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RESUMO

Objetivou-se com este estudo, avaliar o efeito da suplementagédo de aditivo a
base de extratos vegetais em dietas de frangos de corte sobre o desempenho
produtivo, rendimento de carcaca e qualidade de carne, microbiota e qualidade
intestinal. O experimento foi realizado no aviario experimental da Universidade
Federal do Parana. Foram utilizados 1408 pintos, de um dia de idade, Cobb slow,
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com 8 tratamento, 4
repeticdoes de 44 aves cada. Os tratamentos consistiram de: Tratamento A: Dieta
controle, Tratamento B: APC, Tratamento C: extratos vegetais (100 g/ton),
Tratamento D: extratos vegetais (150 g/ton), Tratamento E: APC + extratos vegetais
(100 g/ton), tratamento F: APC + extratos vegetais (150 g/ton). Tratamento G: Dieta
com reducdo nutricional 1 + APC + extratos vegetais (100 g/ton) e Tratamento H:
Dieta com reducgao nutricional 2 + APC + extratos vegetais (150 g/ton). A avaliacao
do peso meédio, consumo de ragdo, ganho de peso e conversao alimentar foi
realizada semanalmente. Aos 35 dias de idade foram sacrificadas 16
aves/tratamento para avaliacdo da saude intestinal, expressao de citocinas
inflamatodrias e coleta de material para analise da microbiota intestinal. Para calculo
do rendimento carcaga, cortes e deposi¢cado de gordura abdominal, aos 42 dias, foram
abatidas 24 aves/tratamento. Para as analises de qualidade e propriedades
funcionais da carne foram utilizados 12 peitos/tratamento, foi realizada a mensuracéao
do ph do musculo 30 minutos e 24 horas apdés o abate, perda de agua por
gotejamento, por presséo, por congelamento e por cocgao, analise de cor 24 horas
apos o abate, avaliagado da ocorréncia de “White Striping” e estabilidade oxidativa da
carne. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo procedimento GLM, os
dados nao paramétricos foram analisados através do teste de kruskal-wallis do
software SAS. N&o houve efeito dos tratamentos sobre nenhumas das variaveis de
desempenho em nenhum dos periodos avaliados. Aves que receberam dieta
contendo APC associada aos extratos vegetais (100g/t) apresentaram maior
rendimento de carcaga, em contrapartida, aves que receberam a dieta com APC e
extratos vegetais na dose de 150g/t apresentaram menor rendimento de carcaga. A
qualidade e a estabilidade oxidativa da carne in natura e armazenada nao foi
alterada por nenhum dos tratamentos. O uso do aditivo fitogénico diminuiu o grau de
congestéo e levou ao aumento no comprimento de vilo do jejuno. Ndo houve efeito
de nenhum dos tratamentos sobre lesdes macroscopicas e medidas morfometrias do
duodeno e ileo. A mensuragdo das citocinas TNF-a e IL1, ndo foi alterada pela
inclusédo dos extratos vegetais. A avaliagdo da microbiota intestinal mostrou a
ocorréncia de espécies distintas entre os tratamentos. A suplementagao de extratos
vegetais em aves criadas em condi¢cdes de baixo desafio sanitario nao alterou o
desempenho produtivo, caracteristicas de carcaga e qualidade da carne, por outro
lado mostrou alguns resultados satisfatérios sobre qualidade intestinal e modulagao
microbiota intestinal a qual foi altamente influenciada pelas diferentes dietas, esses
resultados comprovam que as boas praticas de manejo, nutricdo e biosseguridade
sdo as melhores ferramentas para manutengao do maximo desempenho e qualidade
de carne em frangos de corte.

Palavras-chave: APC, antioxidantes, TBARs, Citocinas inflamatdrias, 16S rDNA.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the plant-extract-based
additive supplementation in broiler diets on the performance, carcass yield, meat
quality and microbiota and gut quality. The trial was carried out in the experimental
barn of Federal University of Parana. There were 1408 Cobb Slow-chicks, housed in
a completely randomized design with 8 treatments, 4 replicates and 44 birds each.
The treatments were: A: control diet, B: AGP C: plant extract (100 g/ton), D: plant
extract (150 g/ton), E: AGP + plant extract (100 g/ton), F: AGP + plant extract (150
g/ton), G: diet with nutritional decreasing 1 + AGP + plant extract (100 g/ton) and H:
diet with nutritional decreasing 2 + AGP + plant extract (150 g/ton). The assessment
of average weight, feed intake, weight gain and feed conversion ratio was weekly
performed. At 35 days of age 16birds/treatment were slaughtered in order to evaluate
gut health, expression of inflammatory cytokines and collection of samples for
intestinal microbiota analysis. To calculate the carcass yield, cuts and deposition of
abdominal fat at 42 days, 24 birds / treatment were slaughtered. For the analysis of
quality and functional properties of the meat, it was used 12 breasts/treatment. It was
measured the muscle pH 30 minutes and 24 hours after slaughter, loss of water by
drip, pressure, freezing and cooking, color analysis 24 hours after the slaughter,
evaluation of the occurrence of "White Striping" and oxidative stability of the meat.
Data statistical analysis was performed by GLM procedure, and non-parametric data
were analyzed through the kruskal-wallis test of SAS software. There was no effect
of the treatments over any of the performance variables during the trial. Birds that
received the diet containing AGP + plant extract (100g/t) showed higher carcass
yield; on the other hand, birds that received the diet with AGP + plan extract (150g/t)
presented lower carcass yield. The quality and the oxidative stability of the in natura
and stored meat did not alter, by any of the treatments. The use of this phytogenic
additive decreased the level of congestion and led to an increase in jejunum villus
length; there was no effect of any of the treatments on macroscopic lesions and
morphometric measurements of the duodenum and ileum. The measurement of TNF-
a and IL1 cytokines was not altered by the inclusion of plant extracts. The evaluation
of the intestinal microbiota showed the occurrence of distinct species among the
treatments. The supplementation of plant extracts in birds raised under low-sanitary-
challenge conditions did not alter the productive performance, carcass characteristics
and meat quality, on the other hand it showed some satisfactory results on intestinal
quality and intestinal microbiota modulation which was highly influenced by the
different diets. These results demonstrate that good management, nutrition and
biosecurity are the best tools to keep maximum performance and meat quality in
broilers.

Key words: AGP, antioxidants, TBARs, inflammatory cytokines, 16S rDNA.
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1 INTRODUGCAO

O setor avicola brasileiro se destaca entre os demais setores agropecuarios,
devido sua rapida ascensao nas ultimas décadas. A producdo de frangos de corte
vem aumentando significativamente a cada ano, com produgao de 13,136 milhdes
de toneladas em 2015, volume 3,5% superior ao obtido no ano anterior, o Brasil
assumiu o segundo lugar no ranking dos maiores produtores de carne de frango,
superando a China (ABPA, 2016). Um dos alicerces desse alto crescimento é a
nutricdo, que esta em constante transformagao, sempre em busca de alternativas
que tornem possivel a formulacdo de dietas mais eficientes, econdmicas, mantendo
a qualidade, seguranca e satisfagdo do produto final para o mercado consumidor.

A produgao sustentavel de carne no mundo, atualmente, também é objeto de
muitas discussoes, principalmente quanto as normas de bem-estar animal e ao uso
de antibidticos promotores de crescimento.

Os antibidticos sao rotineiramente utilizados para controlar agentes
patogénicos do trato gastrintestinal, além disso, podem ser usados como promotores
de crescimento promovendo melhora nos indices zootécnicos € maximizando a
producdo (TOLEDO et al., 2007). Os promotores de crescimento sdo utilizados na
producao animal desde a década de 50 (MENTEN, 2001). No entanto a Uniao
Europeia passou a exigir o banimento de antimicrobianos melhoradores do
desempenho na nutricdo animal, pois passaram a ser vistos como fatores de risco
para a saude humana pelo seu possivel papel na ocorréncia de resisténcia
microbiana (BRUGALLI, 2003).

A crescente proibicdo do uso de antibidticos promotores de crescimento nas
dietas dos frangos de corte leva a questionamentos sobre a produgéo de alimentos
em quantidade suficiente para atender a demanda da populagdo mundial devido a
perda em produtividade decorrente do banimento desses aditivos. Atualmente 30%
do consumo de carne global € de carne de frango e com previsdo de crescimento,
mais rapido do que as demais carnes. De acordo com OECD-FAO (2015), as
projecdes apontam para um aumento em torno de 1,6% ao ano no periodo de 2013
a 2022. Além do preco acessivel e alto valor nutricional que contribuem para esse
cenario, a carne de frango nao é alvo de restri¢gdes religiosas ou culturais e por isso
€ considerada uma “unanimidade” entre as proteinas de origem animal consumidas

mundialmente.
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Recentemente, novas alternativas aos antibi6ticos tém surgido, como a utilizacao
de substancias naturais. Os extratos vegetais sdo substancias derivadas de plantas
medicinais, especiarias, 6leos essenciais ou Oleo-resinas, que tém efeito positivo
sobre a produgdo e a saude dos animais (PERIC et al., 2009), em fungéo das suas
propriedades funcionais e seus efeitos antimicrobianos (HOSSEINZADEH et al.,
2014), antioxidantes (HASHEMIPOUR et al., 2013) e digestivos (HAFEEZ et al.,
2015).

A propriedade antimicrobiana desses compostos, principalmente os
compostos fendlicos, consiste na regulacdo do metabolismo intermediario, ativando
ou bloqueando reagdes enzimaticas, afetando diretamente a sintese enzimatica seja
em nivel nuclear ou ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas dos
microrganismos (SINGH et al., 2010). Modificam a microbiota intestinal patogénica,
promovendo um melhor equilibrio do meio gastrointestinal favorecendo a absorgao
dos nutrientes (KOIYAMA, 2012).

Outra funcdo extremamente importante dos extratos vegetais € a funcao
antioxidante, a qual tem sido estudada com a finalidade de melhorar a estabilidade
oxidativa em diversas matérias-primas, tais como: carne de frango, carne bovina e
ovos (PLACHA et al., 2014). Um dos principais processos que afeta a qualidade das
carnes e seus derivados € a oxidacgao lipidica, pois prejudica atributos como sabor
aroma, textura e valor nutritivo, além de promover o desenvolvimento de sabores
indesejaveis e produzir substancias potencialmente toxicas como malonaldeidos e
oxidos de colesterol (DEL RIO et al., 2005). Os antioxidantes naturais agem na fase
de iniciacdo da reacgao, reagindo de forma a interferir na participacédo do Oz ou
competindo com os radicais livres dos acidos graxos (BOBBIO et al., 1992). Estudos
comprovaram eficiéncia da adicdo de extratos vegetais reduzindo significativamente
a oxidacao lipidica da carne (FREITAS et al., 2011; RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2014).

Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito da suplementagcdo de
aditivo a base de extratos vegetais em dietas de frangos de corte sobre o
desempenho produtivo, rendimento de carcaca, qualidade de carne, microbiota e

qualidade intestinal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANTIBIOTICOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO NA PRODUGAO DE
FRANGOS DE CORTE

Atualmente, os promotores do crescimento s&o aditivos largamente
utilizados, pois possibilitam aos animais o maior aproveitamento dos nutrientes
provenientes da dieta, melhorando a taxa de crescimento e a eficiéncia na
conversao alimentar. Esses aditivos sao considerados promotores de crescimento
por serem utilizados em doses subterapéuticas e constituidos por moléculas nao
terapéuticas. Sao adicionados as ragdes durante quase toda a fase de criagao das
aves, respeitando, apenas, o periodo de retirada antes do abate (LORENCON et al.,
2007). O objetivo principal da suplementagao € controlar os agentes prejudiciais ao
trato digestorio e proporcionar os efeitos benéficos na absor¢do de nutrientes
(VASSALO et al., 1997).

O principal mecanismo de acdo dos promotores de crescimento esta
relacionado com a inibicdo da sintese da parede celular, causando alteragdes na
permeabilidade da membrana citoplasmatica, interferéncia na replicacdo dos
cromossomos e interferéncia na sintese proteica (TAVARES, 1996) levando
interagcdes entre o antibidtico e a microbiota intestinal (DIBNER e RICHARD, 2005).

Apesar da comprovada capacidade de melhorar o desempenho, a
seguranga dos antibiéticos passou a ser questionada, principalmente, em virtude do
seu uso rotineiro na alimentacdo das aves, tornando cada vez mais restrita a sua
utiizagdo devido a possibilidade do desenvolvimento de microrganismos
multirresistentes e a exigéncia dos paises importadores por produtos livres de
residuos de antibidticos (SILVA, 2000).

Diversos paises ja restringiram o uso desses aditivos quimicos. A Suécia
baniu o uso de APC esde 1986, outros paises como a Suiga e Dinamarca baniram
os APC, antes do banimento por parte da Unido Europeia em 2006, a qual permite
somente a utilizagdo dos ionoforos monensina e salinomicina como agentes
anticoccidianos (COUNCIL, 2003). Na China, algumas moléculas foram proibidas e
outras estdo sob avaliagdo. No Brasil, varias moléculas ainda s&o utilizadas, porém

muitas ja foram banidas, além disso, alguns consumidores tém evitado a compra de
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carne de suinos e aves, por acreditarem que estas sejam contaminadas por
antibidticos.

Um estudo realizado por Araujo et al. (2007) mostrou que os consumidores
buscam produtos de origem animal sem a presencga de residuos quimicos e sem
acréscimos no custo de producdo. Segundo Bertechini (2012), a maioria dos
antibidticos usados como promotores nao possuem absor¢cdo, assim tornando
pequena a possibilidade de acumulo nos tecidos comestiveis. Entretanto existem
controvérsia sobre esse assunto. MISHRA (2014) mostrou que ha um grande risco
de resisténcia aos antibidticos utilizados na produgdo animal, que resultam em
graves problemas de saude humana.

Entretanto, em paises onde ocorreu a restricdo no uso dos antimicrobianos,
houve aumento na incidéncia de doengas, principalmente entéricas, tais como
enterite necrotica e coccidiose. Além disso, pode ocorrer aumento do risco de
infeccdes de origem alimentar em humanos, pelo menor controle de patégenos de
origem alimentar como Salmonella, Campylobacter e E. coli (ROSTAGNO, 2011).

Korb et al. (2015) avaliaram a tipagem molecular e a resisténcia aos
antimicrobianos em isolados de Escherichia coli de frangos de corte de criagao
intensiva e de tratadores e concluiram que a similaridade genotipica é acima de
80%, além disso, existe uma grande preocupagédo com o aumento da frequéncia de
doencas transmitidas por alimentos.

No Brasil, para o mercado interno, a utilizacdo de promotores de
crescimento é permitida, desde que o produto esteja devidamente registrado no
MAPA, e o seu modo de uso, dosagem e periodo de caréncia sejam respeitados.
Entretanto, o Brasil € o maior exportador de carne de frango, principalmente para
paises que restringem o uso de promotores de crescimento nas dietas de frango de
corte, assim alternativas capazes de controlar os riscos devem ser tomadas,
forcando a busca por aditivos sem restricdo do mercado consumidor e capazes de

garantir o maximo desenvolvimento dos animais.

2.2 EXTRATOS VEGETAIS COMO SUBSTITUTOS DOS PROMOTORES DE
CRESCIMENTO EM DIETAS DE FRANGOS DE CORTE

Produtos de origem vegetal ou extratos de plantas, tém sido utilizados com

sucesso, para curar e prevenir doengas (RASKIN et al., 2002), sendo esta
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considerada uma das formas mais antigas de pratica medicinal da humanidade. Sao
substancias derivadas de plantas medicinais ou de especiarias, como Oleos
essenciais e o6leo-resinas, que tém efeito positivo sobre a producdo e a saude dos
animais (PERIC et al., 2009).

Nos ultimos anos, devido as restricbes na utilizacdo de melhoradores de
desempenho sintéticos, os extratos vegetais vém sendo estudados na alimentagao
animal como aditivos nutricionais fitogénicos. Entretanto, ndo possuem fungéo
nutritiva, mas podem modificar beneficamente as caracteristicas quimicas, fisicas e
sensoriais das ragdes. Com o objetivo de melhoria geral do desempenho dos
animais podem ser uma alternativa aos melhoradores de desempenho, devido seus
efeitos  antimicrobianos (HOSSEINZADEH et al.,, 2014), antioxidante
(HASHEMIPOUR et al., 2013) e digestivo (HAFEEZ et al., 2015), alteragbes na
microbiota intestinal e propiciam modificagdes morfohistolégicas do trato
gastrointestinal (OETTING et al., 2006).

Os possiveis mecanismos de agado dos extratos vegetais estdo ligados ao
efeito antimicrobiano sobre a parede celular bacteriana, alterando a permeabilidade
da membrana citoplasmatica para ions de hidrogénio e potassio, causando a
interrupcdo dos processos vitais da célula, como transporte de elétrons,
translocagao de proteinas, fosforilagdo e outras reagdes que dependem de enzimas,
0 que resulta em perda do controle quimiosmotico da célula afetada, levando a
morte bacteriana (DORMAN e DEANS 2000), ou ainda na regulagéo do metabolismo
intermediario, ativando ou bloqueando reagbes enzimaticas, afetando diretamente a
sintese enzimatica seja em nivel nuclear ou ribossomal (SINGH et al., 2010).

Em comparagdo com os antibidticos sintéticos, estes produtos derivados de
plantas sdo naturais, menos toxicos, livre de residuos e considerados seguros para
alimentacédo animal. A acao e o local dos principios ativos como os fitocomponentes
ou fitomoléculas sdo dependentes de sua estrutura, metabolismo e do nivel de
inclusdo (BRUGALLI, 2003) quando adicionados a dieta sdo capazes de aumentar a
produtividade, melhorar a qualidade da dieta, além de melhorar a qualidade dos
alimentos (KOIYAMA, 2012).

Segundo Langhout (2000), a administragdo de combinagdes de extratos
vegetais na nutrigdo dos animais proporciona melhores resultados de desempenho
em comparagao aos produtos utilizados isoladamente. Entretanto um dos principais

desafios é elucidar a agao exercida por cada componente presente nas plantas, os
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quais podem variar conforme a espécie da planta, origem e condi¢cbes climaticas
durante seu desenvolvimento. Outro aspecto importante de variacdo € a forma de
extragdo, estabilizacdo tempo e forma de armazenamento (HUYGHEBAERTE,
2003).

Costa et al. (2007), estudaram os extratos vegetais como substitutos de
promotores de crescimento em leitdes recém desmamados e mostraram que a
combinagéo dos extratos de cravo e orégano (105 ppm de 6leo essencial de cravo +
105 ppm de eugenol e 105 ppm de 6leo essencial de orégano + 105 ppm de
carvacrol) pode ser uma alternativa promissora como promotor de crescimento pois
promoveu desempenho muito préximo ao obtido com os antimicrobianos. Em um
estudo in vitro realizado por Dorman e Deans (2000), os extratos vegetais de cravo,
tomilho e orégano apresentaram efeito antimicrobiano sobre determinados
patdgenos. O uso isolado de 6leo essencial a base de timol, extraido do tomilho em
dietas de frangos mostrou resultado semelhante ao grupo controle com adigdo do
antibiotico colistina (JANG et al., 2007).

Em contrapartida, outros estudos ndo demonstram efeitos benéficos em
torno do uso de extratos vegetais isolados ou em combinagdes. Zhang et al. (2005)
administraram um aditivo a base extrato de orégano e Jamroz et al. (2006), extratos
de carvacrol, cinamaldeido e capsaicina e nao observaram efeitos positivos no
desempenho das aves, no desempenho dos frangos de corte. Kirkpinar et al. (2010),
conferiram redugdo na contagem de Clostridium nas aves que receberam dleo
essencial de orégano, alho e uma mistura de ambos.

Em funcdo de todas as propriedades benéficas atribuidas aos extratos
vegetais, 0 uso desses aditivos pode ser promissor como substitutos aos APC,
entretanto, a utilizagdo de qualquer APC sintético ou alternativo como os extratos
vegetais, deve ser avaliada conforme as condi¢des sanitarias do plantel. O controle
sanitario eficiente, com baixo desafio imunolégico, baixa carga microbiana e livre de
situagcbes que gerem estresse metabdlico, boas condigcdes de ambiéncia e manejo e
0 uso de matérias primas de melhor qualidade na formulagcdo das ragbes podem ser

as melhores alternativas para manutencéo do desempenho produtivo.
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2.3 FUNCAO ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS VEGETAIS SOBRE QUALIDADE
DE CARNE DE FRANGOS DE CORTE

A rentabilidade e o desenvolvimento de qualquer setor produtivo estdo
diretamente ligados a aceitacdo por parte do consumidor. A medida que ocorrem
alteragbes de habitos, gostos e preferéncias, os consumidores aumentam suas
exigéncias e o conceito de qualidade ganha mais importancia e define os critérios de
decisdo. Além dessas exigéncias por produtos seguros, a busca por alimentos de
alta qualidade vem aumentando cada vez mais por parte dos consumidores.

A qualidade da carne de aves tem relagao direta com as propriedades
fisicas, quimicas, morfoldgicas, microbioldgicas, nutricionais e aspectos sensoriais.
Nos aspectos fisicos e quimicos os fatores como cor, pH, textura, capacidade de
retencdo de agua entre outras, sdo fatores que dependem diretamente dos
substratos primarios (umidade, gordura e proteina) (SOUZA, 2006). Esses fatores
sdo de suma importancia, uma vez que influenciam tanto na escolha inicial do
produto pelo consumidor, como a aprovagao no momento do consumo (FLETCHER,
2002). Entre os principais fatores que podem afetar a qualidade de carne esta a
oxidagao lipidica.

A oxidacgao lipidica € um dos principais fatores que podem ocasionar a perda
de qualidade de produtos carneos, principalmente da carne de frango. Em funcéo do
elevado teor de acidos graxos insaturados na sua composi¢éo, a carne de frango é
um alimento altamente susceptivel a oxidacao lipidica que afeta sabor, aroma, cor e
textura dos alimentos, limitando sua estabilidade e vida utili (MARIUTTI e
BRAGAGNOLO, 2009), além de promover o desenvolvimento de sabores
indesejaveis e produzir substancias potencialmente téxicas como malonaldeidos e
oxidos de colesterol (DEL RIO et al., 2005).

A oxidagao dos lipidios no musculo inicia-se com os fosfolipidios localizados
nas membranas celulares, ricos em acidos graxos poli-insaturados (CAROCHO et al.
2013). Consiste em uma reagao que ocorre em trés etapas: iniciagao, propagagao e
terminacdo. A iniciacdo da peroxidacao lipidica comeca pela acdo de elementos
reativos, que retiram um atomo de hidrogénio de um grupo metil da molécula
lipidica, formando um radical livre. Na etapa de propagacgao, o peroxido formado
extrai um atomo de hidrogénio de outra molécula lipidica ou de um acido graxo

adjacente para formar um hidroperdxido lipidico, formando um novo radical livre e
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propagando a reagao em cadeia (SURAI, 2002), na terceira etapa, os peroxidos
formados reagem uns com os outros para originar produtos secundarios da
peroxidagao (SILVA et al., 1999).

A oxidacdo lipidica pode ser reduzida com a adicdo de antioxidantes na
dieta. Antioxidante pode ser definido como um composto ou substancia quimica que
inibe a oxidagdo, mesmo presente em baixa concentragdo (ABDALLA, 1999), séo
extremamente importantes na inibicdo da peroxidacdo dos lipidios além de inibir
também, a oxidacdo de outras moléculas, como proteinas, DNA, entre outras
(HALLIWELL, 1995). Os antioxidantes naturais agem na fase de iniciagdo da reacao,
reagindo de forma a interferir na participagcdo do O2 ou competindo com os radicais
livres dos acidos graxos (BOBBIO et al., 1992). Estudo comprovaram eficiéncia da
adicao de extrato vegetais reduzindo significativamente a oxidacéo lipidica da carne
(FREITAS et al., 2011; RAFIEIAN-KOPAEI et al., 2014).

Suplementos antioxidantes podem prolongar a vida util do produto final, por
diminuir a formacéao de radicais livres, entretanto alguns antioxidantes sintéticos tém
mostrado atividade carcinogénica (BOZKURT et al., 2006), diante disso, o interesse
por antioxidantes naturais tem se tornando constante, além da busca por
ingredientes alternativos capazes de melhorar a estabilidade oxidativa da ragdo, do
organismo animal e dos produtos carneos (RIZZO et al., 2010).

Os componentes fendlicos presentes nesses compostos podem melhorar a
estabilidade oxidativa da carne de frango, carne bovina e ovos (PLACHA et al.,
2014). A protecéo de lipidios contra danos oxidativos deve se estender durante a
comercializagdo da carne. Apesar dos produtos carneos serem manipulados e
mantidos em condi¢gdes adequadas de embalagem e temperatura, ficam expostos a
deterioracdo, promovida por agbes de enzimas, oxigénio existente no meio,
temperatura e luminosidade (CUPPETT e HALL, 1998; OLIVO, 2006).

Os componentes ativos de plantas tém sido explorados como possiveis
antioxidantes (SAHIN et al., 2010) utilizados como uma alternativa para prevenir a
deterioracao oxidativa de alimentos e limitar o uso dos antioxidantes sintéticos.

Young et al. (2003) testaram uma combinagdo de acido ascérbico (1000
ppm) e a- 17tocoferol (200 ppm) ou de orégano (3%) e verificaram que as atividades
das enzimas antioxidantes (catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase)
na musculatura do peito e do figado foram afetadas pela suplementacao, reduzindo

as atividades oxidantes geradas pelo estresse. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Botsoglou et al. (2002), que observaram que a suplementacao
dietética de 100 mg de d6leo essencial de orégano, para frangos exerceu efeitos
antioxidantes, retardando a oxidacado lipidica em carnes armazenadas cruas e
cozidas. Os extratos vegetais podem ser importantes ferramentas antioxidantes

utilizadas nas formulacdes de dietas.

2.4 COMPONENTES FENOLICOS DOS EXTRATOS VEGETAIS

2.4 1 Carvacrol

O extrato de orégano é um 6leo essencial extraido e destilado a vapor de
plantas hibridas de Origanum vulgare ssp., em sua composi¢ao, 85% constituem-se
de dois componentes fendis naturais fundamentais na ag¢ao antimicrobiana, o
carvacrol e o timol, os quais agem sobre a membrana celular bacteriana impedindo
sua divisao mitética, causando desidratagdo nas células e, com isso, impedindo a
sobrevivéncias de bactérias patogénicas (FUKAYAMA, 2005). Outros estudos
mostraram que estes dois componentes s&o conhecidos como isoprendides, ou seja,
flavorizantes naturais, apresentando efeito positivo na ingestdo de rac&do, sem
transferir odor e gosto para a carne e ovos de animais alimentados com o extrato de
orégano (TSINAS, 2003).

Além disso o carvacrol tem a capacidade de reagir com radicais lipidicos e
hidroxila convertendo-os em estaveis (YANISHLIEVA, 2001), o que o torna um
potencial antioxidante natural. Lee et al. (2003) demonstraram que o carvacrol tem
efeitos antioxidantes semelhantes aos antioxidantes sintéticos atualmente utilizados.

Botsoglou et al. (2002) observaram que a suplementacao dietética de 100
mg de O6leo essencial de orégano, para frangos exerceu efeitos antioxidantes,
retardando a oxidacao lipidica em carnes armazenadas cruas e cozidas. MarcinCak
et al. (2008) utilizando também o6leo essencial de orégano (concentragao 0,05%/kg)
nas dietas de frangos, observaram os mesmos efeitos, provavelmente resultante dos
constituintes antioxidantes presentes nesse composto.

Zhou et al. (2007) avaliaram o potencial antimicrobiano de extratos vegetais
frente @ Salmonella Typhimurium e observaram que a associagdo dos principios
ativos (cinamaldeido + timol; cinamaldeido + carvacrol; timol + carvacrol)

apresentaram maior inibicao contra S. Typhimurium. Por outro lado, Aeschbach et al.
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(1994) testaram o extrato de orégano como aditivo substituto ao promotor de
crescimento em frangos de corte de 1 a 42 dias de idade, associado ou ndo a um
antibidtico, e ndo observaram diferenca nos resultados de desempenho, qualidade
da carcaga, avaliacdo da qualidade intestinal e bactérias encontradas no ceco,
quando comparado com o antibiético.

Estudos tem mostrado também efeito dos produtos fitogénicos sobre o
controle de coccidiose em aves. Giannenas et al. (2004) acrescentaram Oleo
essencial de orégano (5,0 e 7,5 g/kg), na dieta dos frangos de corte e verificaram
reducao do impacto da infecgcédo parasitaria. Silva et al. (2009), observaram que o
oleo essencial de orégano (0,5 e 1g/kg) exerceu efeito anticoccidiano semelhante a
salinomicina. Estudos testando o carvacrol como substituto dos APC, sao de grande

relevancia para que seus efeitos benéficos sejam comprovados.

2.4.2 Cinamaldeido

Um dos extratos vegetais mais importantes no mercado mundial, o
cinamaldeido é obtido da parte interna das cascas da planta conhecida
popularmente como canela da india. A canela é utilizada mundialmente na culinaria
e perfumaria devido as suas propriedades condimentares e aromaticas que vém
desse composto (WANG et al., 2009). O cinamaldeido, presente no 6leo de canela,
tem atividade antimicrobiana devido a sua lipofilicidade de terpendides e
fenilpropandides que atravessam a membrana, alcangam o interior das células e
danificam o sistema enzimatico bacteriano (LEITE et al., 2012). Além disso, sao
responsaveis por melhorar a eficiéncia de utilizacdo dos alimentos com consequente
melhor resultado de desempenho (AI-KASSIE, 2009). Shan et al. (2005) mostraram
que os compostos fendlicos de 26 especiarias testadas contribuiram
significativamente para estabilidade oxidante, entre eles destaca-se o cinamaldeido
e demais derivados da canela.

Estudos mostram que a mistura de extratos vegetais a base de carvacrol,
timol, cinamaldeido, eugenol e capsaicina reduziu a contagem bacteriana

em duodeno, jejuno, ileo e ceco de frangos (MITSCH et al., 2004). Segundo
Trajano et al. (2009), os extratos vegetais de cravo e canela presentaram agao

antibacteriana em alimentos frente as bactérias contaminantes (Bacillus cereus,
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Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella entérica, Serratia
marcescens, Yersinia enterocolitica).

Kassie (2009), ao adicionar 6leos extraidos do tomilho e canela em ragdes
de frangos, observou maiores valores de ganho de peso e de melhor conversao
alimentar. Esse autor atribuiu esses efeitos aos principios ativos timol e
cinamaldeido, responsaveis por melhorar a eficiéncia de utilizagdo dos alimentos
com consequente melhorias nos resultados de desempenho. Garcia et al. (2007)
adicionaram extratos vegetais a base de orégano, canela, pimenta e tomilho em
racdes de frangos de corte e observaram melhor digestibilidade da matéria seca e
proteina bruta aos 42 dias de idade, quando comparado com o grupo controle.

Por lado, Toledo et al. (2007), testaram um antibiético e um aditivo
fitoterapico comercial a base de orégano (carvacrol), canela (cinamaldeido),
eucalipto (cineol), artemisia (artemisinina) e trevo (trifolina) em dietas para frangos
de corte e observaram que a inclusdo de ambos aditivos na dieta ndo alteraram o
desempenho dos animais. Rendon et al. (2015) avaliaram o efeito de diferentes
niveis de extratos vegetais contendo capsaicina, carvacrol e cinamaldeido sobre o
desempenho dos frangos de corte e também n&do encontraram resultados
significativos.

Portanto, novos estudos testando a agao do cinamaldeido em dietas de
frango de corte é de extrema importancia, principalmente para esclarecimento de

sua fungao antioxidante sobre o organismo animal.

2.4.3 Eugenol

O cravo-da-india € uma especiaria usada principalmente como condimento
na culinaria, devido ao seu marcante aroma e sabor, conferido por um composto
fendlico volatil, o eugenol, que chega a representar aproximadamente 95% do dleo
extraido (RAINA et al.,, 2001). Alguns trabalhos mostraram que eugenol tem
efeito bactericida (DORMAN e DEANS 2000) e tem potencial antioxidante
(SILVESTRI et al., 2010).

Mitsch et al. (2004) utilizaram diferentes extratos vegetais, composto por

timol, eugenol, carvacrol, cucurmina e piperina, em ragdes de frangos de corte e
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verificaram redugao no numero de coldnias de Clostridium perfringens em aves que
receberam dietas contendo extratos vegetais. Segundo esses autores, o0s
componentes presentes nos extratos vegetais estimulam a produgdo de enzimas
com melhor digestibilidade dos nutrientes, fatores considerados importantes para a
estabilizacdo da microbiota intestinal.

Sendo assim, o extrato de cravo tem potencial para ser incluso nas dietas
animais, porém mais estudos sao necessarios para elucidar todas suas fungdes e

modo como age no organismo animal.

2.5 MICROBIOTA INTESTINAL

A microbiota intestinal tem grande influéncia sobre o desempenho e
desenvolvimento do trato gastrointestinal de frangos de corte, visto que esta
diretamente ligada a utilizagdo adequada dos nutrientes e por isso pode exercer
efeito sobre a bioquimica, fisiologia, imunologia e a resisténcia do hospedeiro
(TANNOCK, 1998).

E considerada um ecossistema complexo, formado por aproximadamente
1011 UFC/g e conteudo intestinal, de um incontavel numero de espécies distintas de
bactérias (ITO et al., 2004). Segundo Macari et al. (2014) existem mais células
bacterianas no trato gastrointestinal do que no corpo do hospedeiro que abriga essa
microbiota e o numero e composicdo variam em funcdo da idade da ave e do
segmento intestinal em questdo. A relagdo entre microrganismos pode resultar em
efeitos positivos ou negativos sobre o desenvolvimento das aves de acordo com sua
constituicdo e atividade (YANG et al.,, 2009), o que influencia nas taxas de
crescimento do hospedeiro, seja por disponibilizar nutrientes ou pela produgédo de
moléculas ainda desconhecidas, mas com grande impacto sobre a converséo
alimentar (STANLEY et al., 2012).

Essa populagdo aumenta logo apds a eclosdo, e no momento da chegada
dos pintainhos a granja de criagdo, o trato intestinal ja pode estar completamente
colonizado (PEDROSO et al., 2005). Entretanto, a composigao da microbiota pode
ser afetada pelas bactérias ja presentes no intestino, pelos microrganismos naturais
do ambiente (YIN et al., 2010), ou por microrganismos provenientes dos adultos,
principalmente da mae. Por outro lado, na avicultura atual, ha restricdo do contato da

progénie com a matriz e isso reflete em pouca diversidade da microbiota em aves
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recém eclodidas, favorecendo a colonizacdo por patdégenos entéricos maléficos
(LORENGCON et al., 2007).

As bactérias indesejaveis ou patogénicas no trato gastrointestinal séo
responsaveis pela produgdo de metabdlitos prejudiciais que afetam a dindmica
intestinal, diminuindo, por exemplo, a atividade de enzimas digestivas, como a
lipase, e a digestao e absor¢ao de lipideos ou vitaminas lipossoluveis importantes no
desenvolvimento animal (OVIEDO-RONDON, 2009). Além disso, o trato
gastrointestinal pode conter bactérias patogénicas representadas principalmente
pela E. coli e Salmonela, que por serem bactérias gram-negativas apresentam na
constituicdo da parede celular endotoxinas, que sao liberadas com a morte
bacteriana, levando a disturbios intestinais (GABRIEL et al., 2006).

A microbiota normal compete por pontos de ligagdo na mucosa intestinal e
produz acidos organicos e bacteriocinas, com o objetivo de promover resisténcia a
colonizagéo por patégenos (OVIEDO-RONDON, 2009). Mudancas na dieta e no
manejo dos animais causam alteragdes drasticas na microbiota intestinal das aves o
que leva, consequentemente, a mudangas na capacidade do animal de digerir e
absorver nutrientes (APAJALAHTI et al., 2004). A compreensao e monitoramento da
dindmica microbiana do intestino sao importantes para o desenvolvimento de
meétodos alternativos para modular as comunidades microbianas em situagoes
debilitante de estresse e a doencga, tal como durante infecgdo coccidiose em aves
(OVIEDO-RONDON, 2009).

Segundo Pedroso et al. (2011), existe uma grande diversidade e variagao de
bactérias conforme o segmento intestinal. O intestino delgado & colonizado por
bactérias representadas pelos Lactobacillus, Clostridiaceae, Streptococcus,
Enterococcus. O ileo apresenta quantidades significativas de Streptococcus e
Clostridiales, mas a predominancia é de Lactobacillus, ja o ceco é colonizado
predominantemente por Clostridiaceae, seguido de Fusobacterium, Eubactterium,
Proteobacteras, Bacteroides e bactérias microaerdfilias facultativas que sé&o
Lactobacillus, Streptococcus e Enterococcus.

Além disso, o intestino pode ser habitado por diversas bactérias patogénicas
que afetam o desempenho animal. Segundo Cressman et al. (2010), a cama pode
influenciar diretamente a formacdo da microbiota intestinal. Esses autores
observaram camas novas continham mais bactérias de origem ambiental e as aves

criadas nessas camas abrigaram as mesmas bactérias. Ja camas reutilizadas
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continham mais bactérias de origem intestinal e os pintos criados nessa cama foram
amplamente colonizados por essas bactérias. Concluiram, portanto, que aves
criadas em condi¢des de desafio sanitario devem ter capacidade de defesa perante
as bactérias presentes na cama para manter um bom desempenho produtivo.

De acordo com Santos et al. (2012) o entendimento da microbiota também
permite o controle sobre as mudancas da microbiota intestinal, adequag¢ao do
manejo e incluir de maneira racional aditivos que possam alteram e regular a
ecologia microbiana, com o intuito de melhorar o desempenho zootécnico e diminuir
alguns efeitos de estresse ou os maleficios das doengas, além de elucidar os
mecanismos de infec¢gdes e resisténcia de microrganismos a antibidticos e
promotores de crescimento.

Uma das formas de entender essa relacao é caracterizar corretamente seus
membros para posteriormente elucidar sua funcdo nesse meio. Técnicas
moleculares vém se tornando as principais ferramentas utilizadas para esse fim,
principalmente por meio da analise filogenética dos acidos nucleicos, isto porque o
DNA contém todas as informagdes necessarias para a identificacdo de um
microrganismo e permite entender como funcionam os mecanismos de adaptagao e
resposta das comunidades bacterianas a situagcbes adversas (APAJALAHTI et al.,
2004). Para grande parte das técnicas moleculares, a regido mais amplamente
utilizada é a 16S da subunidade ribossomal do DNA, pois esta entre as
macromoléculas mais conservadas em todos os sistemas vivos, ja que possui uma
limitacdo funcional, e ndo apresenta transferéncia lateral entre espécies, além de
conter tamanho suficiente (cerca de 1500 pares de bases) para realizar analises
filogenéticas (AMANN et al., 1995).

2.6 INTEGRIDADE INTESTINAL

O sucesso na rentabilidade e desempenho das aves depende da obtencao
adequada de nutrientes para mantenga do organismo e ganho em produgéo. Assim,
a integridade das células que compde a mucosa intestinal € de extrema relevancia,
pois sdo as principais responsaveis na absorcao dos nutrientes, a impedindo a
fixagcdo e multiplicacdo de agentes patogénicos na mucosa intestinal, prevenindo a

instalacdo de doencgas entéricas e, consequentemente, melhorando o desempenho,
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diminuindo a mortalidade e a contaminagéo dos produtos de origem animal (EDENS,
2003).

A qualidade intestinal refere-se mais especificamente ao equilibrio dindmico
entre a mucosa intestinal e o conteudo luminal, e se as caracteristicas estruturais e
funcionais da mucosa estdo preservadas ou mantidas dentro do padrao esperado
para o tipo, espécie e linhagem de ave e para uma determinada fase do seu ciclo
vital (ITO et al., 2007).

Nas aves, o desenvolvimento do trato gastrintestinal se inicia nas primeiras
horas de vida do embrido e aos 18 dias de incubacdo a proporgdo do peso do
intestino delgado do embrido € maior que a proporgdo do peso corporal do mesmo
(UNI et al., 2003). No momento da eclosdo, o trato gastrointestinal ja esta
anatomicamente formado, mais sua capacidade funcional ainda esta em maturacao
e grandes alteragdes morfoldgicas e fisiolégicas como a proliferagao, diferenciagéao,
maturacgado celular, apoptose e na estrutura da mucosa do intestino delgado ocorre
nesses primeiros dias apos a eclosao (DIBNER e RICHARDS, 2004).

O intestino das aves €& composto por duas partes principais o intestino
delgado, que é constituido por duodeno, jejuno e ileo, que apresentam diferengas
funcionais e morfologicas e o intestino grosso que compreende os cecos, colon e
reto. A maior parte do aproveitamento dos nutrientes ocorre no intestino delgado.
Contudo, parte da digestdo ocorre na superficie das vilosidades, que sao formadas
por células da mucosa, os enterécitos, e pela agdo das enzimas de membrana
(BOARO, 2009).

A mucosa intestinal é recoberta por diversas vilosidades ou vilos,
proporcionando aumento na superficie de digestdo e absorc¢do intestinal (Boaro,
2009). Amanutencdo do tamanho dos Vvilos garante a manutengédo da
capacidade digestiva e de absorc¢ao intestinal (PELICANO et al., 2003).

Os vilos séo constituidos por trés tipos de células funcionalmente distintas:
os enterdcitos, as ceélulas caliciformes e as células enteroendocrinas
(EROSCHENKO, 2008), sao reguladas por uma variedade de fatores, incluindo
nutrientes no lumen intestinal, horménios gastrointestinais troficos, fatores de
crescimento e citocinas (MARSHMAN et al., 2002).

Os enterocitos sdo responsaveis pelo transporte dos nutrientes a partir do
[lumen. Estas células migram da cripta para o apice do vilo (BOARO, 2009). Os

enterdcitos tem uma vida em torno de dois dias e trata-se do tecido de maior taxa de
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renovacao celular, conforme a necessidade do intestino para desempenhar suas
fungdes naquele momento (BOLELI et al., 2008).

Ja as células caliciformes sédo secretoras de glicoproteinas, cuja fungao é
proteger o epitélio da acdo de enzimas digestivas e efeitos abrasivos da digesta
(MAIORKA et al., 2003). As células enteroenddcrinas estao distribuidas pelo epitélio
dos vilos, sdo produtoras de hormdnios peptidicos (gastrina, secretina e
colecistoquinina) e monoaminas biogénicas, substancias essas que participam na
regulacdo da digestdo, absor¢cao e utilizagcdo dos nutrientes (MAIORKA, 2004;
EROSCHENKO, 2008).

No desenvolvimento da mucosa intestinal ocorrem eventos citolégicos sendo
eles a renovagao celular (proliferacdo e diferenciacédo) e a perda de células por
descamacdo, que ocorre naturalmente no apice dos vilos (UNI et al.,, 1998),
principalmente frente a um desafio ou agressdo a mucosa intestinal. O equilibrio
entre esses processos recebe o nome de turnover, esse processo aumenta com a
idade, levando aproximadamente 72 horas em pintos de quatro dias e 96 horas em
aves mais velhas (SMITH e BEAL, 2008). Considerando o ciclo de criagao das aves,
esse tempo de renovacéo das células intestinais representa uma grande parcela de
tempo dentro da criagao,

Assim, o controle de agentes patogénicos ou fatores que possam afetar a
integridade intestinal sdo de extrema importancia para 0 maximo aproveitamento dos

nutrientes e consequentemente mais desempenho de frangos de corte.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o efeito da suplementagdo de um aditivo a base de extratos vegetais em
dietas de frangos de corte sobre o desempenho produtivo, rendimento de carcaca,

qualidade de carne, qualidade e microbiota intestinal.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar se inclusdo de um aditivo a base de extratos vegetais melhora ou
nao o desempenho zootécnico de frangos de corte de 1 a 42 dias de idade.

Avaliar o efeito da suplementagdo de um aditivo a base de extratos vegetais
em dietas de frangos de corte sobre qualidade de carne através da avaliagdo de
perda de agua por gotejamento, perda de agua por pressao, perda de agua por
cocgao, pH, mensuragao da forca de cisalhamento, resisténcia e elasticidade de
pele e oxidagao lipidica por meio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS).

Analisar o efeito da adicdo de um aditivo a base de extratos vegetais em
dietas de frangos de corte sobre morfologia intestinal, através das analises
macroscopicas de lesdes intestinais, medidas morfométricas das vilosidades e
criptas intestinais, largura da camada muscular do intestino, analise da expressao
das citocinas interleucina-1 e fator de necrose tumoral.

Avaliar o efeito da suplementagdo de um aditivo a base de extratos vegetais

em dietas de frangos de corte sobre DNA microbiano.
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CAPITULO I - EFEITO DA SUPLEMENTAGAO DE ADITIVO A BASE DE
EXTRATOS VEGETAIS EM DIETAS DE FRANGOS DE CORTE SOBRE
DESEMPENHO PRODUTIVO, RENDIMENTO DE CARCACA E QUALIDADE DE
CARNE

RESUMO

Os antibidticos promotores de crescimento (APC) s&o rotineiramente
utilizados no controle de agentes patogénicos do trato gastrintestinal, além disso
promovem melhora nos indices zootécnicos. No entanto, paises importadores de
carne de frango exigem a substituicdo desses aditivos, pois passaram a ser vistos
como fatores de risco para a saude humana pelo seu possivel risco de ocorréncia de
resisténcia a antimicrobianos. Atualmente, os extratos vegetais sdo uma das
alternativas capazes de substituir os APC, devido seu efeito antimicrobiano,
antioxidante e digestivo em dietas de frangos de corte. Objetivou-se avaliar o efeito
da suplementacdo de aditivo a base de extratos vegetais em dietas de frangos de
corte sobre o desempenho produtivo, rendimento de carcaga e qualidade de carne.
Foram utilizados 1408 pintos de corte machos, da linhagem cobb slow, distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado, com 8 tratamento, 4 repeticbes de
44 aves cada. As dietas experimentais consistiram de: A: Dieta controle, B: APC, C:
extratos vegetais (100 g/ton), D: extratos vegetais (150 g/ton), E: APC + extratos
vegetais (100 g/ton), F: APC + extratos vegetais (150 g/ton), G: Dieta com redugao
nutricional 1 + APC + extratos vegetais (100 g/ton) e H: Dieta com redugéao
nutricional 2 + APC + extratos vegetais (150 g/ton). A analise estatistica dos dados
foi realizada pelo procedimento GLM, os dados ndo paramétricos foram analisados
através do teste de kruskal-wallis do software SAS. Nao houve efeito (P>0,05) dos
tratamentos sobre nenhumas das variaveis de desempenho em nenhum dos
periodos avaliados. Aves que receberam dieta contendo APC associado aos
extratos vegetais (100g/t) apresentaram maior rendimento de carcaga. Em
contrapartida, aves que receberam a dieta coma associagdo APC e extratos
vegetais na dose de 150g/ton apresentaram menor (P<0,05) rendimento de carcaga.
A qualidade e a estabilidade oxidativa da carne in natura e armazenada nao foi
alterada (P>0,05) pelos tratamentos. A suplementacdo de extratos vegetais
associados ou ndo ao promotor de crescimento nao alterou o desempenho produtivo
das aves, nem as caracteristicas de carcacga e de qualidade da carne. Em condicbes
de controle sanitario, com baixo desafio imunolégico, baixa carga microbiana e livre
de situagbes que gerem estresse metabdlico € questionavel o uso de APC ou de
aditivos a base de extratos vegetais.

Palavras chave: Antibidtico promotores de crescimento, Estabilidade oxidativa,
Reducéo nutricional, TBARSs.
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ABSTRACT

The antibiotics growth-promoters (AGP) are routinely used in order to control
gut pathogens; besides, they are able to improve performance indexes. However,
countries that import poultry meat require the replacement of these additives, since
they are seen as risk factors for human health due to its possible risk of antimicrobial
resistance. Nowadays, plant extracts are one of the options capable of replacing
AGP, given its antimicrobial and antioxidant effects in broiler diets. The aim of this
study was to evaluate the effect of the plant-extract-based additive supplementation
in broiler diets on the performance, carcass yield and meat quality. The trial was
carried out in the experimental barn of Federal University of Parana. There were
1408 Cobb Slow-chicks, housed in a completely randomized design with 8
treatments, 4 replicates and 44 birds each. The treatments were: A: control diet, B:
AGP C: plant extract (100 g/ton), D: plant extract (150 g/ton), E: AGP + plant extract
(100 g/ton), F: AGP + plant extract (150 g/ton), G: diet with nutritional decreasing 1 +
AGP + plant extract (100 g/ton) and H: diet with nutritional decreasing 2 + AGP +
plant extract (150 g/ton). Data statistical analysis was performed by GLM procedure,
and non-parametric data were analyzed through the kruskal-wallis test of SAS
software. There was no effect (P>0,05) of the treatments on any of the performance
variables during the trial. Birds that received the diet containing AGP associated to
plant extract (100g/t) showed higher carcass yield. However, birds that received the
diet with AGP and plant extract (150g/ton) association had lower (P<0,05) carcass
yield. The quality and oxidative stability of the in natura and stored meat were not
altered (P>0,05) by any of the treatments. In situations of sanitary control, low
immune challenge, low microbial load and free of metabolic stress, it is questionable
the AGP use or plant-extract-based additives.

Key words: Oxidative stability, AGP, Antioxidant, TBARs.
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1 INTRODUGCAO

A rapida ascenséo e o aumento na intensidade na produgdo de frangos de
corte, tornou mais desafiadora a busca por alternativas capazes de proporcionar
melhoria nos parametros produtivos de desempenho, rendimento de carcaga,
beneficios a saude animal e melhorias da qualidade de carne. Por outro lado, cresce
por parte dos consumidores a busca por produtos de alta qualidade, que oferecam
um longo periodo de prateleira (shelf life) e que mantenham suas caracteristicas
sensoriais e gustativas durante e apds seu processamento.

A oxidacéo lipidica afeta diretamente a qualidade da carne, especialmente a
carne de frango, devido a elevada proporgdo de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA), existe uma maior suscetibilidade da carne de frango sofrer processos
oxidativos, especialmente a oxidagao lipidica (DELLES et al., 2014). A oxidagédo dos
lipidios no musculo inicia-se com os fosfolipidios localizados nas membranas
celulares, ricos em acidos graxos poli-insaturados (CAROCHO et al. 2013) por meio
da acido de elementos reativos, que retiram um atomo de hidrogénio de um grupo
metil da molécula lipidica, formando um radical livre. O perédxido formado extrai um
atomo de hidrogénio de outra molécula lipidica ou de um acido graxo adjacente para
formar um hidroperodxido lipidico, formando um novo radical livre e propagando a
reacao (SURAI, 2002). A partir dai os peréxidos formados reagem uns com os outros
para originar produtos secundarios da peroxidacdo (SILVA et al.,, 1999), como
resultado final desse processo, o sabor, aroma, cor e textura dos alimentos sao
alterados, a estabilidade e vida util da carne de frango € comprometida (MARIUTTI e
BRAGAGNOLO, 2009).

A industria de alimentos utiliza antioxidantes sintéticos como o butil-
hidroxitolueno (BHT) e butilhidroxianisol (BHA), porém, apesar dos beneficios, ha
evidéncias de potenciais efeitos carcinogénicos. Desta forma, a tecnologia aplicada
pela industria de alimentos com o intuito de aumentar o tempo de vida util da carne
tem gerado questionamentos quanto a seguranga do emprego desses aditivos
(BRENES e ROURA, 2010).

Apesar dos aditivos promotores de crescimento (APC), melhorarem a
eficiéncia produtiva e a produgdo de carne, a seguranga do uso desses aditivos

passou a ser questionada, principalmente, em virtude do uso rotineiro na
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alimentagdo das aves. O uso tem se tornando cada vez mais restrito devido a
possibilidade de desenvolvimento de microrganismos multirresistentes, a exigéncia
dos paises importadores por produtos livres de residuos de antibidticos (SILVA,
2000), e a desconfianga dos consumidores em relacdo segurancga alimentar.

Os extratos vegetais vém sendo estudados como uma interessante
estratégia para a substituicdo dos APC, pois ndo possuem restricdes de mercado,
sdo considerados produtos naturais sem risco de residuos no produto final, trazem
beneficios a saude, além do efeito antimicrobiano (HOSSEINZADEH et al. 2014),
antioxidante (HASHEMIPOUR et al. 2013) e digestivo (HAFEEZ et al. 2015).

O potencial antioxidante desses aditivos pode melhorar a estabilidade
oxidativa da carne de frango (PLACHA et al. 2014) e reduzir a deterioragdo da cor
da carne e o grau de oxidacdao da gordura (LEWIS, 1984). Segundo Langhout,
(2000), a administragado de combinagdes de extratos vegetais de plantas na nutrigcdo
dos animais proporciona melhores resultados de desempenho em comparagao aos
produtos utilizados isoladamente. Os componentes dos extratos vegetais podem ter
efeitos benéficos de forma isolada ou ter efeito potencializado quando associado a
outro componente. Além disso, os principios ativos dos extratos vegetais podem
variar conforme a espécie da planta, origem e condigdes climaticas durante seu
desenvolvimento. Outro aspecto importante de variagdo € a forma de extragao,
estabilizagdo e tempo e forma de armazenamento (HUYGHEBAERTE, 2003).

Koiyama et al. (2014) avaliaram a adicdo de uma mistura de extratos
vegetais a base de Oleos essenciais de canela, salvia, tomilho branco e copaiba,
associada ou nao a mistura extratos vegetais de alecrim, cravo, gengibre, orégano e
encontraram resultados de desempenho semelhantes ao APC, resultados
semelhates foram encontrados Silva et al. (2011) que avaliaram o oleo essencial de
aroeira-vermelha e verificaram efeitos compativeis ao uso de APC. Fascina et al.
(2012) relataram maior rendimento de carcaga quando a dieta dos frangos de corte
foi suplementada com um blend de extratos vegetais e acidos organicos.

Portanto, a utilizacdo de diferentes extratos vegetais pode ser uma
importante ferramenta para manutencao de altos niveis produtivos, e melhoria na
qualidade de produtos carneos de frango de corte. Sendo assim, objetivou-se avaliar
o efeito da suplementacdo de aditivo a base de extratos vegetais em dietas de
frangos de corte sobre desempenho produtivo, rendimento de carcaca e qualidade

de carne.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no aviario experimental da Universidade Federal
do Parana (UFPR) — Setor Palotina onde todos os procedimentos com uso de
animais neste trabalho foram submetidos a avaliacdo e aprovados pelo Comité de

Etica em Experimentagéo Animal da UFPR - Setor Palotina (Protocolo 24/2016).

2.1 Aves e Dietas Experimentais

Foram utilizados 1408 pintos de corte da linhagem Cobb Slow, distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado, com 1 tratamento controle e 7 dietas
acrescidas de APC isolado ou associado a um produto comercial a base de extratos
de plantas e com ou sem redugédo nutricional (TABELA 1), totalizando 8 tratamentos
com 4 repeticdes de 44 aves por box (12,5 aves/m?).

As Dietas experimentais consistiram de:

o Dieta experimental A: Dieta controle;

o Dieta experimental B: Dieta controle + APC;

« Dieta experimental C: Dieta controle + extratos vegetais (100 g/ton);

o Dieta experimental D: Dieta controle + extratos vegetais (150 g/ton);

o Dieta experimental E: Dieta controle + APC + extratos vegetais (100

g/ton);

« Dieta experimental F: Dieta controle + APC + extratos vegetais (150

g/ton);

o Dieta experimental G: Dieta com redugao nutricional 1 + APC + extratos

vegetais (100 g/ton);

o Dieta experimental H: Dieta com reducéao nutricional 2 + APC + extratos

vegetais (150 g/ton);

O APC utilizado foi a enramicina na dose de 125 gr/ton de ragdo (Enramax®
- Farmabase Saude Animal Ltda) e o extrato vegetal era composto de carvacrol,
cinamaldeido e eugenol, extraidos do orégano, canela e cravo, respectivamente, nas
doses de 100 e 150g/ton de ragdo (Oleobiotec® - Phodé Solutions). A redugéo
nutricional 1 e 2 nas dietas G e H foram calculadas conforme demonstrado na
TABELA 1.
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Os boxes experimentais tém a dimensao de 1,50 x 2,50, totalizando 3,52 m?
de area disponivel (descontado o espaco do balde). A temperatura ambiental foi
mantida dentro da faixa de conforto térmico por meio de campanulas providas de
ldmpadas de aquecimento infravermelho, ventiladores, exaustores e placas de
resfriamento controlados por um sistema automatizado.

TABELA 1 - NIVEIS DE ENERGIA METABOLIZAVEL (E.MET. KCAL / KG), PROTEINA BRUTA

(PB, %), METIONINA TOTAL (MET. TOT, %), DA DIETA CONTROLE E REDUGAO
NUTRICIONAL 1 E REDUCAO NUTRICIONAL 2.

Fase Valor Controle Re_d_ugao Redugéo nutricional 2
nutricional 1
E.Met., Kcal / kg 2.960 2.915 2.895
Inicial PB, % 23,65 23,35 23,20
Met. Tot., % 0,626 0,621 0,618
E.Met., Kcal / kg 3.050 3.005 2.985
Crescimento  PB, % 21,2 20,9 20,75
Met. Tot., % 0,533 0,528 0,525
E.Met., Kcal / kg 3150 3105 3085
Abate PB, % 19,80 19,50 19,35
Met. Tot., % 0,496 0,491 0,488

FONTE: A Autora (2017)

As aves receberam agua e alimento ad libitum durante todo o periodo
experimental de 42 dias. Nos primeiros 4 dias, a agua foi oferecia em bebedouros
infantis e a partir do 5° dia de idade, por meio de bebedouro nipple. As aves até os
14 dias de idade receberam 24 horas de luz, em fungao do sistema de aquecimento
(lampada halégena de 300W). Apos este periodo receberam 16 horas de luz e 8
horas de escuro diariamente até 21 dias de idade e posteriormente 14 horas de luz e
10 horas de escuro até o final do experimento.

O Programa nutricional foi dividido em trés fases: inicial (1 — 18 dias idade),
crescimento (19 — 35 dias idade) e abate (35 — 42 dias de idade). As racobes
experimentais, a base de milho e farelo de soja, foram formuladas visando atender
as exigéncias nutricionais das diferentes fases de acordo com as recomendacgdes
das agroindustrias locais (TABELA 2).
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TABELA 2 - COMPOSICAO DAS DIETAS EXPERIMENTAIS.

Inicial Crescimento Abate
Ingredientes, Kg/T Controle RN1 RN2 Controle RN1 RN2 Controle RN1 RN2
Milho 550 572 583 617 638 647 640 661 671
Far.Carne 20 20 21 18 18 18 14 14 14
Oleo Soja 16 5,00 - 15 4,00 - 26 15 11
Fosfato Bicalcico 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Sal 3,20 3,20 340 3,90 3,90 390 3,80 3,80 3,80
DL-Met 98% 2,85 285 285 215 215 210 1,95 1,95 1,90

Bicarbonato Sédio 2,00 200 200 - - - - - -
Treonina 98% 0,380 0,500 0,600 0,550 0,660 0,730 0,300 0,420 0,480

Caulim? 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300
Calcéareo 6,40 6,40 6,40 5,20 520 520 5,40 540 5,40
PX Inicial’ 3,00 3,00 3,00 - - - - - -

PX Cresc.? - - - 3,00 3,00 3,00 - - -

PX Abate® - - - - - 3,00 3,00 3,00
Flo. Soja 390 379 371 329 318 313 300 289 283

Lisina 70% Po6 - 0,280 0,660 - 0,280 0,500 0,220 0,660 0,860
Colina 60% P6 0,180 0,220 0,260 0,440 0,480 0,500 0,400 0,440 0,460
Maxiban 80/80 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 - - -

Nutrientes

EMet, Kcal/kg 2.960 2913 2.894 3.051 3.004 2.988 3.147 3.101 3.086
PB, % 23,64 23,32 23,12 21,19 20,88 20,73 19,83 19,52 19,33
GB, % 4,55 3,54 3,10 4,66 3,66 3,29 5,78 477 4,42
FB, % 2,74 2,74 273 2,61 2,60 260 2,52 2,52 2,51
Calcio, % 0,943 0,940 0,949 0,847 0,844 0,842 0,793 0,789 0,787
P.Disp. % 0,448 0,447 0,452 0,429 0,428 0,428 0,401 0,400 0,400
Lis Dig. % 1,157 1,148 1,152 1,008 0,998 0,999 0,942 0,941 0,939
AAS Dig. % 0,919 0,912 0,907 0,796 0,789 0,781 0,746 0,739 0,730
Thr Dig. % 0,817 0,816 0,817 0,750 0,749 0,750 0,681 0,681 0,679
Trp Dig. % 0,255 0,250 0,246 0,224 0,219 0,217 0,209 0,204 0,201
Leuc Dig. % 1,777 1,760 1,746 1,633 1,616 1,608 1,551 1,634 1,523
lle Dig. % 0,937 0,920 0,908 0,829 0,812 0,804 0,772 0,755 0,746
Val Dig. % 1,005 0,989 0,978 0,900 0,884 0,877 0,842 0,827 0,818
Arg Dig. % 1,464 1,437 1,419 1,291 1,264 1,251 1,198 1,170 1,155

RN: redugao nutricional

"Nivel por kg de premix inicial: Vitamina A (KUI/KG 4,000.00); Vitamina D3(KUI/KG 1,167.,000); Vitamina E (UI/KG
10,000.00) Vitamina K3 (mg/kg 1,000.00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 1,000.00); Vitamina B2 — Riboflavina (mg/kg
2,666.666); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,667.00); Vitamina B12 — Cianocobalamina (mg/kg 6,666.00); Acido
Pantaténico (mg/kg 6, 000.00) Niacina (mg/kg 13,000.00); Acido Fdlico (mg/kg 833.33); Biotina (mcg/kg 80,000.00);
Manganés (ppm 40,000.00); Zinco (ppm 33,333.33); Ferro (ppm 23,333.00); Cobre (ppm 2,666.67); lodo (ppm 333.33);
Selénio (ppm 80.00); Etoxiquina (mg/Kg 22,200.00); Fitase Phyzyme (g/kg 16.667); AXTRA XAP 101 TPT (g/kg
33.333,00).

°Nivel por kg de premix crescimento: Vitamina A (KUI/KG 3,000.00); Vitamina D3(KUI/KG 1,000.000); Vitamina E
(UI/KG 8,333.33) Vitamina K3 (mg/kg 1,000.00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 800.00); Vitamina B2 — Riboflavina (mg/kg
2,166.667); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,400.00); Vitamina B12 — Cianocobalamina (mg/kg 5,000.00); Acido
Pantaténico (mg/kg 5,000.00) Niacina (mg/kg 11,666.667); Acido Félico (mg/kg 500.00); Biotina (mcg/kg 70,000.00);
Manganés (ppm 33,333.00); Zinco (ppm 26,666.00); Ferro (ppm 20,000.00); Cobre (ppm 2,666.67); lodo (ppm 333.33);
Selénio (ppm 80.00); Etoxiquina (mg/Kg 22,200.00); Fitase Phyzyme (g/kg 16.667).

3Nivel por kg de premix abate: Vitamina A (KUI/KG 2,333.00); Vitamina D3(KUI/KG 834.000); Vitamina E (UI/KG
6,667.000) Vitamina K3 (mg/kg 1,000.00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 600.00); Vitamina B2 — Riboflavina (mg/kg
1,667.000); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,167.00); Vitamina B12 — Cianocobalamina (mg/kg 4,000.00); Acido
Pantaténico (mg/kg 4,000.00) Niacina (mg/kg 10,000.000); Acido Félico (mg/kg 334.00); Biotina (mcg/kg 66,667.00);
Manganés (ppm 33,333.00); Zinco (ppm 26,666.00); Ferro (ppm 20,000.00); Cobre (ppm 2,666.67); lodo (ppm 333.33);
Selénio (ppm 80.00); BHT (mg/Kg 33,333.00); Fitase Phyzyme (g/kg 16.667).

30 produto inerte foi substituido pela Enramicina ou Oleobiotec, conforme as recomendagoes.

FONTE: A Autora (2017).
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2.2 Avaliagédo do desempenho das aves

Para calculo do desempenho produtivo as aves foram pesadas aos 7, 14,
21, 35 e 42 dias, assim como a sobra de racao fornecida, para a avaliagao do peso
médio, ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar. A conversao
alimentar foi corrigida pela mortalidade semanal das aves conforme metodologia

descrita por Sakomura e Rostagno (2007).

2.3 Rendimento de carcaca e cortes nobres e deposigao de gordura abdominal

Para célculo do rendimento carcaga e cortes nobres e deposi¢géo de gordura
abdominal, aos 42 dias, foram abatidas 24 aves por tratamento, totalizando 192
aves. Previamente, as aves foram identificadas e submetidas ao jejum alimentar por
seis horas e abatidas por atordoamento com eletricidade e posterior sangria de
acordo com a Instru¢do Normativa n° 3 de janeiro de 2000 (Regulamento Técnico de
Métodos de Insensibilizagdo para o Abate Humanitario de Animais de Agougue).
Antes do abate foi obtido o peso vivo e apds o abate, com o auxilio de uma balanga
eletronica foi determinado o peso absoluto da carcaga, dos cortes e da gordura
abdominal.

Para o calculo de rendimento de carcaca, foi considerado o peso da carcaga
eviscerada quente, sem os pés, cabeca e gordura abdominal, em relagdo ao peso
vivo que foi obtido individualmente antes do abate das aves. Para o rendimento dos
cortes, foi considerado o rendimento do peito inteiro com pele e ossos, das pernas
(coxa e sobrecoxa com o0ssos € pele), e asas com pele, que foi calculado em relagéo
ao peso da carcacga eviscerada. A gordura abdominal presente ao redor da cloaca,
da bolsa cloacal, moela, proventriculo e dos musculos abdominais adjacentes foi

retirada, pesada e também calculada em relagao ao peso da carcaga eviscerada.

2.4 Avaliagao da qualidade e propriedades funcionais da carne

Para as analises de qualidade e propriedades funcionais da carne foram

utilizados 12 peitos/tratamento. Os peitos foram posicionados em decubito o pH e



53

temperatura foram mensurados na porgcdo cranial do musculo Pectoralis major
direito, 1 hora apo6s o abate.

Para avaliagdo da perda de agua por gotejamento foi seguida a metodologia
de Boccard et al. (1981). O musculo Pectoralis minor direito (sassami) foi pesado,
suspenso em ganchos de ago galvanizado, dentro de sacos de polietileno, mantidos
sob refrigeragdo por 24 horas e posteriormente pesados para obtencdo do
percentual de perda de agua por gotejamento.

A perda de agua por pressao foi realizada utilizando uma amostra, de cerca
de dois gramas, com espessura semelhante (0,5cm) da porgao cranial do musculo
Pectoralis major esquerdo (filé do peito). As amostras foram posicionadas entre dois
papéis filtro e pressionadas por duas placas de acrilico com um peso de 10 kg por
cinco minutos. Apds a prensagem as amostras foram novamente pesadas para
obtencao do percentual de perda de agua por presséao (BRIDI e SILVA, 2009).

Uma amostra de aproximadamente 30 gramas, da por¢cédo de caudal 40
musculo Pectoralis major esquerdo foi utilizada para a realizagao do teste de perda
de agua por congelamento. As amostras foram pesadas, congeladas por 24 horas,
descongeladas e pesadas (BRIDI e SILVA, 2009).

Para a analise de perda de agua por cocgao, aproximadamente 90 gramas,
da porcdo medianas do Pectoralis major esquerdo foram submetidas a coccéo
dentro de sacos de polietileno através de banho-maria por 60 minutos a 80°C. Apds
a coccao as amostras foram refrigeradas por 24 horas para posterior pesagem e
obtencdo do percentual de perda de agua por cocgdo. Ambas as técnicas foram
conduzidas de acordo com a metodologia modificada de Silva Sobrinho (1999).

Para analise de cor, o peito foi refrigerado por 24 horas e o musculo
Pectoralis major direito foi rebatido e permaneceu exposto por 30 minutos para que
houvesse reagao da mioglobina com o oxigénio atmosférico. Apds essa etapa, foram
realizadas trés leituras por amostra por meio do aparelho colorimetro portatil (Konica
Minolta, Color reader CR10, Mahwah, EUA) na superficie ventral do musculo
Pectoralis major direito. Os valores de luminosidade (L*) e indices de vermelho (a*) e
de amarelo (b*) foram expressos no sistema de cor CIELAB.

Para avaliagdo da Ocorréncia de White Striping foi realizada primeiramente a
classificacdo de severidade da lesdo no peito das 12 aves abatidas/tratamento, em
normal (peitos que nao apresentem estrias brancas visiveis), moderada (peitos com

estrias com espessura <1mm porém visiveis na superficie muscular) e severa
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(estrias esbranquigadas, paralelas a fibra muscular, com espessura > 1mm e
facilmente visiveis na superficie muscular), segundo a metodologia aplicada por
Kuttappan et al. (2012).

2.5 Estabilidade oxidativa da carne de frango

Para a analise do efeito dos extratos vegetais sobre a estabilidade oxidativa
da carne de frango, foram retirados fragmentos de peitos para analise das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) resultantes da oxidagéo lipidica
das amostras. As anadlises foram realizadas logo apdés o abate e 60 dias apos o
congelamento. As amostras coletadas foram armazenadas em tubo falcon e
acondicionadas em freezer; conforme adaptagado da metodologia de Vyncke (1970).
Apds o descongelamento da amostra, foram retiradas sub-amostras de 10 g, as
quais foram homogeneizadas com 50 ml de solu¢cdo de acido tricloroacético (TCA)
7,5%. O sobrenadante foi filtrado e aliquotas de 4 ml foram tratadas com 5 ml de
solucédo de acido tiobarbiturico (TBA) e colocadas em banho fervente, esfriadas e
medidas em espectrofotdmetro a 538 nm. O resultado foi expresso em miligramas de

malonaldeido (MDA) por kilograma de amostra.

2.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos no experimento foram tabulados e analisados
utilizando-se analise de variancia (ANOVA) do procedimento General Lineal Model
(GLM) com auxilio do programa estatistico SAS (2002, SAS Institute Inc., Cary, NC)
e quando significativas, as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey. Para a avaliagdo das variaveis ndo parameétricas de ocorréncia de

White stripping, os resultados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis.



55

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O uso de extratos vegetais na dieta néo influenciou (P>0,05) o peso médio,
ganho de peso, consumo de ragdo e conversdo alimentar dos frangos de corte
quando comparados com um melhorador de crescimento convencional e com a dieta
controle, em nenhum dos periodos de criagdo avaliados (TABELAS 3, 4, 5 e 6).
TABELA 3 - INDICES ZOOTECNICOS DE FRANGOS DE CORTE DE 1 A 7 DIAS ALIMENTADOS

COM DIETAS ACRESCIDAS DE APC ISOLADO OU ASSOCIADO A EXTRATOS
VEGETAIS E COM OU SEM REDUCAO NUTRICIONAL.

Dietas If’eso Ganho de ConSlﬂmo CA
vivo, g peso, g de racao, g

Controle 177,08 133,67 154,08 1,163
APC 175,64 132,04 151,92 1,151
EV (100g/t) 174,96 131,79 154,39 1,172
EV (150g/t) 171,97 128,82 152,49 1,186
APC + EV (100g/t) 172,86 129,30 152,84 1,182
APC + EV (150g/t) 173,25 130,80 152,95 1,168
RN 1 + APC + EV (100g/t) 173,05 129,41 150,98 1,167
RN 2+ APC + EV (150g/t) 174,22 133,08 157,02 1,181
CV, % 2,70 3,40 2,98 3,09
Valor de P 0,8151 0,6977 0,7124 0,8854

APC: antibiético promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redugéo nutricional, CA: convers&o alimentar

FONTE: A Autora (2017).

TABELA 4 - INDICES ZOOTECNICOS DE FRANGOS DE CORTE DE 1 A 21 DIAS ALIMENTADOS
COM DIETAS ACRESCIDAS DE APC ISOLADO OU ASSOCIADO A EXTRATOS
VEGETAIS E COM OU SEM REDUCAO NUTRICIONAL.

Dietas I?eso Ganho ConSLimo CA
vivo, g de peso, g de racao, g

Controle 920,90 870,36 1186,43 1,363
APC 913,09 863,97 1174,49 1,360
EV (100g/t) 920,54 880,31 1189,07 1,352
EV (150g/t) 863,31 818,81 1134,13 1,385
APC + EV (100g/t) 908,11 874,55 1177,60 1,347
APC + EV (150g/t) 910,50 852,01 1178,44 1,384
RN 1+ APC + EV (100g/t) 876,93 831,44 1150,35 1,384
RN 2+ APC + EV (150g/t) 864,84 823,70 1202,63 1,411
CV, % 3,64 4,02 3,85 2,03
Valor de P 0,0625 0,0963 0,4895 0,0862

APC: antibiético promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redug¢ao nutricional, CA: conversao alimentar

FONTE: A Autora (2017).
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TABELA 5 - INDICES ZOOTECNICOS DE FRANGOS DE CORTE DE 1 A 35 DIAS ALIMENTADOS
COM DIETAS ACRESCIDAS DE APC ISOLADO OU ASSOCIADO A EXTRATOS
VEGETAIS E COM OU SEM REDUGCAO NUTRICIONAL.

Peso Ganho de Consumo

Dietas . = CA
vivo, g peso, g de ragéo, g
Controle 2232,73 3360,46 2176,44 1,544
APC 2131,65 3262,24 2082,53 1,567
EV (100g/t) 2163,19 3300,13 2122,96 1,555
EV (150g/t) 2076,43 3179,48 2031,93 1,565
APC + EV (100g/t) 2164,74 3292,40 213117 1,546
APC + EV (150g/t) 2198,70 3320,29 2140,21 1,552
RN 1+ APC + EV (100g/t) 2127,54 3286,89 2082,06 1,579
RN 2+ APC + EV (150g/t) 2042,58 3249,18 2001,44 1,602
CV, % 4,53 4,01 4,73 1,83
Valor de P 0,1752 0,7035 0,2581 0,1990

APC: antibiético promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redugao nutricional, CA: conversao alimentar.
FONTE: A Autora (2017).

TABELA 6 - INDICES ZOOTECNICOS DE FRANGOS DE CORTE DE 1 A 42 DIAS ALIMENTADOS
COM DIETAS ACRESCIDAS DE APC ISOLADO OU ASSOCIADO A EXTRATOS
VEGETAIS E COM OU SEM REDUCAO NUTRICIONAL.

Peso Ganho de Consumo

Dietas Vivo, g peso, g de ragao, g CA
Controle 2876,10 2819,81 4576,00 1,622
APC 2780,11 2730,99 445517 1,631
EV (100g/t) 2820,62 2780,39 4502,42 1,619
EV (150g/t) 2734,57 2690,06 4401,69 1,636
APC + EV (100g/t) 2846,99 2806,45 4512,48 1,609
APC + EV (150g/t) 2788,11 2729,62 4503,62 1,616
RN 1 + APC + EV (100g/t) 2774,18 2728,70 4484,21 1,644
RN 2+ APC + EV (150g/t) 2715,92 2676,24 4478,22 1,652
CV, % 4,27 4,44 4,18 1,94
Valor de P 0,5795 0,6455 0,9544 0,6204

APC: antibiético promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redug¢ao nutricional
FONTE: A Autora (2017).

E importante ressaltar que a adi¢do desses aditivos ndo afetou o consumo de
ragdo. Segundo Cross et al. (2003), a inclusdo de niveis crescentes de extratos
vegetais isolados pode provocar redugcdo do consumo de racdo além de piora da
conversao alimentar. Rizzo et al. (2010), ao testarem uma mistura de extratos
vegetais composto de cravo, tomilho, canela, pimenta e orégano também
encontraram desempenho semelhante a dieta com AGP.

Da mesma forma, Zhang et al. (2005) administraram uma mistura comercial
com extrato de orégano e ndo observaram efeitos negativos no desempenho das
aves. Ramos et al. (2014) suplementaram as ragdes para frangos de corte com
aditivos alternativos ao uso de antimicrobianos convencionais e ndo encontraram

diferencas significativas no desempenho produtivo.
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A Enramicina € um dos antibidticos promotores de crescimento mais
utilizados na industria, pois apresenta uma potente atividade contra bactérias Gram
positivas principalmente contra Clostridium perfringens e C. subtilis, Staphylococcus
aureus entre outros. Por outro lado, o carvacrol extraido do orégano, tem alta
capacidade de degradar a membrana das bactérias Gram negativas, liberando
lipopolissacarideos, aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica,
levando assim a morte das bactérias (BURT, 2004). Assim a associagao desses dois
componentes pode aumentar o espectro antimicrobiano, abrangendo bactérias Gram
positivas e Gram negativas, trazendo efeitos benéficos ao desempenho de frangos
de corte.

Entretanto, diante dos resultados deste estudo questiona-se a necessidade
da utilizagdo de qualquer tipo de antimicrobiano em condi¢des de controle sanitario,
visto que em condigbes experimentais com baixo desafio imunolégico e baixa carga
microbiana os resultados entre dietas contendo promotores de crescimento,
alternativos ou ndo, mostraram resultados semelhantes a uma dieta controle sem a
incluséo de nenhum desses produtos.

Nesse sentido, Menten et al. (2002) demonstraram que a agao do
antimicrobiano esta diretamente ligada a presenga de patégenos e que quanto maior
o desafio, maior o efeito dos antimicrobianos sobre o desempenho dos animais.

Além disso, o modo de acéo e local de atuacédo dos principios ativos dos
componentes ou moléculas fitogénicas sdo dependentes do seu nivel de inclusao
(BRUGALLLI, 2003).

Ertas et al. (2005) adicionaram diferentes doses de uma mistura de extratos
vegetais derivados do orégano, cravo e erva doce em ragdes de frangos e
verificaram que a dieta que continha 200 ppm da mistura de extratos vegetais
proporcionou melhor ganho de peso e conversao alimentar do que quando a dieta
continha 400 ppm.

A utilizacdo de qualquer aditivo promotor de crescimento sintético ou
alternativo como os extratos vegetais, deve ser avaliada conforme as condi¢cdes
sanitarias do plantel. Em situagbes de controle sanitario, 0 uso desses produtos
pode ser dispensavel, por outro lado em situagcdes de desafio sanitarios, diferentes
doses e combinagdes desses extratos vegetais devem ser estudadas devido suas

diversas vantagens para a cadeia produtiva.
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Nao houve diferenca significativa nos pesos absolutos de carcacga, cortes
comerciais e gordura abdominal aos 42 dias de idade (TABELA 7). Ja para o peso
relativo, observou-se diferenca significativa na avaliagédo de rendimento de carcaga.
Aves que receberam dieta contendo APC associada aos extratos vegetais (100g/t)
apresentaram maior rendimento de carcacga, em contrapartida, aves que receberam
a dieta controle com APC e extratos vegetais na dose de 150g/t apresentaram
menor rendimento de carcacga, ressaltando a importancia da dose ideal de extratos
vegetais na dieta. Hong et al. (2012) destacam a relevancia da dosagem do 6leo
essencial, do tipo de dieta basal, do estado sanitario, de fatores de estresse e das
condi¢cdes de alimentacdo sobre as respostas de desempenho em estudos com
extratos vegetais.

TABELA 7 - PESO ABSOLUTO E RELATIVO DA CARCACA, CORTES COMERCIAIS E GORDURA
ABDOMINAL DE FRANGOS DE CORTE ALIMENTADOS COM DIETAS ACRESCIDAS

DE APC ISOLADO OU ASSOCIADO A EXTRATOS VEGETAIS E COM OU SEM
REDUCAO NUTRICIONAL.

Dietas Carcaca Peito Pernas Asas  Gordura
Peso absoluto, g
Controle 2412,21 975,75 726,42 233,33 32,73
APC 2353,13 960,08 698,96 229,67 30,65
EV (100g/t) 2368,91 981,13 695,13 233,43 32,77
EV (150g/t) 2329,29 957,00 689,88 227,71 32,91
APC + EV (100g/t) 2437,13 1016,83 714,71 237,67 29,07
APC + EV (150g/t) 2374,48 993,00 712,79 230,42 34,63
RN 1 + APC + EV (100g/t) 2391,04 986,25 707,50 233,92 34,25
RN 2+ APC + EV (150g/t) 2370,63 983,58 700,25 226,83 34,58
CV, % 7,06 10,65 7,15 8,28 35,26
Valor de P 0,4583 0,6018 0,2340 0,5458 0,6730
Peso relativo, %
Controle 78,21 40,39 30,14 9,68 1,35
APC 78,41 40,76 29,73 9,76 1,30
EV (100g/t) 77,87 41,37 29,37 9,86 1,39
EV (150g/t) 78,36% 40,97 29,67 9,78 1,42
APC + EV (100g/t) 79,002 41,64 29,37 9,78 1,20
APC + EV (150g/t) 77,28° 41,57 29,95 9,67 1,45
RN 1 + APC + EV (100g/t) 77,72% 41,19 29,61 9,80 1,43
RN 2+ APC + EV (150g/t) 78,23% 41,44 29,57 9,59 1,45
CV, % 2,10 5,31 4,67 6,46 33,91
Valor de P 0,0245 0,4750 0,5179 0,655 0,5267

APC: antibidtico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: reducdo nutricional
Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
FONTE: A Autora (2017).

Resultados semelhantes foram encontrados por Rizzo et al. (2010), que
testaram diferentes complexos de extratos vegetais em niveis crescentes e também
nao encontraram diferenca nas caracteristicas de carcaca, quando comparadas a

uma dieta controle sem adicdo de promotores de crescimento.
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Fascina et al. (2012) também relataram maior rendimento de carcaca
quando se utilizou uma mistura de extratos vegetais composto por extrato de
curcuma, citrus e extrato de semente de uva, 6leo essencial de canela-da-china,
folnas de boldo do Chile, sementes de feno-grego e uma mistura de acidos
organicos, na dieta de frangos de corte. Isabel e Santos (2009), apesar de ndo terem
observado diferencas no rendimento de carcaca, relataram que o rendimento de
peito foi significativamente maior em frangos que receberam 100 ppm da mistura de
cravo e canela, em comparagao ao uso de acidos organicos. Lara et al. (2010) nao
encontraram diferenga significativa para rendimento de carcaga de frangos dos
tratamentos com extratos vegetais (orégano com manjericdo; orégano com erva-
santa e manjericdo com erva-santa) e o controle positivo com flavomicina,
entretanto, houve menor peso de peito em frangos que receberam extrato de
orégano com erva-santa em relagdo aos demais tratamentos.

De acordo com Franco et al. (2007), ha uma grande expectativa de que os
aditivos alternativos mantenham os indices zootécnicos obtidos com o uso de APC e
que possam substitui-los. Entretanto, quando o animal é criado e um ambiente com
boas condi¢cdes sanitarias, somado a uma dieta equilibrada e que atenda suas
exigéncias nutricionais, portanto, com condigcdes necessarias para expressar O
maximo a sua genética para deposi¢cao proteica é questionavel a necessidade do
uso de qualquer aditivo promotor do crescimento. O rendimento de carcaga além
dos outros parametros produtivos € de grande relevancia comercial, melhorias
nestes parametros trazem um grande acréscimo financeiro a cadeia produtiva.

As medidas de pH e temperatura aferidas no peito dos frangos de corte logo
apos o abate, ndo foram influenciadas (P>0,05) pelas dietas experimentais (TABELA
8).

O pH constitui um dos fatores mais importantes na transformagao do
musculo em carne e tem efeito decisivo sobre a qualidade da carne fresca e dos
produtos derivados (ORDONEZ, 2005). Essa relacédo € complexa. O pH muscular
compromete diretamente a coloracado da carne, pois interfere na natureza da ligacao
de agua das proteinas, afetando no ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares, e
suas propriedades de reflexdo da luz, ja que a cor observada na superficie da carne
esta relacionada com absor¢cdo da luz pela mioglobina (PETRACCI et al., 2012).

Além disso, essa alteracdo na estrutura celular compromete a capacidade do
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musculo em reter agua, propriedade de fundamental importancia para qualidade da
carne (BARBUT et al., 2008).
TABELA 8 - ANALISE DE TEMPERATURA E PH INICIAL LOGO APOS EM PEITO DE FRANGOS

DE CORTE DE FRANGOS DE CORTE ALIMENTADOS COM DIETAS ACRESCIDAS DE
APC ISOLADO OU ASSOCIADO A EXTRATOS VEGETAIS E COM OU SEM REDUCAO

NUTRICIONAL.
Inicial

Dietas pH Temperatura
Controle 5,90 27,94
APC 5,88 27,90
EV (100g/t) 5,95 27,56
EV (150g/t) 5,92 26,31
APC + EV (100g/t) 5,88 27,88
APC + EV (150g/t) 5,96 28,47
RN 1 + APC + EV (100g/t) 5,87 28,12
RN 2+ APC + EV (150g/t) 5,89 27,77
CV, % 2,09 5,50
Valor de P 0,9664 0,6726

APC: antibiético promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redugéo nutricional
FONTE: A Autora (2017).

Nao houve efeito significativo (P>0,05) da adigdo de extratos vegetais sobre
as avaliagdes de perdas de agua por gotejamento, presséo, congelamento e cocgao
aos 42 dias de idade (TABELA 9).

TABELA 9 - AVALIACAO DA PERDA DE AGUA POR PRESSAO (%), COCCAO (%),
GOTEJAMENTO (%) E CONGELAMENTO (%) DO PEITO DE FRANGOS DE CORTE
ALIMENTADOS COM DIETAS ACRESCIDAS DE APC ISOLADO OU ASSOCIADO A
EXTRATOS VEGETAIS E COM OU SEM REDUGAO NUTRICIONAL.

Dietas Presséo Cocgao Gotejamento Congelamento
Controle 9,37 49,76 1,11 4,22
APC 8,69 51,04 1,22 4,12
EV (100g/t) 9,01 50,48 1,24 3,92
EV (150g/t) 10,92 49,92 1,09 3,94
APC + EV (100g/t) 9,40 51,69 1,12 4,78
APC + EV (150g/t) 8,61 51,97 1,20 3,69
RN 1+ APC + EV (100g/t) 10,35 51,56 1,22 5,04
RN 2+ APC + EV (150g/t) 10,34 50,78 1,16 4,25
CV, % 27,07 4,82 22,91 41,11
Valor de P 0,2726 0,2631 0,7889 0,5849

APC: antibiotico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redugdo nutricional
FONTE: A Autora (2017).

A capacidade de retencdo de agua esta relacionada ao aspecto da carne
antes do processamento, ao comportamento durante o processamento e a
palatabilidade do produto final (MENDES e KOMIYAMA, 2011). Além disso, quando

ocorre 0 extravasamento de agua, o rendimento, maciez, textura, sabor e valores
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nutricionais sao afetados negativamente. Assim, a capacidade de retencado de agua
€ considerada um indicador relevante como forma de prever o rendimento, o
resultado econdmico e a qualidade final de um produto (OLIVO, 2002).

As condi¢cdes de criacdo do frango como temperatura, estresse caldrico,
densidade de criagao, condicbes ante mortem afetam diretamente a capacidade de
retencdo de agua. Aves submetidas a estresse térmico aumentam a atividade da
creatina quinase muscular, alteram a integridade da membrana celular e do
metabolismo glicolitico do musculo do peito levando ao aumento do efeito osmético
da membrana (WANG et al., 2009). Além disso, utilizam suas reservas de glicogénio
mais rapidamente, levando a uma rapida queda no pH o que pode resultar em sua
deplecao in vivo, gerando consequéncias negativas nas propriedades funcionais da
carne (BRESSAN et al., 2002).

Neste estudo, as aves foram mantidas em condi¢cbes térmicas adequada,
densidade de criagdo intermediaria e todas as condigdes de conforto foram
mantidas. Diante disso o potencial antioxidante dos extratos vegetais pode nao ter
sido expressivo devido a auséncia de condicbes ambientais adversas que pudessem
a acarretar um estresse metabdlico nas aves e estimular a agcao antioxidante desses
aditivos.

Young et al. (2003) testaram uma combinagdo de acido ascérbico (1000
ppm) e a- 17tocoferol (200 ppm) ou de orégano (3%), sobre aves estressadas e nao
estressadas e verificaram que as atividades das enzimas antioxidantes (catalase,
superéxido dismutase e glutationa peroxidase) na musculatura do peito e do figado
foram influenciadas positivamente pela suplementacédo, reduzindo as atividades
oxidantes geradas pelo estresse.

Novos estudos com extratos vegetais em dietas de frangos de corte criados
em condi¢coes de estresse ambiental podem mostrar resultados satisfatérias sobre
sua atividade antioxidante, além disso, é importante ressaltar a importancia de
encontrar um antioxidante natural equivalente a um antioxidante sintético, pois
alguns antioxidantes sintéticos tém atividade carcinogénica (BOZKURT, 2006).

Os resultados das anadlises de cor 24 horas apds o abate em peito de
frangos de corte sdo apresentados na TABELA 10. N&o houve diferenga
significativa (P>0,05) entre os tratamentos para o valor L* (luminosidade), a* (indice

de vermelho) e b* (indice de amarelo), nos peitos das aves 24 horas apos o abate.
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Chouliara et al. (2007) nao encontraram diferenca na coloragdo de carne
fresca de peito de frango, suplementados com extratos vegetais, da mesma forma,
MIRSHEKAR et al. (2009), ao avaliaram o efeito da suplementagao de 1000 ppm de
extratos de alecrim, equinacea, cha verde e acido ascorbico sobre a qualidade da
carne também nao detectaram diferengas para os espectros de cor a* e b*.

A cor da carne reflete diretamente na qualidade sensorial da carne e
destaca-se como principal fator de apreciacdo no momento da compra, variando da
tonalidade cinza até o vermelho palido (COSTA, 2011). As variagdes na cor da carne
fresca estao associadas a diferencas na quantidade de mioglobina, morfologia e pH
do musculo (MENDES e KOMIYAMA, 2011). A mioglobina € uma proteina associada
ao ferro e possui a capacidade de reagir com o oxigénio e em consequéncia, alterar
a coloracgao final do produto carneo.

TABELA 10 - AVALIACAO DE COR - VALOR L* (LUMINOSIDADE), A* (INDICE DE VERMELHO) E
B* (INDICE DE AMARELO) 24 HORAS POS ABATE EM PEITO DE FRANGOS DE

CORTE ALIMENTADOS COM DIETAS ACRESCIDAS DE APC ISOLADO OU
ASSOCIADO A EXTRATOS VEGETAIS E COM OU SEM REDUGAO NUTRICIONAL.

Dietas L* a* b*
Controle 57,46 1,84 9,16
APC 59,11 2,00 8,85
EV (100g/t) 59,40 1,50 9,19
EV (150g/t) 57,94 1,96 7,86
APC + EV (100g/t) 57,06 2,10 7,66
APC + EV (150g/t) 59,14 1,27 7,56
RN 1 + APC + EV (100g/t) 58,48 1,71 8,30
RN 2+ APC + EV (150g/t) 57,01 1,76 8,05
CV, % 4,45 47,97 18,90
Valor de P 0,1528 0,3518 0,0591

APC: antibi6tico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: reducéo nutricional
FONTE: A Autora (2017).

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) resultantes da
oxidagao lipidica das amostras de carne de peito in natura e congeladas de peito,
expressos como MDA (nmol/mg), néo diferiram estatisticamente (P>0,05) entre os
tratamentos (TABELA 11). Os valores de MDA (nmol/mg) da carne armazenada nao
aumentaram numericamente quando comparadas com as amostras de carne in
natura, mostrando que apds o congelamento a oxidagao lipidica se manteve estavel.
De acordo com Grau et al. (2001), a medida que a temperatura é reduzida as
reacoes fisicas e bioquimicas que levam as alteragdes sensoriais passam a ocorrer

com velocidade reduzida.
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Freitas et al. (2012) testaram niveis do extrato etandlico do carogo da manga
nas dosagens de 200 e 400 ppm e mostram que houve retardo da oxidagao lipidica
da carne de frangos, sendo que o nivel de 400 ppm foi mais eficiente. Milani et al.
(2010) estudaram a atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de caqui e
das cultivares Quioto e Rama Forte, comparando-os com a atividade do extrato
hidroetandlico de erva-mate e observaram que os extratos hidroetandlicos de caqui
Rama Forte e Quioto (0,5 e 1%) e o de erva-mate (0,5%) apresentaram atividade
antioxidante, promovendo inibicao da oxidagao lipidica na carne de frango.

TABELA 11 - ANALISE DE MALONALDEIDO DA CARNE DE PEITO IN NATURA COLETADA 24
HORAS APOS ABATE E CONGELADA POR 60 DIAS EM PEITO DE FRANGOS DE

CORTE ALIMENTADOS COM DIETAS ACRESCIDAS DE APC ISOLADO OU
ASSOCIADO A EXTRATOS VEGETAIS E COM OU SEM REDUGCAO NUTRICIONAL

TBARS carne in natura TBARS carne congelada
Controle 0,1041 0,0881
APC 0,1377 0,0782
EV (100g/t) 0,0781 0,0889
EV (150g/t) 0,0878 0,0945
APC + EV (100g/t) 0,0899 0,0976
APC + EV (150g/t) 0,1093 0,1025
RN 1 + APC + EV (100g/t) 0,0858 0,0852
RN 2+ APC + EV (150g/t) 0,0852 0,0917
CV, % 38,63 21,57
Valor de P 0,0700 0,4096

APC: antibidtico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redugéo nutricional
FONTE: A Autora (2017).

A oxidacao lipidica € um dos principais fatores que podem ocasionar a perda
de qualidade de produtos carneos, pois afeta os valores nutricionais e sensoriais da
carne, aumentam a formagdo de compostos potencialmente téxicos que
comprometem sua qualidade, e reduzem a vida de prateleira dos produtos
(CORTINA et al., 2005), portanto, a busca por aditivos ou condi¢gdes que reduzam a
oxidacgao lipidica deve ser constante.

Para a classificagdo da ocorréncia das estrias brancas ou white striping nao
foi encontrada diferenga estatistica (P>0,05) independentemente do tipo de aditivo
utilizado (TABELA 12).

As lesdes de white striping séo caracterizadas com linhas brancas paralelas
ao sentido das fibras musculares, em que a quantidade e espessura € variavel entre
as aves. A composicao exata dessas fibras brancas nao € totalmente esclarecida,

uma vez que ainda existem controversias. Bailey et al. (2015) sugerem que essas
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linhas sdo compostas por tecido adiposo, ja Petracci et al. (2013) relatam, que sao
compostas por tecido conjuntivo. Segundo Bailey et al. (2015) a formagao e aumento
dos niveis lipidicos pode favorecer a peroxidacao lipidica, ou ainda pode ocorrer
alteracao quanto a maciez do produto devido a deposicédo de colageno.

TABELA 12 - ANALISE DA OCORRENCIA DE WHITE STRIPING EM PEITO DE FRANGOS DE

CORTE ALIMENTADOS COM DIETAS ACRESCIDAS DE APC ISOLADO OU
ASSOCIADO A EXTRATOS VEGETAIS E COM OU SEM REDUGAO NUTRICIONAL.

Score de ocorréncia, %

Dietas Leve Moderado Severo
Controle 50,00 40,00 0,00
APC 16,66 75,00 8,33
EV (100g/t) 16,66 58,33 25,00
EV (150g/t) 58,33 41,66 0,00
APC + EV (100g/t) 33,33 33,33 33,33
APC + EV (150g/t) 41,66 25,00 33,33
RN 1 + APC + EV (100g/t) 33,33 50,00 16,66
RN 2+ APC + EV (150g/t) 25,00 66,66 8,33
CV, % 46,81 48,97 35,52
Valor de P 0,3170 0,2129 0,1287

APC: antibiotico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: reducéo nutricional
FONTE: A Autora (2017).

4 CONCLUSAO

A suplementagdo de extratos vegetais a base de carvacrol, cinamaldeido e
eugenol associados ou ndo ao promotor de crescimento n&o alterou o desempenho
produtivo das aves, nem as caracteristicas de carcaca e de qualidade da carne.

Em condi¢gdes de controle sanitario, com baixo desafio imunoldgico, baixa
carga microbiana e livre de situagdes que gerem estresse metabodlico é questionavel
o uso de APC ou de aditivos a base de extratos vegetais.

As boas praticas de manejo, nutricdo e biosseguridade podem ser as
melhores ferramentas para manutencdo do maximo desempenho e qualidade de

carne em frangos de corte.
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CAPITULO 2 - CARCATERIZAGAO DA MICROBIOTA E AVALIAGAO DA
INTEGRIDADE INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
ADITIVO A BASE DE EXTRATOS VEGETAIS

RESUMO

A integridade do trato gastrointestinal € de extrema importancia para
digestédo e aproveitamento dos nutrientes, além disso € habitado por diversas e
distintas cepas de bactérias e outros microrganismos, patogénicas ou nao. Os
antibioticos promotores de crescimento sdo uma das alternativas utilizada para o
controle de microrganismos indesejaveis. Entretanto, existem diversos
questionamentos em relagao a resisténcia de microrganismos e o efeito desta com a
saude humana. Devido esses questionamentos, inumeras alternativas para estes
produtos tém surgido, como os extratos vegetais, os quais tem o poder de
modulagao da microbiota intestinal e melhora da qualidade intestinal. O objetivo foi a
caracterizagdo da microbiota e avaliagdo da qualidade intestinal de frangos de corte
suplementados com aditivo a base de extratos vegetais. Foram utilizados 1408
pintos de corte da linhagem cobb slow distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado com 8 tratamento, 4 repeticdes de 44 aves cada. As dietas
experimentais consistiram de: A: Dieta controle, B: APC, C: extratos vegetais (100
g/ton), D: extratos vegetais (150 g/ton), E: APC + extratos vegetais (100 g/ton), F:
APC + extratos vegetais (150 g/ton), G: Dieta com reduc¢&o nutricional 1 + APC +
extratos vegetais (100 g/ton) e H: Dieta com redugao nutricional 2 + APC + extratos
vegetais (150 g/ton). Aos 35 dias de idade foram sacrificadas 16 aves/tratamento
para avaliagdo da saude intestinal por meio da analise macroscépica e medidas
histomorfométricas dos segmentos intestinais, expressao de citocinas inflamatorias e
coleta de material fecal para caracterizacdo da microbiota intestinal. A analise
estatistica dos dados foi realizada pelo procedimento GLM, os dados nao
paramétricos foram analisados através do teste de kruskal-wallis do software SAS.
O uso do aditivo fitogénico diminuiu o grau de congestao e levou ao aumento no
comprimento de vilo do jejuno, mas ndo houve efeito de nenhum dos tratamentos
sobre lesbes macroscopicas e medidas morfometrias do duodeno e ileo. A
mensuragao das citocinas TNF-a e IL1 nado foi alterada pela inclusdo dos extratos
vegetais. A avaliacdo da microbiota intestinal mostrou a ocorréncia de espécies
distintas entre os tratamentos. A suplementagdo de extratos vegetais em aves
mostrou alguns resultados satisfatérios sobre qualidade intestinal e modulagao
microbiota intestinal a qual foi altamente influenciada pelos tratamentos, esses
resultados comprovam a influéncia de diferentes dietas sobre a colonizacdo e
multiplicagédo de diferentes microrganismos no trato intestinal de frangos de corte.

Palavras-chave: APC, Carvacrol, Cinamaldeido, Citocinas inflamatérias, Eugenol,
16S rDNA
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ABSTRACT

The integrity of the gut is important for digestion and nutrient use; besides that,
it is inhabited by several different strains of bacteria and other microrganisms,
pathogenic or not. The AGP’s are one of the alternatives used for the control of
undesirable microorganisms. However, there are several questions regarding the
resistance of microorganisms and their effect on human health. Due to these
questions, numerous alternatives to these products have emerged, such as plant
extracts, which have the power to modulate the intestinal microbiota and improve
intestinal quality. The aim of this study was the characterization of the microbiota and
evaluation of the intestinal quality of broilers supplemented with plant-extract-based
additives. The trial was carried out in the experimental barn of Federal University of
Parana. There were 1408 Cobb Slow-chicks, housed in a completely randomized
design with 8 treatments, 4 replicates and 44 birds each. The treatments were: A:
control diet, B: AGP C: plant extract (100 g/ton), D: plant extract (150 g/ton), E: AGP
+ plant extract (100 g/ton), F: AGP + plant extract (150 g/ton), G: diet with nutritional
decreasing 1 + AGP + plant extract (100 g/ton) and H: diet with nutritional decreasing
2 + AGP + plant extract (150 g/ton). At 35 days of age, 16 birds/treatment were
slaughtered for intestinal health evaluation through macroscopic analysis and
histomorphometric measurements of intestinal segments, expression of inflammatory
cytokines and collection of fecal material for caractrerization of the intestinal
microbiota. Data statistical analysis was performed by GLM procedure, and non-
parametric data were analyzed through the kruskal-wallis test of SAS software. The
use of this phytogenic additive decreased the level of congestion and led to an
increase in jejunum villus length; there was no effect of any of the treatments on
macroscopic lesions and morphometric measurements of the duodenum and
ileum.The measurement of TNF-a and IL1 cytokines was not altered by the inclusion
of plant extracts. The evaluation of the intestinal microbiota showed the occurrence
of distinct species among the treatments. The supplementation of plant extracts in
broiler diets showed some satisfactory results on gut quality and intestinal microbiota
modulation which was highly influenced by the treatments, these results confirm the
influence of different diets on the colonization and multiplication of different
microorganisms in the intestinal tract of broilers.

Key words: Inflammatory cytokines, 16S rDNA, APC, gut

1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, o consumidor tem se mostrado cada vez mais preocupado
com os alimentos que consome, tanto no que se refere a qualidade do produto em si
como também com questdes voltadas a seguranga dos alimentos. Por essa razao,
questdes, como praticas higiénicas adequadas, métodos de produgdo, uso de
pesticidas e biotecnologia tém sido consideradas no momento da escolha de um
produto (COSTA et al., 2000)
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A preocupacdo com a seguranca dos alimentos tem levado a inumeras
alteragdes no processo de produgao dos frangos de corte. Como exemplos, que
ilustram essa mudanca, ha a proibicdo do uso de antibiéticos promotores do
crescimento (APC) na producédo de frango a partir de 2012 pela Unidao Europeia
(MARVIN et al., 2009) e o crescente interesse em tecnologias alternativas para
reducao de carga microbiana (SOUZA et al., 2010).

O uso de APC vem sofrendo restricbes nos ultimos anos, devido a
possibilidade de selecdo de microrganismos resistentes e a exigéncia de produtos
livres de residuos de antibidticos pelo mercado consumidor. Por outro lado, os
extratos vegetais s&o substancias derivadas de plantas medicinais ou de
especiarias, como Oleos essenciais e 6leo-resinas, que tém efeito positivo sobre a
producdo e a saude dos animais (PERIC et al., 2009) s&o produtos reconhecidos
como seguros pela agéncia americana que regula remédios e alimentos (JANG et
al., 2007). Estudos mostram efeito positivo sobre a morfometria intestinal da mucosa
(BONA et al., 2012).

Além disso, esses compostos podem modular a microbiota intestinal, a qual
tem grande influéncia sobre o desempenho e desenvolvimento do trato
gastrointestinal de frangos de corte.

A microbiota é capaz de regular a eficiéncia absortiva, a maturacao
intestinal, a resposta imune, o tempo de permanéncia do bolo alimentar no trato e o
aproveitamento de alguns nutrientes poucos digestiveis pelas enzimas enddgenas
do animal (TANNOCK, 1998). Além disso, € considerada um ecossistema complexo
e a relagdo entre microrganismos pode resultar em efeitos positivos ou negativos
sobre o desenvolvimento das aves de acordo com sua constituicdo e atividade
(YANG et al., 2009).

A compreensdo e monitoramento da dinamica microbiana sao de extrema
importancia, uma populagdo microbiana estavel pode proteger o hospedeiro contra
colonizacéo de patdégenos pela competicéo por sitios de ligagdo do epitélio intestinal
e dos nutrientes, fortalecimento da resposta imune e producdo de bacteriocinas
(BURKHOLDER et al., 2008). Santos et al. (2012), ainda argumentam que o
entendimento da composi¢cao da microbiota intestinal e a relagdo com o manejo das
aves e da cama do aviario pode contribuir na escolha dos aditivos. E importante

também considerar que a inclusdo de aditivos de maneira racional pode alterar e
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regular a ecologia microbiana, com beneficios sobre o desempenho zootécnico e a
saude das aves.

Deste modo, o objetivou-se avaliar a inclusdo de aditivo a base de extratos
vegetais sobre a qualidade intestinal e a caracterizagdo da microbiota de frangos de

corte.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no aviario experimental da Universidade Federal
do Parana (UFPR) — Setor Palotina, onde todos os procedimentos com uso de
animais neste trabalho foram submetidos a avaliacédo e aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da UFPR - Setor Palotina (Protocolo 24/2016).

2.1 Aves e Dietas Experimentais

Foram utilizados 1408 pintos de corte da linhagem Cobb Slow, distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado, com 1 tratamento controle e 7 dietas
acrescidas de APC isolado ou associado a um produto comercial a base de extratos
de plantas e com ou sem reducgéao nutricional (TABELA 1), totalizando 8 tratamentos
com 4 repeticdes de 44 aves por box (12,5 aves/m?).

As Dietas experimentais consistiram de:

o Dieta experimental A: Dieta controle;

o Dieta experimental B: Dieta controle + APC;

« Dieta experimental C: Dieta controle + extratos vegetais (100 g/ton);

o Dieta experimental D: Dieta controle + extratos vegetais (150 g/ton);

o Dieta experimental E: Dieta controle + APC + extratos vegetais (100

g/ton);

« Dieta experimental F: Dieta controle + APC + extratos vegetais (150

g/ton);

o Dieta experimental G: Dieta com reducgao nutricional 1 + APC + extratos

vegetais (100 g/ton);

e Dieta experimental H: Dieta com reducgéo nutricional 2 + APC + extratos

vegetais (150 g/ton);
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O APC utilizado foi a enramicina na dose de 125 gr/ton de ragdo (Enramax®
- Farmabase Saude Animal-LTDA) e o extrato vegetal era composto de carvacrol,
cinamaldeido e eugenol, extraidos do orégano, canela e cravo, respectivamente, nas
doses de 100 e 150g/ton de racdo (Oleobiotec® - Phodé Solutions) A redugao
nutricional 1 e 2 nas dietas dos tratamentos G e H foi calculada conforme
demonstrado na TABELA 1.

Os boxes experimentais tém dimensdo de 1,50 x 2,50, totalizando 3,52 m?
de area disponivel (descontado o espago do balde). A temperatura ambiental foi
mantida dentro da faixa de conforto térmico por meio de campéanulas providas de
lampadas de aquecimento infravermelho, ventiladores, exaustores e placas de
resfriamento controlados por um sistema automatizado.

TABELA 1 - NIVEIS DE ENERGIA METABOLIZAVEL (E.MET. KCAL / KG), PROTEINA BRUTA

(PB, %), METIONINA TOTAL (MET. TOT, %), DA DIETA CONTROLE E REDUGAO
NUTRICIONAL 1 E REDUCAO NUTRICIONAL 2.

Fase Valor Controle Re.d.uc_;éo Re_dl_Jgéo

nutricional 1 nutricional 2

E.Met., Kcal / kg 2.960 2.915 2.895

Inicial PB, % 23,65 23,35 23,20
Met., tot., % 0,626 0,621 0,618

E,Met., Kcal / kg 3.050 3.005 2.985

Crescimento  PB, % 21,2 20,9 20,75
Met., tot., % 0,533 0,528 0,525

E,Met., Kcal / kg 3.150 3.105 3.085

Abate PB, % 19,80 19,50 19,35
Met., tot., % 0,496 0,491 0,488

FONTE: A Autora (2017).

As aves receberam agua e alimento ad libitum durante todo o periodo
experimental de 42 dias. Nos primeiros 4 dias, a agua foi oferecia em bebedouros
infantis e a partir do 5° dia de idade, por meio de bebedouro nipple. As aves até os
14 dias de idade receberam 24 horas de luz, em fung¢ao do sistema de aquecimento
(ldampada halégena de 300W). Apds este periodo receberam 16 horas de luz e 8
horas de escuro diariamente até 21 dias de idade e posteriormente 14 horas de luz e
10 horas de escuro até o final do experimento.

O Programa nutricional foi dividido em trés fases: inicial (1 — 18 dias idade),
crescimento (19 — 35 dias idade) e abate (35 — 42 dias de idade). As ragbes
experimentais, a base de milho e farelo de soja, foram formuladas visando atender
as exigéncias nutricionais das diferentes fases de acordo com as recomendacgoes

das agroindustrias locais.



75

TABELA 2 - COMPOSICAO DAS DIETAS EXPERIMENTAIS

Inicial Crescimento Abate
Ingredientes, Kg/T Controle  RN1  RN2 Controle  RN1  RN2 Controle RN1 RN2
Milho 550 572 583 617 638 647 640 661 671
Far.Carne 20 20 21 18 18 18 14 14 14
Oleo Soja 16 5,00 - 15 4,00 - 26 15 11
Fosfato Bicalcico 5,00 500 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Sal 3,20 3,20 3,40 3,90 3,90 3,90 3,80 3,80 3,80
DL-Met 98% 2,85 285 2,85 2,15 215 2,10 1,95 1,95 1,90
Bicarbonato Sédio 2,00 2,00 2,00 - - - - - -
Treonina 98% 0,380 0,500 0,600 0,550 0,660 0,730 0,300 0,420 0,480
Caulim® 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300
Calcareo 6,40 6,40 6,40 5,20 520 5,20 5,40 5,40 5,40
PX Inicial’ 3,00 3,00 3,00 - - - - - -
PX Cresc,? - - - 3,00 3,00 3,00 - - -
PX Abate? - - - - - 3,00 3,00 3,00
Flo, Soja 390 379 371 329 318 313 300 289 283
Lisina 70% Po6 - 0,280 0,660 - 0,280 0,500 0,220 0,660 0,860
Colina 60% Po 0,180 0,220 0,260 0,440 0,480 0,500 0,400 0,440 0,460
Maxiban 80/80 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 - - -
Nutrientes
EMet, Kcal/kg 2960 2913 2.894 3.051 3.004 2988 3.147 3.101 3.086
PB, % 23,64 23,32 2312 21,19 20,88 20,73 19,83 19,52 19,33
GB, % 4,55 3,54 3,10 4,66 3,66 3,29 5,78 4,77 4,42
FB, % 2,74 2,74 2,73 2,61 260 2,60 2,52 2,52 2,51
Calcio, % 0,943 0,940 0,949 0,847 0,844 0,842 0,793 0,789 0,787
P. Disp, % 0,448 0,447 0,452 0,429 0,428 0,428 0,401 0,400 0,400
Lis Dig, % 1,157 1,148 1,152 1,008 0,998 0,999 0,942 0,941 0,939
AAS Dig, % 0,919 0,912 0,907 0,796 0,789 0,781 0,746 0,739 0,730
Thr Dig, % 0,817 0,816 0,817 0,750 0,749 0,750 0,681 0,681 0,679
Trp Dig, % 0,255 0,250 0,246 0,224 0,219 0,217 0,209 0,204 0,201
Leuc Dig, % 1,777 1,760 1,746 1633 1,616 1,608 1,551 1,534 1,523
lle Dig, % 0,937 0,920 0,908 0,829 0,812 0,804 0,772 0,755 0,746
Val Dig, % 1,006 0,989 0,978 0900 0,884 0,877 0,842 0,827 0,818
Arg Dig, % 1,464 1437 1419 1291 1264 1251 1,198 1,170 1,155

RN: reducgéo nutricional

"Nivel por kg de premix inicial: Vitamina A (KUI/KG 4,000,00); Vitamina D3(KUI/KG 1,167,,000); Vitamina E
(UI/KG 10,000,00) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 1,000,00); Vitamina B2 —
Riboflavina (mg/kg 2,666,666); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,667,00); Vitamina B12 — Cianocobalamina
(mgl/kg 6,666,00); Acido Pantaténico (mg/kg 6, 000,00) Niacina (mg/kg 13,000,00); Acido Félico (mg/kg 833,33);
Biotina (mcg/kg 80,000,00); Manganés (ppm 40,000,00); Zinco (ppm 33,333,33); Ferro (ppm 23,333,00); Cobre
(ppm 2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00); Etoxiquina (mg/Kg 22,200,00); Fitase Phyzyme (g/kg
16,667); AXTRA XAP 101 TPT (g/kg 33,333,00).

2Nivel por kg de premix crescimento: Vitamina A (KUI/KG 3,000,00); Vitamina D3(KUI/KG 1,000,000); Vitamina E
(UI/KG 8,333,33) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 800,00); Vitamina B2 — Riboflavina
(mg/kg 2,166,667); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,400,00); Vitamina B12 — Cianocobalamina (mg/kg
5,000,00); Acido Pantaténico (mg/kg 5,000,00) Niacina (mg/kg 11,666,667); Acido Félico (mg/kg 500,00); Biotina
(mcg/kg 70,000,00); Manganés (ppm 33,333,00); Zinco (ppm 26,666,00); Ferro (ppm 20,000,00); Cobre (ppm
2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00); Etoxiquina (mg/Kg 22,200,00); Fitase Phyzyme (g/kg
16,667).

SNivel por kg de premix abate: Vitamina A (KUI/KG 2,333,00); Vitamina D3(KUI/KG 834,000); Vitamina E (UI/KG
6,667,000) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 600,00); Vitamina B2 — Riboflavina
(mg/kg 1,667,000); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,167,00); Vitamina B12 — Cianocobalamina (mg/kg
4,000,00); Acido Pantaténico (mg/kg 4,000,00) Niacina (mg/kg 10,000,000); Acido Félico (mg/kg 334,00); Biotina
(mcg/kg 66,667,00); Manganés (ppm 33,333,00); Zinco (ppm 26,666,00); Ferro (ppm 20,000,00); Cobre (ppm
2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00); BHT (mg/Kg 33,333,00); Fitase Phyzyme (g/kg 16,667).

30 produto inerte foi substituido pela Enramicina segundo recomendagdes do fabricante ou extratos vegetais
100g/ton ou 150g/ton.
FONTE: A Autora (2017).
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2.2 Avaliacdo da saude intestinal — alteragdo macroscoépica da mucosa intestinal

Aos 35 dias, 8 aves/tratamento foram sacrificadas por deslocamento
cervical. Apos o sacrificio, o intestino foi removido e exposto para a avaliagdo da
mucosa intestinal de acordo com a metodologia de Bracarense et al, (2012)
modificada. Para cada alteracdo macroscopica observada na mucosa intestinal das
aves, foi atribuido um grau de severidade (GS) entre 0 e 3, sendo grau 0 sem
alteragdo, grau 1 alteracéo leve, grau 2 alteragdo moderada e grau 3 alteragéo
severa, de acordo com a sua importancia em reduzir a capacidade funcional do
orgao, ou seja, digestdo e absorcdo de alimentos. Para cada alteracao observada
foram atribuidos escores de 0 a 3 conforme a intensidade da lesdo, escore 0 sem
lesdo, escore 1 € baixa extensao (25%), escore 2 € média extensao (50%), e escore
3 é grande extensdo (75%). Os valores de escores foram multiplicados pelo GS e
estabelecido um valor total de alteragdes visualizadas na mucosa de cada segmento

intestinal.

2.3 Avaliacao da saude intestinal - histomorfometria e células caliciformes

Das mesmas aves sacrificadas, foram retirados fragmentos de
aproximadamente 5 cm de comprimento do duodeno, jejuno e ileo. Cada fragmento
foi fixado em formalina 10% tamponada em submetido a cortes semi-seriados de
5um de espessura, submetidos aos procedimentos histolégicos e corados por PAS
(Acido Periédico de Schiff).

Para o estudo morfométrico, as imagens dos segmentos do intestino foram
capturadas por meio da microscopia de luz, utilizando-se o sistema analisador de
imagens computadorizado (Image Pro-Plus - Versédo 5,2 — Media Cibernética). Foi
contabilizado o numero, de criptas em 20 vilos para a determinagao da relagao
numero de criptas: numero de vilos de cada repeticdo para cada segmento. Foi
mensurado a altura e largura de 20 vilos e a profundidade e largura de 20 criptas de
cada repeticdo para cada segmento e destes valores foi obtida a média para o
calculo da relagcdo comprimento do vilo:profundidade da cripta. Foi mensurada a

espessura da camada muscular em aproximadamente 10 pontos distintos da lamina.
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As medidas foram utilizadas para o calculo da area da superficie de absorcéo da
mucosa intestinal, através da seguinte férmula, segundo Kisielinski et al, (2002):
Area de absorgao:

(LV x AV) + (LV/2 + LC/2)? - (LV/2)?
(LV/2 + LC/2)2

Onde: LV: largura de vilo, AV: altura de vilo, LC: largura de cripta

Para a contagem das células caliciformes, as imagens foram capturadas em
aumento de 40x, utilizando-se o sistema analisador de imagens computadorizado
(ImagePro-Plus - Versdao 5,2 — Média Cibernética). A contagem de células

caliciformes foi feita por mm? de area de vilo.

2.4 Andlises de expressao génica das citocinas inflamatorias

Das 8 aves sacrificadas/tratamento, foram coletados 4
fragmentos/tratamento e armazenadas em ultra freezer a -80°C até o momento da
extracdo de RNA para analise de expressao génica da interleucina | (IL-I) e fator de
necrose tumoral (TNF-a).

O RNA total foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad
CA, USA) de acordo com as normas do fabricante, na propor¢do de 1 mL para cada
80 mg de tecido. Todos os materiais utilizados foram previamente tratados com
inibidor de RNAse - RNAse AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Inicialmente, o
tecido foi triturado com homogeneizador elétrico Polytron (tecido + Trizol) até a
completa dissociacdo, sendo mantido a temperatura ambiente por cinco minutos.
Logo apos foram adicionados 200 pyL de cloroférmio e homogeneizados
manualmente por 15 segundos. Apos permanecer em temperatura ambiente por trés
minutos, o material foi centrifugado por 15 minutos a 12,000 x g a 4°C, sendo a fase
liquida coletada e transferida para tubo limpo. Ao sobrenadante foram adicionados
500 uL de isopropanol, e apds dez minutos a temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados por dez minutos a 12,000 x g, a 4°C. Foi descartado o sobrenadante e
o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75%. Apds nova centrifugagao a 7,500 x
g por cinco minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, sendo que o pelet foi seco

por 15 minutos e ressuspendido em agua ultrapura livre de RNAse. Por fim, as
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amostras foram incubadas a 60°C por 15 minutos, sendo posteriormente
armazenadas a -80°C.

Para avaliar a concentracdo total de RNA, as amostras foram mensuradas
pelo método fluorimétrico utilizando o kit Qubit RNA BR Assay Kit (Invitrogen,
Carlsbad CA, USA). A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%,
corado com SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) e
visualizado em aparelho transluminador com luz ultravioleta.

Para remocado de possiveis residuos de DNA gendmico, as amostras de
RNA foram tratadas com Quanti Novag DNA Removal Mix (QiagenGmbH, Hilden,
Germany) a 45°C por 2 min, conforme instru¢gdes do fabricante. Apds remogao do
DNA gendmico, foram utilizados 5 ug de RNA para sintese do cDNA, utilizando o kit
QuantiNova reverse transcription kit (QiagenGmbH) de acordo com as normas do
fabricante. Em tubo estéril, foram adicionados 5ug de RNA total, 1 yl Quanti Nova
Reverse Transcription Enzyme e 4 pl Quanti Nova Reverse Transcription Mix. A
reacao de transcriptase reversa foi incubada por 3 min a 25°C, seguida de 45°C por
10 min e subsequente inativagdo por 5 min a 85°C, sendo imediatamente colocada
sobre o gelo. As amostras foram armazenadas a -20°C até o momento do uso.

As analises de qPCR foram conduzidas utilizando em um StepOne Plus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), utilizando o kit
Quanti Nova SYBR Green PCR Kit, em duplicatas. Utilizou-se um volume total da
reacao de 20 pl, contendo 10 pl de 2x SYBR Green PCR Master Mix, 2 yl de QN
Rox Reference Dye, 0,8 ul de cada primer (400 nM), 5 ul cDNA (400 ng) e 1,4 ul de
RNAse free water.

As reacgoes de qRT-PCR foram inicialmente incubadas a 95°C por 2 min,
seguido de 40 ciclos de: desnaturagédo a 95°C por 5 seg, anelamento/extensédo 60°C
por 10 seg. As curvas de dissociacdo (melting curve) foram conduzidas para
determinar a especificidade das reagoes.

Para avaliar por PCR em tempo real (QRT-PCR) o gene TNF-a e [3-actina
foram utilizados os primers desenvolvido por Du et al, (2016) (TABELA 1). Para o
gene IL-l, foi utilizado o primer desenvolvido por GASPARINO (2016, ainda nao
publicado). Como controle enddgeno, foi utilizada a &-actina. As caracteristicas dos
primers podem ser observadas na TABELA 1.

O método 2-2CT foi utilizado para as analises de quantificagéo relativa, sendo

os dados expressos em unidade arbitraria (UA).
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TABELA 3 - CARACTERISTICAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NESTE ESTUDO.

Tamanho do

Primer Sequéncia . Accession no, Referéncia
amplicon (pb)
F: GAGCGTTGACTTGGCTGTC
TNF-a R: AAGCAACAACCAGCTATGCAC 64 NM_204267 64  Du et al, (2016)
F: GTCAACATCGCCACCTACAA Prof@ Dra, Eliane
IL-l R: GGTTTCCATCTCGTATGTACCG 90 HM179638,1 Gasparino (UEM)
B-actina F- GAGAAATTGTGCGTGACATCA 152 L08165 152 Du et al, (2016)

R: CCTGAACCTCTCATTGCCA

FONTE: A Autora (2017).

2.5 Extracdo e Sequenciamento do 16S rDNA bacteriano

Aos 35 dias foram sacrificadas 16 aves/tratamento para coleta do conteudo
intestinal dos segmentos ileo e ceco. O conteudo de cada segmento foi obtido
imediatamente apds o sacrificio das aves, com material esterilizado para cada
segmento a fim de evitar a contaminagdo entre segmentos. Apds a identificagéo,
foram compostas aliquotas de 4 amostras/trat (pool de 4 aves) para cada segmento,
resultando em 64 amostras. As amostras foram armazenadas em ultra freezer a -
80°C até o momento da extracdo do 16S rDNA bacteriano. Nestas amostras a
microbiota intestinal foi analisada pela extracdo do material do DNA das amostras do
conteudo intestinal, seguido por amplificacdo e sequenciamento pela técnica de
PCR.

A partir de 1ng de DNA, foi realizada a amplificagdo com os primers
especificos da regiao V3-V4 do rRNA 16S, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAQG) e
806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (TABELA 4), na concentragcéo de 0,2uM. O
preparo das bibliotecas de sequenciamento ocorreu de acordo com tecnologia
proprietaria da Neoprospecta Microbiome Technologies e 0 sequenciamento

realizado pela plataforma MiSeq (lllumina).

TABELA 4 - CARACTERISTICAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NESTE ESTUDO.

Primer Sequéncia Referéncia
341F CCTACGGGRSGCAGCAG Wang e Quian (2009)
806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT Caporaso et al. (2012)

FONTE: A Autora (2017).
Apds o sequenciamento foi realizada uma analise de bioinformatica para

classificagdo taxonémica dos reads de acordo com um banco de dados préprio da

empresa.
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2.6 Analise Estatistica

Para a analise estatistica, os dados foram verificados quanto a presenga de
valores discrepantes (“outliers”). Depois de constatada a ndo violagdo dessas
pressuposi¢oes, os dados foram submetidos a analise de variancia por meio do
procedimento GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002). Para as analises das
citocinas foi utilizado o procedimento GENMOD com fungao de distribuigdo normal
para avaliacdo de TNF e fungdo de distribuicdo binomial negativa com fung¢ao de
ligacdo logistica para avaliacdo de IL 1. Para a avaliagdo das variaveis n&o
paramétricas de lesbes macroscopicas do intestino os resultados foram submetidos

ao teste de Kruskal-Wallis.

3 RESULTADOS E DICUSSOES

Os resultados da morfometria da mucosa intestinal do duodeno e jejuno de
frangos de corte aos 35 dias de idade estdo descritos na TABELA 5. O uso do
aditivo fitogénico na dieta ndo afetou (P>0,05) nenhuma das medidas morfometrias
do duodeno das aves. Tsirtsikos et al. (2012) avaliaram a agao dos extratos vegetais
sobre os mesmos parametros de morfometria intestinal e também ndo encontram
nenhum efeito significativo entre os tratamentos. Da mesma forma, SILVA et al.
(2011) suplementaram frangos de corte com 6leos extraidos da aroeira vermelha e
nao encontraram diferenca significativa na profundidade das criptas e na altura dos
vilos entre os tratamentos.

Por outro lado, Hong et al. (2012), suplementaram frangos de corte com uma
mistura de extratos vegetais de orégano, anis e citros e observaram um aumento
significativo na altura dos vilos do duodeno dos animais que receberam o tratamento
com extratos vegetais quando comparados ao tratamento contendo APC.

Para o jejuno, observou-se efeito significativo (P=0,0565) para o
comprimento do vilo. Aves que receberam a suplementagdo de 100g/ton de extratos
vegetais apresentaram maior comprimento de vilo, enquanto que o consumo da
dieta controle e com a suplementacao com EV na dose de 150g/ton ou APC + EV
(150 g/ton) resultou em valores intermediarios € as menores medidas foram

associadas as dietas com APC, APC + EV (100g/ton) e com redugéo nutricional
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(TABELA 5). Esses resultados permitem considerar que a maioria das dietas que
continha associagdo entre extratos vegetais e APC resultaram em menor
comprimento de vilo. A literatura consultada nao discute se pode haver uma relagao
sinérgica ou antagOnica entre os extratos vegetais e os APC. Pode ser especulado
ainda, um envolvimento da microbiota intestinal. Segundo Ito et al. (2004), o
desenvolvimento do intestino e seus componentes pode ser afetado pela microbiota

bacteriana.

TABELA 5 - MORFOMETRIA DA MUCOSA INTESTINAL DO DUODENO E JEJUNO DE FRANGOS
DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO
CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS DE 1 A 35 DIAS DE IDADE

Duodeno
Dietas CV, ym LV, ym PC,um LC,um LM, ym
Controle 1378,61 186,45 133,09 55,59 239,66
APC 1344,42 152,13 115,77 53,44 226,84
EV (100g/t) 1268,53 168,76 111,84 54,47 199,05
EV (150g/t) 1376,81 183,08 119,27 56,24 225,43
APC + EV (100g/t) 1356,84 173,21 113,34 53,57 223,16
APC + EV (150g/t) 1176,48 142,94 107,80 49,91 192,29
RN 1 + APC + EV (100g/t) 1164,36 149,08 111,37 51,48 238,63
RN 2+ APC + EV (150g/t) 1246,32 144,45 117,24 56,62 214,42
CV, % 15,99 25,44 15,01 10,29 15,46
Valor de P 0,2744 0,2722 0,1913 0,3366 0,1380
Jejuno
Dietas CV, ym LV, ym PC,um LC,um LM, ym
Controle 694,232 126,30 112,33 56,22 228,662
APC 584,11 110,75 96,29 54,21 177,952
EV (100g/t) 838,892 120,77 110,47 54,96 224,49%
EV (150g/t) 759,17% 130,42 108,93 57,50 201,55%
APC + EV (100g/t) 638,73 136,56 108,41 56,77 191,90%
APC + EV (150g/t) 718,942° 121,25 108,68 52,80 232,782
RN 1 + APC + EV (100g/t) 588,91 115,88 87,48 54,84 159,24°
RN 2+ APC + EV (150g/t) 605,29° 108,54 100,08 54,88 163,512
CV, % 23,37 16,70 16,79 11,90 19,83
Valor de P 0,0565 0,1860 0,1252 0,9054 0,0027

APC: antibiotico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: reducéo nutricional

CV: comprimento de vilo; LV: largura de vilo; PC: profundidade de cripta; LC: largura de cripta; LM:
largura da camada muscular

FONTE: A Autora (2017).

Houve aumento da espessura da camada muscular intestinal do jejuno
(P<0,05) de aves que receberam a dieta controle e a dieta que continha associagao
de APC e extratos vegetais (150g/ton) quando comparadas com aves que
receberam a dieta contendo redugao nutricional e associacédo de APC e extratos
vegetais (100g/ton). A maior parte do aproveitamento dos nutrientes ocorre no
intestino delgado. O duodeno é o segmento intestinal que apresenta maior
densidade e altura de vilos seguido do jejuno, ambos responsaveis pela maior parte
da absorc¢ao intestinal (UNI et al., 1995).



82

Nao houve efeito (P>0,05) dos extratos vegetais e nem do APC sobre a
contagem de células caliciformes do jejuno e duodeno, o numero de criptas por vilo,
a area de absorcao e a relacao vilo:cripta (TABELA 6). Silva et al. (2011), avaliaram
o efeito da suplementacédo do 6leo de aroeira-vermelha sobre o desempenho e a
morfometria intestinal de frangos de corte e também nao encontraram diferencas
significativas entre os tratamentos para a relagao vilo-cripta.

Entretanto, Akbarian et al. (2013) avaliaram a adicdo do extrato da casca de
limao, extrato da casca de laranja e 6leo essencial de curcuma na dieta de frangos
de corte e observaram diminuigdo na contagem de califormes no ileo em relagao ao
grupo controle, por outro lado Bona et al (2012), observaram que aves tratadas com
composto vegetal apresentaram maior numero de células caliciformes no duodeno.
Os autores ressaltaram que este maior numero de células caliciformes induz a maior
quantidade de muco e isso pode ser importante para controlar bactérias
patogénicas.

TABELA 6 - MORFOMETRIA DA MUCOSA INTESTINAL E CONTAGEM DE CELULAS
CALICIFORMES DO DUODENO E JEJUNO DE FRANGOS DE CORTE

SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E
EXTRATOS VEGETAIS DE 1 A 35 DIAS DE IDADE

Duodeno
Dietas Caliciformes NC: NV Area, um2 V:C
Controle 0,80 5,75 18,14 10,39
APC 1,12 5,11 19,96 11,76
EV (100g/t) 0,96 5,15 17,98 11,67
EV (150g/t) 0,96 5,74 18,16 11,68
APC + EV (100g/t) 0,99 6,02 18,84 12,13
APC + EV (150g/t) 1,00 5,59 17,78 11,10
RN 1 + APC + EV (100g/t) 0,96 5,61 18,00 10,52
RN 2+ APC + EV (150g/t) 1,12 4,94 16,07 11,18
CV, % 28,54 25,31 19,77 21,91
Valor de P 0,4938 0,8666 0,7985 0,8623
Jejuno
Dietas Caliciformes NC: NV Area, um2 V:C
Controle 1,54 2,79 11,73 6,16
APC 1,61 2,93 10,73 5,89
EV (100g/t) 1,45 2,70 14,08 7,55
EV (150g/t) 1,63 2,57 12,33 7,01
APC + EV (100g/t) 1,67 2,75 10,37 5,98
APC + EV (150g/t) 1,37 2,49 12,91 6,78
RN 1 + APC + EV (100g/t) 1,57 2,30 10,47 6,79
RN 2+ APC + EV (150g/t) 1,26 2,43 12,21 7,15
CV, % 22,96 17,60 28,00 20,29
Valor de P 0,4562 0,2900 0,4287 0,2682

APC: antibidtico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redugéo nutricional
NC: NV: numero de cripta por vilo; Area, um2: area de absorgao; V: C: relacéo vilo: cripta,
FONTE: A Autora (2017).
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Ndo houve efeito significativo (P>0,05) de nenhuma das dietas
experimentais na avaliagdo da condi¢éo inflamatéria do duodeno e ileo. Entretanto,
na avaliagdo da mucosa do jejuno houve maior (P<0,05) grau de congestao em aves
submetidas a dieta contendo APC quando comparadas com aves que receberam a
dieta com reducéao nutricional 1+ APC + EV (150g/t) (TABELA 7).

TABELA 7 - ANALISE MACROSCOPICA DA CONDIGAO INFLAMATORIA DA MUCOSA DO
DUODENO, JEJUNO E iLEO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS DE
AOD 35 DIAS DE IDADE

Duodeno
Dietas Material Mucoso Congestao Petéquias
Controle 0,00 0,87 1,00
APC 0,25 1,50 0,37
EV (100g/t) 0,00 1,00 0,00
EV (150g/t) 0,75 2,37 0,00
APC + EV (100g/t) 0,00 1,00 0,00
APC + EV (150g/t) 0,75 2,00 0,00
RN 1 + APC + EV (100g/t) 0,00 2,37 0,00
RN 2+ APC + EV (150g/t) 0,00 1,12 0,00
CV, % 23,78 52,41 22,80
Valor de P 0,3203 0,0872 0,0826
Jejuno
Dietas Material Mucoso Congestao Petéquias
Controle 0,25 2,00% 0,25
APC 0,50 3,00 0,87
EV (100g/t) 1,12 2,12% 0,00
EV (150g/t) 1,25 2,75% 0,00
APC + EV (100g/t) 0,12 2,00% 0,12
APC + EV (150g/t) 2,62 2,75% 0,50
RN 1+ APC + EV (100g/t) 0,00 1,00% 0,00
RN 2+ APC + EV (150g/t) 0,00 0,62° 0,00
CV, % 35,99 51,80 27,95
Valor de P 0,3671 0,0436 0,1457
lleo

Dietas Material Mucoso Congestao Petéquias
Controle 0,25 0,25 0,25
APC 0,75 0,75 0,00
EV (100g/t) 1,12 1,12 0,37
EV (150g/t) 0,00 0,00 1,12
APC + EV (100g/t) 0,50 0,50 0,12
APC + EV (150g/t) 0,25 0,25 0,12
RN 1 + APC + EV (100g/t) 0,00 0,00 0,00
RN 2+ APC + EV (150g/t) 0,00 0,00 0,00
CV, % 27,54 27,54 29,49
Valor de P 0,864 0,864 0,6725

APC: antibidtico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: redugédo nutricional, CA:
conversao alimentar
FONTE: A Autora (2017).

No presente estudo, nenhum dos segmentos intestinais apresentou alto grau
de lesbes. Em condi¢cbes de controle sanitario com baixo desafio imunologico e

baixa carga microbiana, os efeitos antimicrobianos dos APC e dos aditivos
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alternativos mostraram resultados semelhantes a uma dieta controle sem a inclusao
de nenhum desses produtos. Murakami et al. (2014) observaram menor indice de
lesdo na mucosa intestinal do duodeno e do ceco em aves desafiadas com
coccidiose suplementadas com éleos funcionais de mamona e casca da castanha do
caju, indicando que a utilizagdo desses produtos pode mostrar efeitos satisfatorios
em situagdes de alto desafio sanitario durante o ciclo de criagdo. Da mesma forma, o
composto vegetal a base de extratos vegetais de orégano, alecrim, canela e extrato
de pimenta na dieta reduziram significativamente os escores de lesdes intestinais
causados por Eimeria maxima e E. tenella (BONA et al., 2012).

N&o houve resultado significativo para a avaliagdo da expressao génica das
citocinas IL-1 (interleucina 1) e TNF-a (fator de necrose tumoral) da mucosa

intestinal do ileo de frangos de corte aos 35 dias (TABELA 8).

TABELA 8 - EXPRESSAO DE CITOCINAS IL-1 E TNF-ALFA NA MUCOSA INTESTINAL DO ILEO
DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES
DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS DE 1 A 35 DIAS DE IDADE

Dietas IL-1 TNF-a
Controle 10,59 17,99
APC 10,37 17,78
/EV (100g/t) 10,32 17,28
EV (150g/t) 9,99 17,65
APC + EV (100g/t) 10,13 17,84
APC + EV (150g/t) 9,58 18,17
RN 1 + APC + EV (100g/t) 10,99 16,93
RN 2+ APC + EV (150g/t) 10,47 18,03
CV, % 13,31 7,70
Valor de P 0,8484 0,8504

APC: antibi6tico promotor de crescimento, EV: extratos vegetais, RN: reducéo nutricional
FONTE: A Autora (2017).

Citocinas representam um grupo heterogéneo de proteinas de baixo peso
molecular, que iniciam sua agdo por meio da ligagdo a receptores especificos,
provocando alteragdo da sintese do RNA e de proteinas de diferentes células do
organismo (KRAYCHETE et al. 2006). As citocinas podem agir no local onde sao
produzidas, em células préximas ou sao secretadas para circulagao, com efeitos a
distdncia (SHERAN e HALL, 1997) e s&o responsaveis por enviar sinais
estimulatérios, modulatérios ou mesmo inibitérios para as diferentes células do
sistema imunolégico (VARELLA e FORTE, 2001).

TNF é uma citocina considerada proé-inflamatéria pela capacidade de iniciar
a cascata de ativagdo de outras citocinas e de fatores troficos (MCDERMOTT et al.

2001), enquanto a A IL-1 é considerada a maior mediadora da inflamacédo em
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mamiferos e aves e & produzida também por enterdcitos e outras células mediante
um estimulo inflamatério (BAR-SHIRA e FRIEDMAN, 2006). No presente estudo, o
baixo desafio sanitario manteve os niveis da citocinas semelhantes entre os
tratamentos, consequentemente os extratos vegetais ndo ter influenciaram nos
resultados devido o baixo estimulo do sistema imune.

A proibigdo na utilizagdo de APCs tornou mais desafiadora a compreensao
da microbiota intestinal e a possibilidade de sua modulagao, contribuindo para que
novos estudos com aditivos alternativos capazes de substituir os APC sejam

realizados.

O surgimento das técnicas moleculares, empregada em diversos estudos,
possibilitou uma melhor caracterizacao e identificacdo da microbiota intestinal
(PEDROSO, 2011), e a partir dai o dogma de que a ave recém eclodida era livre de
microrganismos foi quebrado. Pedroso et al. (2005) estudaram por meio de técnicas
de PCR, intestinos de pintos de um dia, antes da chegada a granja e concluiram que
estes ja possuem uma abundante e complexa comunidade de bactérias. O embrido
pode ser colonizado por via vertical, durante a formagdo do ovo, onde os
microrganismos presentes no aparelho reprodutor da matriz colonizam-no e também
pode ocorrer ao ingerir o conteudo do fluido amnidtico a partir do 14° dia de
incubacdo (PEDROSO, 2011). A maxima densidade bacteriana é detectada com
menos de uma semana de vida e permanecem constantes até o final da criacao
(RINTTILLA e APAJALAHTI, 2013).

Através da analise de metagendmica, foi possivel esclarecer de modo geral a

dindmica da microbiota encontrada em frangos de corte neste estudo.

Os resultados apresentados na FIGURA 1 mostram a frequéncia dos filos
bacterianos encontrados no ceco. O filo Firmicutes foi o mais frequente (74%),

seguido dos filos Bacteroidetes (16%), Verrucomicrobia (7%) e Proteobacteria (3%).

Em seu estudo de caracterizagdo da microbiota de frangos de corte, Brian et
al. (2014), encontraram resultados semelhantes com predominancia dos filos
Firmicutes, Bacteroides e Proteobacteria respectivamente, no ceco de frangos de

corte.

Segundo Carcilli et al. (2011), o aumento da presenga do filo bacteriano

Firmicutes leva a maior absor¢cao de determinados compostos que desencadeariam,
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no figado, musculos e tecido adiposo, um processo inflamatério relacionado a
resisténcia a insulina e, consequentemente, acumulo de gordura. Além disso,
bactérias relacionadas ao grupo Firmicutes tém sido relacionadas negativamente

com o aproveitamento de energia (MACARI et al. 2014).

FIGURA 1 - FREQUENCIA (%) DE FILOS DE 16S RDNA BACTERIANO, ENCONTRADOS NO
CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE
IDADE.

H Bacteroidetes
m Firmicutes
» Protechacteria

mVerrucomicrobia

FONTE: A Autora (2017).

Apesar do filo Firmicutes apresentar predominancia no ceco, o filo
Bacteroidetes foi o que apresentou maior numero de OTUs diferentes (52,8%)
(FIGURA 2).

Neste estudo o filo Bacteroidetes foi detectado apenas no ceco das aves, o
que estd de acordo com os resultados obtidos por Bortoluzzi et al. (2015) que
detectaram Bacteroidetes apenas nesta sec¢ao do intestino. A principal caracteristica
benéfica das bactérias desse filo € atribuida a capacidade de competicdo com
Salmonella spp, por sitios de ligagdo no intestino (LOPES, 2012). Além disso, sua
maior frequéncia foi positivamente correlacionada com melhor converséo alimentar e
eficiéncia energética em frangos de corte (SINGH et al. 2012).

O filo Proteobacteria apresentou o dobro de OTU diferentes (5,6%) quando
comparado com o filo Verrucomicrobia (2,8%), apesar de ter apresentado a metade

de sua frequéncia.
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FIGURA 2 - ABUNDANCIA DE OTU POR FILO BACTERIANO ENCONTRADOS NO CECO DE
FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO
CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE IDADE.

HBacteroidetes
m Firmicutes
m Proteobacteria

m\/errucomicrobia

FONTE: A Autora (2017).

Considerando as espécies, Lactobacillus salivarius foi a mais abundante
(831%), seguida por Subdoliguarum variable (13%), Lactobacillus helveticus (11%),
Blautia glucerasea (9%), Bacteroides uniformes (7%), Akkermansia muciniphila (6%)
e Enterococcus cecorum (4%) (FIGURA 3).

FIGURA 3 - ESPECIES ENCONTRADAS NO CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS
COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS
AOS 35 DIAS DE IDADE.

m Lactobacillus salivarius

H Subdoligranulum variabile
m Lactobacillus helveticus

H Blautia glucerasea

m Bacteroidesuniformis

m Akkermansia muciniphila
mEnterococcus cecorum

H Bacteroides dorei

H Gemmiger formicilis

m Alistipes finegoldii

m[Clostricium] spiroforme

B Streptococcus infantarius

FONTE: A Autora (2017).
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Nas aves com microbiota estabelecida, Lactobacillus salivarus, L. fermentum
e L. reuteri predominam no ingluvio e intestino delgado, enquanto L. acidophyllus é
encontrado no ingluvio, cloaca, duodeno, jejuno e cecos, apresentando fungdes
benéficas contra bactérias patogénicas (MACHADO, 2000), ao contrario do
observado neste estudo onde Lactobacillus salivarus foram predominates no ceco.
Miyamoto et al. (2000) isolaram Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus salivarius e
realizaram testes “in vitro”, comprovando que esses microrganismos tém um efeito
protetor contra a colonizacdo de Salmonella Enteritidis, além de desempenhar um

papel siginificativo como barreira quimica contra patégenos (ROJAN et al. 2014).

Destas espécies, 50% sdo de organismos anaerobicos, 46% de

facultativos/microerdfilos e somente 4% de facultativos.

Esses resultados estdo de acordo com Pedroso (2011), onde bactérias

anaerobicas obrigatdrias também foram predominantes em seu estudo.

FIGURA 4 - ATMOSFERA DOS MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO CECO DE FRANGOS DE
CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO
CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE IDADE.

BEanaerobico

Efacultativo

facultative/microerofilo

FONTE: A Autora (2017).

Quanto a constituicdo da parede celular, 60% sao organismos gram positivos,
entretanto a maior diversidade de espécies foi encontrada entre os gram negativos
(FIGURA 5).
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De acordo com Silva (2000), as bactérias acido-lacticas, que sdo gram
positivas, tem capacidade de produzir grande variedade de proteinas
antimicrobianas, incluindo peptideos antibidticos, bacteriocinas e substancias

semelhantes.

Em um teste com extratos hidroalcoodlicos da folha e do caule da Psidium
guajava, Carvalho et al. 2002, observaram atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas: Escherichia coli, Salmonela spp, Shigella spp, Proteus spp e
Pseudomonas aeruginosa. Desta forma a utilizacdo dos extratos vegetais neste

experimento pode ter influenciado diretamente na composigao da microbiota.

Por outro lado, Lactobacillus cecal, Bifidobacterium e Gram positivos
aumentaram sua concentracdo linearmente com doses crescentes de nivel de
extratos vegetais (MOUNTZOURIS et al., 2011).

FIGURA 5 - COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR DOS MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO
CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE
IDADE.

Egramnegativo

mgram positivo

FONTE: A Autora (2017).

O indice de shannon H (diversidade), mostrou maior diversidade de
microbiota nas aves que receberam a dieta contendo o promotor de crescimento
sintético, entretanto quando houve a associagdo com os extratos vegetais (100
g/ton) observou-se a menor Diversidade. Esses resultados s&o contrarios aos
encontrados por Dias et. al. (2015), onde a incluséo do 6leo essencial de orégano,

proporcionou 0 aumento da diversidade da microbiota intestinal.
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E importante ressaltar que o ceco de frango é considerado de grande
importancia da saude do frango além de ser grande reservatério de patdgenos,
(Stanley et al., 2014). Em um estudo realizado por Xido et al. 2016, avaliando a
diversidade entre segmentos intestinas o ceco estava entre os segmentos com

maior diversidade.

FIGURA 6 - INDICE DE DIVERSIDADE (SHANNON H) DE MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO
CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE
IDADE.
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FONTE: A Autora (2017).
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FIGURA 7 - INDICE DE DOMINACIA DE COMPOSIGAO DA PAREDE CELULAR DOS
MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO CECO DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E
EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE IDADE.
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FONTE: A Autora (2017).

Para estudo de modificagcbes na microbiota pela utilizagdo de extratos
vegetais, foram utilizados 7 tratamentos divididos em 2 grupos. O primeiro grupo
formado pelos tratamentos A (controle), C (100 g/ton) e D (150g/ton), para
comparagao da utilizagéo do extrato apenas e o grupo 2, formado pelos tratamentos,
E, F, G e H para verificar o efeito da restricdo de dieta. Os resultados estédo
resumidos na TABELA 9.

TABELA 9 - COMPOSIGAO DA PAREDE CELULAR DOS MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO
CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE

IDADE.
Shannon index Shannon index Shannon index Shannon index
A C A D E G F H
H: 1,9316 H: 1,9225 H: 1,9316 H: 2,1749 H: 2,1204 H: 2,4401 H: 2,2216 H:2,1554

V: 3,85E-05 V:5,06E-05 V:3,85E-05 V:4,09E-05 V:297E-05 V:4,01E-05 V:4,19E-05 V:4,03E-05

t: 0,96057 t: -27,311 t: -38,259 t: 7,3049
df: 43854 df: 49666 df: 59030 df: 64925
p(same): p(same): p(same): p(same):
0,33677 5,03E-163 2,2495E-316 2,81E-13

FONTE: A Autora (2017).
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Nao houve diferenga significativa entre o indice de Shannon correspondente
ao tratamento A (controle) e ao tratamento C (100g/ton), entretanto com relagcéo ao
tratamento D houve um aumento significativo na diversidade pelo aumento da
concentragao do extrato.

Esses resultados ressaltam a importancia da dosagem ideal, como mostrado
acima de modo geral a dosagem de 100g/ton apresentou menor diversidade quando
comparada com os demais tratamentos.

A maior diversidade no tratamento contendo 150g/ton sugere que os
extratos vegetais tém a capacidade de modificar a microbiota intestinal, promovendo
um melhor equilibrio do meio gastrointestinal favorecendo a absor¢éo dos nutrientes
(KOIYAMA, 2012).

Quando avaliadas as diferengas qualitativas referentes ao tratamento D,
observou-se que as espécies Bacteroides stercorirosoris, Bacteroides
thetaiotaomicron, Parabacteroides distasonis Parabacteroides goldsteinii e
Parabacteroides johnsonii ocorreram exclusivamente neste tratamento. Em seres
humanos essas espécies estdao entre as predominantes e desempenhando papel
importante para o hospedeiro (WEXLER, 2007).

P. distasonis desempenha papel fundamental na modulagédo do sistema
imune de mucosa do hospedeiro, devido, principalmente, a um componente de
membrana, que apresenta atividade anti-inflamatéria, prevenindo doencgas
inflamatdrias intestinais. Esta habilidade tem sido estudada como estratégia
terapéutica para prevencado de doencgas inflamatérias crénicas (KVERKA et al.,
2010).

Por outro lado, organismos pertencentes ao género Bacteroides também
podem ser um importante agente patogénico, principalmente quando ha condigdes
predisponentes, como lesdao na mucosa intestinal (HAMPSON et al., 2010). Desta
forma os extratos vegetais apresentaram modificagbes sobre a microbiota.

As espécies Clostridium spiroforme, Bacteroides dorei, Bacteroides
intestinalis, Bacteroides uniformis, Escherichia coli, Bacteroides xylanisolvens,
Gemmiger formicilis, apesar de também ocorrerem nos outros tratamentos, foram
mais abundantes no tratamento D, grande parte dessas espécies estdo associadas

a problemas intestinais em frangos de corte.
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FIGURA 8 - COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR DOS MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO
CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE
IDADE.

Bacteroides stercorirosoris
Bacteroides thetaiotaomicron
Parabacteroides distasonis
Parabacteroides goldsteinii

Parabacteroides johnsonii

0 14 ** 5 D

* %
[Clostridium] spireforme
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Gemmiger formicilis
1 Bacteroides xylanisolvens
Escherichia coli
Bacteroides uniformis

Bacteroldes intestinalis

FONTE: A Autora (2017).

Com relacao a restricao dietética, houve um aumento do indice de Shannon
quando realizada no tratamento com extrato vegetal na menor concentragdo, mas

ocorreu o inverso quando utilizado a concentragao de extrato vegetal de 150g/ton.

Entre as espécies bacterianas, foi observada uma maior abundancia de
[Clostridium] clostridioforme, Alistipes finegoldii, Bacteroides dorei, Gemmiger
formicilis, Parabacteroides goldsteinii, [Clostridium] lactatifermentans, Bacteroides
cellulosilyticus, Bacteroides vulgatus, Bacteroides xylanisolvens, Escherichia coli,

Streptococcus infantarius, Streptococcus lutetiensis.

As espécies Parabacteroides distasonis, Bacteroides sartorii, Parabacteroides
Jjohnsonii, Alistipes finegoldii, Bacteroides fragilis, Barnesiella viscericola e
Lactobacillus aviarius foram exclusivas nos tratamentos com redugéo nutricional e

associados a extratos vegetais em diferentes doses.
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FIGURA 9 - COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR DOS MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO

CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE
IDADE.

[Clostridium] clostridiaforme
Alistipes finegoldii
Bacteroides dorei

Bacteroides vulgatus
Bacteroides xylanisolvens
[Clostridium] lactatifermentans
Gemmiger formicilis
Escherichia coli

Parabacteroides distasonis
Streptococcus infantarius

Parabacteroides johnsonii
Streptococcus lutetiensis

FONTE: A Autora (2017).

No intestino delgado (FIGURA 2), o filo Fimicutis foi predominante (99%),
seguido do filo Proteobacteria (1%), o qual abriga algumas bactérias consideradas

potencialmente patégenas como Salmonella, Yersinia, Vibrio e Pseudomonas
(WILLIAMS et al., 2010).

FIGURA 10 - COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR DOS MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO

CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE
IDADE.

1%

H Firmicutes

H Proteobacteria

FONTE: A Autora (2017).
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Entre as espécies observadas no intestino delagado, o Lactobacillus salivarius
foi predominante (86%), seguido de Lactobacillus helveticus (9%), Clostridium
ruminantium, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Streptococcus infantarius
foram encontrados na frequéncia entre 1 a 2%.

Nas aves com microbiota estabelecida, Lactobacillus salivarus, L. fermentum
e L. reuteri predominam no ingluvio e intestino delgado, enquanto L. acidophyllus é
encontrado no ingluvio, cloaca, duodeno, jejuno e cecos, apresentando funcdes
benéficas contra bactérias patogénicas (MACHADO, 2000). Miyamoto et al. (2000)
isolaram Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus salivarius e realizaram testes “in
vitro”, comprovando que esses microrganismos tém um efeito protetor contra a
colonizagdo de Salmonella Enteritidis. Na avicultura, espécies de Lactobacillus sédo
utilizadas como probidticos e produzem uma variedade de substancias

antimicrobianas como as bacteriocinas (MICHAEL et al., 1997).

FIGURA 11 - COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR DOS MIOORGANISMOS ENCONTRADAS NO
CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE
IDADE.
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FONTE: A Autora (2017).

Analisando numericamente os resultados a espécie predominante no
conteudo do ceco foi Lactobacillus salivarius (FIGURA 12). As maiores frequéncias
foram observadas na microbiota de aves que receberam a dieta controle (38,29%) e

a dieta contendo reducdo nutricional 2 associado ao APC e extratos vegetais
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(150g/ton) (38,60%). Lactobacillus helvicutis, foi observado com maior frequéncia em
aves que receberam dietas a base de extratos vegetais 100g/ton (15,79%) e
150g/ton (18,95%). A frequéncia do Subdogranularum variabile, variou 8-16% nas
dietas analisadas. Enterococcus cecorum foi observado em maior frequencia na
microbiota de aves que receberam dietas contendo a associagao de APC e extratos
vetais na dose de 150g/ton (14,45%). Estudos mostram que esta espécie esta
frequentemente ligada a infecgbes em animais e humanos imunocomprometidos
(Cauwerts et al.,, 2007). As demais espécies foram encontradas nas seguintes
frequéncias: Bacterioides uniformis entre 4-13%, predominando em aves que
receberam dietas a base de extratos vegetais 150g/ton (12,02%) e dieta com
reducdo nutricional 2 e APC associado a extratos vegetais 100g/ton (12,40%),
Blautia gluserasea foi encontrada principalmente em aves submetidas a dieta a base
extratos vegetais (18,25%) nos demais tratamentos foi observada entre 5 e 11%.

As espécies bacterianas encontradas no ceco, ainda ndo sdo descritas e
estudadas, dificultando a associacdo desses microrganismos com os tratamentos

utilizados.

FIGURA 12 - FREQUENCIA (%) DE ESPECIES DE 16S RDNA BACTERIANO, ENCONTRADOS NO
CECO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ANTIBIOTICOS
PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS 35 DIAS DE
IDADE
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B% Enterococcus cecorum 0,90 232 o077 0,00 14,45 2,20 6,37 0,52
B% Lactobacillus salivarius 38,28 24,31 3048 23,52 31,88 33,66 29,80 38,60
0% Subdoligranulum wariabile 16,87 943 19,33 15,589 13,27 18,18 3,18 11,27
8% Akkermansiamuciniphila 10,04 10,60 0,84 0,00 10,22 472 0,00 3,22

FONTE: A Autora (2017).
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A maior frequéncia de Lactobacillus salivarius foi observada nas amostras de
excretas do intestino delgado (FIGURA 8) de aves que receberam as dietas
contendo APC associado aos extratos vegetais (100g/ton) (96,80%), dietas com
redugado nutricional 1 contendo APC associado aos extratos vegetais (100g/ton)
(93,30%) e dietas com redugéo nutricional 2 contendo APC associado aos extratos
vegetais (150g/ton) (97,10%).

Lactobaccilus acidophillus foram encontrados apenas em aves que
receberam dieta contendo associagao de APC sintético e extratos vegetais 150g/ton
(4,91%). ZANINI et al. (2012) utilizando 6leo de aroeira vermelha em substituicdo ao
antibiotico promotor do crescimento e encontraram maior quantidade de
Lactobacillus Acidophilus, o que atribuiram a melhorando saude intestinal.

Enterococcus faecium foi observada apenas na microbiota de aves que
receberam a dieta controle (12,79%). Estudos mostram que esta espécie esta
frequentemente ligada a infecgdes em animais e humanos imunocomprometidos
(CAUWERTS et al. 2007). Neste estudo as fungdes antimicrobianas dos aditivos
utilizados podem ter inibido a proliferacédo dessa espécie. Ao contrario do esperado,
a maior frequéncia de Escherichia coli foi encontrada em amostras intestinais de
aves que receberam dieta contendo extratos vegetais (150g/ton) (16,16%), diferindo
dos resultados encontrados por Ouwehand et al., 2010 e Helander et al. (1998),
onde o timol ou o cinamaldeido foram capazes de diminuir o crescimento de E. coli.

Lactobacilos helvicutis foi mais frequente na microbiota das aves que
receberam a dieta contendo APC (21,92%), extratos vetais 100 g/ton (23,82) e
dietas em que houve associacao de APC sinteco e extratos vegetais 150 g/ton
(28,07%).
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FIGURA 13 - FREQUENCIA (%) DE ESPECIES DE 16S RDNA BACTERIANO, ENCONTRADOS NO
INTESTINO DELGADO DE FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
ANTIBIOTICOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO E EXTRATOS VEGETAIS AOS
35 DIAS DE IDADE
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FONTE: A Autora (2017).

4 CONCLUSAO

O uso do extrato vegetal nas dietas de frango de corte diminui o grau de
congestéao e leva ao aumento no comprimento de vilo do jejuno. N&o houve efeito de
nenhum dos tratamentos sobre lesGes macroscépicas e medidas morfometrias do
duodeno e ileo.

A expressao das citocinas TNF-a e IL1, ndo é alterada pela inclusdo dos
extratos vegetais.

A microbiota intestinal € influenciada pelos tratamentos de forma
inespecifica e sua modulagdo é variavel e dindmica. Estudos testando extratos
vegetais sobre a microbiota de frangos submetidos a um desafio sanitario pode
mostrar respostas satisfatorias dos extratos vegetais sobre os diversos e distintos

microorganismos.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

A suplementacgdo de extratos vegetais ou qualquer outro tipo de promotor de
crescimento pode ser uma estratégia necessaria para animais criados em condi¢cdes
de alto desafio sanitario ou situagdes de estresse metabdlico. Nessas condi¢des, os
efeitos desses produtos podem ser uma alternativa para melhorar o desempenho
zootécnico e outras caracteristicas ligadas a qualidade de carne. Por outro lado,
animais criados sob condi¢des de controle sanitario, com baixo desafio imunoldgico,
baixa carga microbiana e livre de situagbes que gerem estresse metabdlico,
possuem a capacidade suficiente para expressar seu potencial genético tornando
dispensavel o uso de qualquer aditivo promotor de crescimento.

A modulagao microbiota intestinal foi influenciada pelo uso dos extratos
vegetais, comprovando a influéncia de diferentes dietas sobre a colonizagéo e
multiplicagédo de diferentes micro-organismos no trato intestinal de frangos de corte.

A melhor compreensao sobre essa interagdo pode ser uma das ferramentas
para produzir aditivos alternativos que promovam a saude do hospedeiro, por meio
da manipulagdo da microbiana do intestinal principalmente em situacbes onde o
desafio sanitario € alto.

O modo de acédo e local de atuacdo dos principios ativos dos extratos
vegetais sado dependentes de sua composi¢cédo, nivel de inclusdo e formas de
extracdo, estudos avaliando esses fatores podem trazer resultados satisfatérios e

esclarecer a forma de atuacao desses produtos.
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