idade.

4. CONCLUSAO

O extrato vegetal etandlico de Pau-terra, oferecido na agua de bebida,
utilizando concentracdo de 1:1000 e fornecido uma vez ao dia a frangos de
crescimento lento ndo promove a melhora do desempenho de frangos até os 28 dias

de idade e ndo apresenta atividade antimicrobiana frente a Salmonella Heldelberg.
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CAPITULO 4. CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos vegetais sdo produtos concentrados em moléculas bioativas, como
compostos fendlicos, que ha muito tempo sdo utilizados para prover algum beneficio
a saude humana, e que atualmente estdo sendo testados em animais a fim de se
verificar seus efeitos, principalmente como antimicrobianos para os animais.

Entretanto, devido aos inimeros fatores que contribuem para diversificacao
de extratos vegetais, como diversos protocolos de extragdo, idade da planta,
varidades da mesma espécie de planta, partes diferentes da planta que estdo sendo
utilizadas como matéria-prima, diluicdo, armazenamento, além dos fatores climaticos
que a planta foi submetida, torna o extrato vegetal um produto dificil de ser avaliado
e padronizado para uma especifica funcéo.

No primeiro experimento, 0s sete extratos vegetais etanolicos testados in vitro
apresentaram boa concentracdo de compostos fendlicos e potencial antioxidante,
entretanto quando testados sua influéncia para inibir o crescimento da Salmonella
Heidelberg, somente o extrato de Pau-terra apresentou efeito moderado. No segundo
experimento foi identificado que o efeito do extrato de Pau-terra frente a Salmonella
Heidelberg inoculadas em frangos de crescimento lento ndo promoveu o desempenho
dos das aves até os 28 dias de idade e ndo influenciou na sadde intestinal das aves até
0s 42 dias de idade.

O grande desafio da utilizacdo de extratos vegetais na nutricdo de frangos de
crescimento lento estd na identificacdo e quantificacdo dos compostos que exercem
influéncia a um género ou espécie de patdgeno, além da padronizacdo do produto,
estabelecendo protocolos de extratagdo mais elaborados e especificos para a fungéo

deseja do produto.



