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Resumo

A justificativa para a redugdo dos promotores de crescimento antimicrobianos esta relacionada
ao aumento global da resisténcia antimicrobiana (AMR). Em resposta as politicas de controle de
antimicrobianos, a pesquisa sobre alternativas nutracéuticas aumentou significativamente. O
presente estudo visa avaliar a eficdcia do acido benzoico grau alimentar e sua combinagdo com
dleos essenciais na inibicdo do crescimento de B. hyodysenteriae in vitro através da técnica de
microdiluicdo em caldo. Além disso, investigamos os efeitos da suplementacao desses produtos
em suinos experimentalmente desafiados com B. hyodysenteriae, avaliando o quadro clinico de
diarreia, ganho de peso, lesdes macroscopicas e histoldgicas, excrecao bacteriana e parametros
de estresse oxidativo. Os resultados in vitro demonstram atividade de inibigdo, capaz de impedir
o crescimento antimicrobiano na concentracdo de 2500 pg/ml, em comparacdo a dose
recomendada de 5000upg/ml, recomendada para a suplementacdo. Os resultados da
suplementacdo in vivo ndo conseguiram reduzir lesées macro e microscdpicas, nem escore
clinico, com resultados intermedidrios para a excre¢do bacteriana fecal. Além disso, a
suplementacgdo nao alterou o perfil de ganho de peso, contudo, houve uma alteracdo no perfil
antioxidante de mucosa intestinal, com reducdo da atividade de superdxido dismutase e
glutationa S-transferase em pelo menos um dos grupos suplementados. Os resultados in vivo
indicam discreta atividade direta da suplementacdo com acido benzoico grau alimentar ou
associado a dleos essenciais sobre a infec¢do por B. hyodysenteriae, contudo, pouco é conhecido
sobre o perfil antioxidante intestinal suino frente ao desafio por B. hyodysenteriae e a

suplementagdo com acidos organicos e dleos essenciais.

Palavras-chave: alternativas a antimicrobianos; nutracéutico; disenteria suina; MIC; redox.



Abstract

The demand for reduction of antimicrobial growth promoters in food animals is associated with
the global increase in antimicrobial resistance (AMR). In response to antimicrobial control
policies, research on nutraceutical alternatives has significantly increased. This study aims to
evaluate the effectiveness of pure benzoic acid and its combination with essential oils in
inhibiting the growth of B. hyodysenteriae in vitro using the broth microdilution technique.
Additionally, we investigated the effects of supplementing these products in pigs experimentally
challenged with B. hyodysenteriae, assessing clinical diarrhea, weight gain, macroscopic and
histological lesions, bacterial excretion, and oxidative stress parameters. In vitro results
demonstrate inhibitory activity capable of preventing antimicrobial growth at doses below
supplementation recommendations. In vivo supplementation failed to reduce macro and
microscopic lesions, clinical score, and showed intermediate results for fecal bacterial excretion.
Furthermore, feed supplementation with pure or essential oil-combined benzoic acid did not
alter the weight gain profile; however, there was a change in the antioxidant profile of the
intestinal mucosa, with a reduction in superoxide dismutase and glutathione S-transferase
activity in at least one of the supplemented groups. In vivo results indicate slight direct activity
of supplementation with pure benzoic acid or in combination with essential oils on B.
hyodysenteriae infection over the intestinal antioxidant activity. However, little is known about
the swine intestinal antioxidant profile in the face of B. hyodysenteriae challenge and

supplementation with organic acids and essential oils.

Keywords: antimicrobial alternatives; nutraceutical; swine dysentery; MIC; redox.
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Introducao

O Brasil ocupa posicao de destaque na producao de mundial de suinos, sendo o quarto maior
produtor e exportador de carne suina do mundo e um valor bruto de quase 32 bilhdes de reais
associados a producdo (ABPA, 2023), sendo abatidos mais de 45 milhdes de cabecas sé no ano
de 2022, das quais 1 milhdo de toneladas foram exportadas para diversos paises, principalmente
asiaticos (ABPA, 2023). O uso de antimicrobianos como promotores de crescimento (AGP) pode
ser um entrave para a exportacdo de produtos de origem animal para grandes mercados
consumidores como a Unido Europeia e Estados Unidos, principalmente devido as politicas de
reducdo ao uso de antimicrobianos na produc¢do animal (THE EUROPEAN PARLIAMENT AND THE
COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003; USA FDA, 2015).

A justificativa para a reducdo dos AGP na producdo animal é o aumento da resisténcia a
antimicrobianos (AMR) por microrganismos (UNITED NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMMIE,
2023), com indicios de que a AMR pode estar relacionada a essa ferramenta aplicada na
producdo (MARSHALL & LEVY, 2011). O Brasil tem desenvolvido medidas para controlar e
restringir a utilizacdo de antimicrobianos como promotores de crescimento nos ultimos anos
(BRASIL, 2012, 2016ab, 2017, 2020), e, apesar de existirem relatos dos impactos da retirada dos
AGP na produtividade e mortalidade de suinos (WHO, 2003), as diferentes condices técnicas,
sanitarias e ambientais entre a Dinamarca, pais utilizado como referéncia para a producdo de

suinos livre de AGP, e o Brasil podem trazer inseguranga na adogao dessas medidas.

Com o desenvolvimento das politicas de controle de AGP na producdo animal, a pesquisa de
substitutos aos antimicrobianos se desenvolveu bastante nos ultimos anos, com diversas
revisdes abordando esse tema (ALLEN et al., 2013; STEVANOVIC et al., 2018; BALLOU et al., 2019;
RAHMAN et al., 2022; ZHANG et al., 2023). O nimero de pesquisas publicadas envolvendo as
palavras-chave “antimicrobial alternatives” no agregador de artigos PubMed, desde o inicio da

indexacdo, (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov — data da busca: 12/01/2024) (Figura 1)

demonstrou um crescimento vertiginoso nas Ultimas décadas, revelando os impactos que as
politicas de restrigdes e relatos de AMR tiveram inclusive na ciéncia. Dentre as alternativas ao
uso de antimicrobianos, os nutracéuticos tém posi¢do de destaque, sendo os mais avaliados na

comunidade cientifica a respeito da sua atividade antimicrobiana e promotora de crescimento.

Nutracéuticos podem ser definidos como alimentos funcionais que apresentem capacidade de
prevenir ou tratar doencas e afecgdes (KALRA, 2003). Atualmente, existem inimeros compostos
qgue podem ser classificados como nutracéuticos, separados em diversas classificagcdes, como:

prebidticos, probidticos, acidos organicos, 6leos essenciais, enzimas. Ainda hoje, os resultados


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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como promotores de crescimento desses compostos sdo controversos, principalmente por ndo

haver consenso sobre principios ativos, doses e associa¢des entre principios.

5000
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3000

Count

2000
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Figura 1. Numero de artigos encontrado no agregador PubMed com as palavras-chave

"antimicrobial alternatives" em todo periodo de indexa¢do (Data da busca: 12/01/2024)

Acidos organicos sdo moléculas de baixa acidez com baixa capacidade de dissociacio em agua
(PANDA et al., 2016). Seus mecanismos de a¢do antimicrobiana ndo sdo totalmente elucidados,
sendo sugerido que sua forma dissociada consiga atravessar a parede bacteriana e, uma vez no
citoplasma, cause destruicdo de organelas essenciais para o crescimento e multiplicagdo (MROZ,
2005). Oleos essenciais, por sua vez, sio compostos bioativos extraido de diversas partes de
plantas, sendo reconhecidas mais de 17 mil espécies vegetais com potencial produc¢do de dleos

essenciais (STEVANOVIC et al., 2018).

Poucos estudos avaliaram os efeitos de nutracéuticos no controle da disenteria suina (DS), uma
doencga entérica que acomete suinos principalmente em fase de terminag¢do (BERNARDEAU et
al., 2009; KUTASI et al., 2016; VANDE MAELE et al., 2016; DE NOVA et al., 2017), sendo a grande
maioria desses estudos realizada in vitro. O Unico agente causador da DS reportado no Brasil é
a B. hyodysenteriae, mas sao reconhecidas pelo menos mais duas espécies que podem causar a
DS, B. hampsonii e B. suanatina (RUBIN et al., 2013; MUSHTAQ et al., 2015). A DS é uma doenca

caracterizada por uma diarreia mucohemorragica severa, causando prejuizos a produgdo devido
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aos gastos com tratamento, menor ganho de peso e mortalidade de animais (ALVAREZ-

ORDONEZ et al., 2013; HAMPSON & BURROUGH, 2019).

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficidcia do acido benzoico grau alimentar e associado a
dleos essenciais na inibicdo do crescimento da B. hyodysenteriae in vitro e, em seguida, estudar
os efeitos da suplementacdo in vivo em suinos experimentalmente desafiados com B.
hyodysenteriae, buscando compreender os efeitos da suplementacdo no quadro clinico de
diarreia, ganho de peso, desenvolvimento de lesdes macroscopicas e histoldgicas, excrecao

bacteriana e parametros de estresse oxidativo intestinal.

Hipoteses

1- O 4cido benzoico grau alimentar apresenta atividade antimicrobiana sobre a B.
hyodysenteriae e é capaz de inibir e controlar quadros de disenteria suina, reduzindo
sinais clinicos, lesdes macroscdpicas e histologicas e excrecdo de bactérias pelas fezes,
além de controlar alteracdes da atividade antioxidante no raspado de mucosa intestinal.

2- A associag¢do do acido benzoico grau alimentar com 6leos essenciais é mais eficaz no

controle da disenteria suina.

Objetivos

a. Gerais

e Determinar a concentragdo minima inibitdria do acido benzoico grau alimentar e sua
associacdo a 6leos essenciais para a B. hyodysenteriae.

e Determinar a eficicia da suplementagdo com acido benzoico grau alimentar ou
associado a Oleos essenciais no controle da disenteria suina em leitdes

experimentalmente infectados.

b. Especificos

e Determinar o valor da concentracdo minima inibitéria do dcido benzoico grau alimentar
ou associado a 6leos essenciais através da técnica de microdiluicdo em caldo.

e Avaliar os efeitos da suplementacdo com acido benzoico grau alimentar ou associado a
6leos essenciais no quadro clinico de diarreia causado pela B. hyodysenteriae.

e Observar os efeitos da suplementagdo com acido benzoico grau alimentar ou associado
a 6leos essenciais sobre as lesGes macro e microscdpicas no célon de leitGes

experimentalmente desafiados
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Quantificar, através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, a
excrecdo bacteriana em animais suplementados com acido benzoico grau alimentar ou
associado a 6leos essenciais.

Determinar os impactos da infeccdo pela B. hyodysenteriae na atividade de enzimas
antioxidantes em raspado de mucosa em célon aspiral, bem como os efeitos da
suplementacao com 4cido benzoico grau alimentar ou associado a éleos essenciais
sobre essa atividade.

Avaliar o ganho de peso antes e depois do desafio experimental com B. hyodysenteriae
nos animais suplementados com acido benzoico grau alimentar ou associado a dleos

essenciais.
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Revisdo de literatura

Disenteria Suina
O género bacteriano Brachyspira compreende, atualmente, nove espécies reconhecidas. AS
bactérias pertencentes a esse género sdo espiroquetas Gram-negativas moveis, flageladas e
anaerdbias, das quais trés podem ser consideradas patogénicas para suinos, Brachyspira
hyodysenteriae, B. hampsonii e B. suanatina (BURROUGH, 2017; HAMPSON, & BURROUGH,
2019). Dessas, a B. hyodysenteriae foi a primeira a ser identificada e é considerada o agente

causador cldssico da Disenteria Suina (DS) (MEYER et al., 1974a).

Fenotipicamente, a B. hyodysenteriae é uma bactéria fortemente B-hemolitica, sem crescimento
superficial no cultivo em agar, com alguns isolados apresentando hemdlise fraca (CARD et al.,
2019a; LA et al., 2019; JOERLING et al., 2020). O seu genoma é circular, com 3 milhdes de pares
de base e um plasmideo de aproximadamente 36 mil pares de base, contendo mais de 2 mil
sequéncias codificadoras de genes identificadas (BELLGARD et al., 2009). Dentre esses genes, 11
estdo relacionados a codificacdo de um agente de transferéncia de genes profago-like (GTA)
conhecido como VSH-1 (Virus Serpulina hyodysenteriae), que transfere fragmentos aleatérios
de DNA entre cepas de B. hyodysenteriae (HUMPHREY et al., 1997; MATSON et al., 2005) cuja
expressao é estimulada pela administracdao de antimicrobianos e espécies reativas de oxigénio

(STANTON, et al., 2008).

As variagOes genéticas descritas para a B. hyodysenteriae indicam que a espécie é bem
conservada, com 88% dos genes comuns a todas as 20 cepas avaliadas (BLACK et al., 2015).
Ainda assim, estudos epidemioldogicos com base na avaliagdo gendmica permitem a
clusterizacdo e identificagdo de isolados regionais, podendo assim serem avaliados a evolugdo e

transmissdo de isolados entre diferentes regides (SATO et al., 2022).

Os fatores de viruléncia gen6micos da B. hyodysenteriae ndo sdo completamente conhecidos,
com algumas associacbes de genes de motilidade, proteases e peptidases. Contudo, grande
parte desses estudos que visaram avaliar os fatores de viruléncia da B. hyodysenteriae focou
apenas nos efeitos das hemolisinas produzidas por essa espécie (TER HUURNE, et al., 1992;
HYATT et al., 1994; MAHU, et al., 2016). Foram identificados sete genes relacionados a producgdo
de hemolisinas, denominados hemolisina A (tlyA), hemolisina B (tlyB), hemolisina C (tlyC) (TER
HUURNE, et al., 1994) e uma proteina carreadora de grupo acilo que contém uma hemolisina B
(hlyA), a hemolisina putativa Ill, formada por dois genes, e a hemolisina putativa CBS contendo

dominio de proteina. A dele¢do dos genes que codificam a tlyA parece induzir lesGes mais
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brandas ou mesmo nao causar lesdes em animais experimentalmente inoculados (TER HUURNE,

1992; HYATT et al., 1994; LA et al., 2019; KEITH et al., 2022).

Genes de resisténcia a antimicrobianos ja foram descritos e identificados no genoma da B.
hyodysenteriae (KARLSSON et al., 1999; PRINGLE et al., 2004, 2007; CARD et al., 2018; LUCA et
al., 2018). Diversas classes de antimicrobianos agem pela sua ligacdo a peptidil-transferase
ribossomal, crucial na fase de alongamento da sintese proteica (DARBY et al., 2022). Dentre os
antimicrobianos comumente utilizados no controle da B. hyodysenteriae, o macrolideo Tilosina
é o de menor susceptibilidade nos ultimos anos (DANIEL et al., 2017; GARCIA-MARTIN et al.,
2018; YEH et al., 2018), com concentracdes inibitdrias superando 128 pg/ml. A resisténcia
associada a esse antimicrobiano ocorre em decorréncia de uma mutagdo no 23S rRNA (OLSON,
1996; LA et al., 2003; RUWINI, 2021a) bacteriano, que altera o sitio de ligacdo tridimensional
alvo para o principio (KARLSSON et al., 1999). Um dos ultimos genes de resisténcia identificados
na B. hyodysenteriae estd relacionado a resisténcia a pleuromutilinas, denominado tvaA

(tiamulin valnemulin antibiotic) (CARD et al., 2018).

Diversos estudos avaliaram o perfil de sensibilidade a antimicrobianos do género Brachyspira no
decorrer dos anos. HAMPSON et al. (2019), revisando os resultados desses estudos demonstram
um aumento na resisténcia a antimicrobianos, incluindo cepas resistentes a multiplos
antimicrobianos. De acordo com os resultados encontrados, cerca de 58% a 100% das cepas
avaliadas apresentavam perfil de resisténcia a lincomicina, enquanto para tilvalosina, entre 66%
e 99,5%, sem que houvesse alguma tendéncia temporal para o aumento desse perfil de
resisténcia. Para outros antimicrobianos avaliados (tiamulina e valnemulina) houve uma
tendéncia temporal de aumento da resisténcia, chegando a 100% para ambos os principios em

alguns paises (HAMPSON et al., 2019).

A patogénese da B. hyodysenteriae é praticamente desconhecida, em parte devido as
dificuldades relacionadas a replicagdo do quadro clinico em condi¢des experimentais (PARRA-
AGUIRRE et al., 2022; 2023). Existem condi¢des ndo totalmente conhecidas para que o
desenvolvimento da DS, como a necessidade de um (ou mais) microrganismo como cofator, uma
vez que animais gnotobidticos experimentalmente inoculados ndo desenvolvem a doenca
(MEYER et al. 1974ab, 1975). Conforme dito anteriormente, o quadro clinico da DS estd
relacionado a uma diarreia mucohemorragica severa, contudo, as alteracGes intestinais mais
marcantes sdo o aumento na produgao e transporte de mucinas, que sdo fatores quimiotaticos
para a B. hyodysenteriae (QUINTANA-HAYASHI et al., 2015, 2017; VENKATAKRISHNAN et al.,

2017), havendo uma alteragdo no perfil de mucinas secretadas na luz intestinal, o que estd
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associado a alguns canais i6nicos com a expressao reduzida em animais infectados (ENNS et al.,

2019).

O diagnéstico da DS se baseia nos dados clinicos observados de diarreia mucohemorragica,
associado a técnicas laboratoriais como isolamento e reagdao em cadeia da polimerase (PCR) (LA
et al.,, 2003; RUWINI, 2021ab). Alguns fatores podem influenciar o resultado de técnicas
baseadas no isolamento do agente, ainda considerado método padrdo para o diagndstico
(ACHACHA & MESSIER, 1992; OLSON, 1996; CALDERARO et al., 2005), como o tratamento com
antimicrobianos, longo tempo entre coleta e processamento das amostras no laboratério e
congelamento das amostras pré-isolamento. Outra técnica, aplicada em fragmentos de tecido
fixados em formalina tamponada, é a marcacdo de células bacterianas através da impregnacao
pela prata, que é inespecifica, ou a utilizacdo de sondas espécie-especificas sinalizadas por um

fluoréforo (BOYE et al., 1998; BURROUGH et al., 2013; NEVES et al., 2015).

Nas ultimas décadas, o perfil de sensibilidade a antimicrobianos da B. hyodysenteriae sofreu
alteracbes, com uma reducdo da sensibilidade a boa parte dos antimicrobianos utilizados
quando comparado a cepas histéricas (PRINGLE et al., 2012; PRASEK et al., 2014; KULATHUNGA
& RUBIN, 2017; MASSACCI et al.,, 2018). Parte dessa reducdo de sensibilidade pode ser
justificada pelos genes de resisténcia encontrados na espécie, e uma justificativa para o
desenvolvimento desses genes é a utilizagdo de antimicrobianos como promotores de

crescimento (AGP) (MUURINEN et al., 2021).

Resisténcia a antimicrobianos

O uso de antimicrobianos na producdo animal remonta do descobrimento e inicio da
comercializagdo destes principios (PAGE, 2006). Inicialmente, a principal funcdo desses
antimicrobianos era terapéutica, visando tratar afec¢des clinicas. Contudo, pouco apds o relato
de STOKSTAD & JUKES (1950), iniciou-se o uso de antimicrobianos como AGP, a principal forma
de utilizagdo atualmente (MCEWEN & COLLIGNON, 2018). Outras utilizagdes sdo a profilatica,
onde doses terapéuticas sdo aplicadas de forma a prevenir o surgimento de doengas infecciosas
de risco, e a metafilatica, onde um grupo de animais é tratado devido ao diagndstico ou detecgao
de alguma doenca infecciosa em um ou mais animais do lote, visando reduzir a disseminagao

daquela afec¢do (BARTON, 2000).

Uma definicdo para resisténcia a antimicrobianos é a capacidade de um microrganismo de
sobreviver aos efeitos de uma concentracdo normalmente eficaz daquele principio ativo
(BOERLIN & WHITE, 2013), ou na qual o principio ativo ndo consegue atingir uma concentragdo

capaz de inibir o crescimento bacteriano, utilizando-se a dose recomendada (SCHWARZ, et al.,
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2017). Ela pode ser dividida entre intrinseca, onde alguma caracteristica inata daquele
microrganismo o torna resistente a base antimicrobiana aplicada (como por exemplo,
Mycoplasma, que ndo possuem parede celular, sdo naturalmente resistentes a antimicrobianos
que inibem a sintese de parede celular) (SCHWARZ et al., 2017, NADEEM et al., 2020), ou

adquirida.

A resisténcia a antimicrobianos (AMR) adquirida estd relacionada a cepas bacterianas que
sofreram mutag¢des genéticas ou adquiriram material genético exdgeno que, por certos
mecanismos, podem reduzir a efetividade do antimicrobiano em questdo (NADEEM et al., 2020),

explicados a seguir.

O primeiro mecanismo é a inativacdao e modificacdo enzimatica. Ocorre através de enzimas
especificas desenvolvidas pelo microrganismo para metabolizar o principio ativo, inserindo
grupos fosfato, acetil ou adenil em sitios especificos da molécula, alterando assim sua
capacidade antimicrobiana. De forma similar, a inativacdo ocorre por enzimas produzidas pela
bactéria que clivam o principio ativo em formas sem efeito antimicrobiano, como por exemplo
B-lactamases, capazes de clivar antimicrobianos da classe dos B-lactamicos (SCHWARZ &

CHASLUS-DANCLA, 2001; SCHWARZ et al., 2017).

O segundo mecanismo é a reducdo da acumulacdo intracitoplasmatica. Existem dois
mecanismos associados: reducdo de influxo ou aumento de efluxo. A reducdo do influxo de
antimicrobianos geralmente estd associada a alteragBes funcionais, estruturais ou mesmo
delecdo de genes dos canais usados pelo principio ativo presentes na parede celular, enquanto
o aumento do efluxo antimicrobiano esta relacionado a bombas inespecificas de efluxo (familia
RND) ou transportadores especificos (Superfamilia MFS, familia ABC e familia MATE) (SCHWARZ
& CHASLUS-DANCLA, 2001; SCHWARZ et al., 2017).

Por fim, a modificagdo do alvo celular, representa o mecanismo mais variado entre eles. Pode
envolver desde mutagdes no alvo, substituicdes por alvos ndo essenciais, até superprodugao do
mesmo alvo. Em todos os casos, o antimicrobiano perde sua fungdo por ndao conseguir se ligar
de forma eficaz e em concentragdo necessaria para eliminar o microrganismo (SCHWARZ &

CHASLUS-DANCLA, 2001; SCHWARZ et al., 2017).

Compostos alternativos a antimicrobianos
Com o aumento dos relatos de AMR nos ultimos anos, o nimero de pesquisas acerca de
alternativas aos antimicrobianos aumentou vertiginosamente (Figura 1). A necessidade do
desenvolvimento desses produtos na produc¢do animal se da pelas politicas de restricdo, ja

discutidas, e a busca por alternativas que aumentem a produtividade e nao desenvolvam AMR.
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Contudo, a falta de conhecimentos acerca dos mecanismos envolvidos tanto para os AGP quanto
para os eventuais substitutos (SAAD et al., 2013; HALLORAN & UNDERWOOD, 2019; LOW et al.,
2021). Um dos mecanismos propostos para ambas as tecnologias (AGP e compostos
alternativos) é a modulagdo de microbioma intestinal, contudo, o conhecimento acerca dos
impactos das alteracGes de microbioma na saude geral ou mesmo na produtividade sdo, na

melhor hipétese, escassos.

Oleos essenciais apresentam-se como compostos alternativos aos antimicrobianos e compdem
uma categoria de nutracéuticos conhecida como compostos fitogénicos, também chamados
fitonutrientes ou fitobidticos (BALLOU et al., 2019). Sdo, em sua maioria, compostos fendlicos
extraidos de diversas partes de plantas (folhas, frutos, sementes, casca, raiz, etc.) que
apresentam potencial melhorador de desempenho quando adicionado a alimentacdo animal
(WINDISCH et al., 2008). Existem milhares de éleos essenciais descritos, com caracteristicas
guimicas variada, incluindo terpenos, fenilpropenos e terpenoides, produzidos de forma
secunddria como moléculas de comunicacdo e defesa das plantas (BRENE; & ROURA, 2010;
OMONIJO et al., 2018; STEVANOVIC et al., 2018). Oleos essenciais podem variar grandemente
dependendo de qual parte da planta e método de extragdo foram empenhados para a obtencao
desse produto (OMONIIO et al., 2018). Existem inumeros estudos avaliando a eficacia de dleos
essenciais, contudo, as metodologias, doses, formulacdes, métodos de extracdao e combinagdes
entre diferentes 6leos sdo extremamente varidveis, tornando a comparag¢do de resultados

praticamente impossivel.

Dadas suas caracteristicas lipofilicas, os mecanismos de a¢ao propostos para os 6leos essenciais
sdo baseados na passagem pela parede celular e membrana citoplasmatica, causando
perturbagdes na fisiologia dessas membranas, dentre elas a desestabiliza¢do da sua arquitetura,
aumentando sua permeabilidade e, consequentemente, alterando a produgao de energia,
transporte transmembrana de ions e outras substancias (SWAMY et al., 2016). O carvacrol, por
exemplo, parece agir como transportador de ions transmembrana, difundindo-se pela
membrana citoplasmatica e liberando ions H* no citoplasma, onde entdo captura outro ion
(como K*) e é novamente transportado para o meio extracelular, momento no qual realiza uma
nova troca de ions (K* por H*) e repete o ciclo (ULTEE et al., 2002, 1999). Outro mecanismo,
proposto para o d6leo essencial de Malaleuca alternifolia envolve a inducdo da liberacdo de
enzimas autoliticas pelo Staphylococcus aureus, com outra hipdtese sugerindo alteracées na

pressdo osmotica (SAAD et al., 2013).

Oleos essenciais podem ainda apresentar atividade anti-inflamatdria, com diferentes

mecanismos propostos para diferentes éleos essenciais. Um exemplo é a redugdo da expressao
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de IL-8, uma importante citocina pré-inflamatdria pelo terpinen-4-ol, enquanto o eugenol inibe
a producgdo de IL-1B, IL-6 e IL-10, além de inibir a agdo inflamatéria do LPS (SAAD et al., 2013).
Um mecanismo molecular proposto para a reducgdo dessas citocinas é a supressao da via do fator

nuclear kB (NF-xB) (SAAD et al., 2013).

FRANZ et al. (2010) avaliaram o consumo voluntdrio de racdo suplementada com odleos
essenciais, encontrando resultados variando de -9 a 12%, ndo sendo possivel associar o aumento
do consumo unicamente com a suplementacao, ja que o préprio crescimento animal pode gerar
0 aumento no consumo. Parece haver influéncia da suplementacdo com 6éleos essenciais na
digestibilidade e motilidade do trato gastrointestinal, com aumento na digestibilidade atribuido
a maior secrecdo enzimatica e biliar (ZHAI et al., 2018). Existem, ainda, estudos avaliando a
atividade antimicrobiana de alguns éleos essenciais e seu impacto na microbiota intestinal,
como moduladores, e mesmo avaliando a capacidade de inibicdo do crescimento de alguns
patégenos (AMBROSIO et al., 2020; HULANKOVA & BORILOVA, 2011; VANDE MAELE et al., 2016;
WALIA et al., 2017), e consequentemente sua modulacdo imunoldgica, principalmente no
ambito intestinal, dada profunda relacdo entre microbiota intestinal e sistema imune de

mucosa.

Conforme dito anteriormente, mesmo quando aplicados os éleos essenciais mais comumente
testados (timol, carvacrol, eugenol e cinamaldeido), diferencas metodoldgicas impedem a
comparacao pratica entre resultados (FRANZ et al., 2010; STEVANOVIC et al., 2018). Entretanto,
outra acdo associada aos 6leos essenciais é a sua capacidade antioxidante, principalmente na
forma de seus fendis, mas também associada a outras fra¢des fitoquimicas (FRANZ et al., 2010;
WINDISCH et al., 2008). Essa caracteristica pode ser explorada tanto na alimentagdo animal,
onde a suplementa¢do pode tanto auxiliar na preveng¢ao da oxidacdo de gorduras da dieta
quanto gerar melhores perfis séricos de enzimas e acidos graxos poli-insaturados (FRANZ et al.,
2010; OMONILJO et al., 2018), alterando assim a composi¢do do tecido adiposo desses animais,
quanto na preservagdo de produtos carneos, prolongando sua vida util e impedindo alteragdes

qualitativas destes produtos (ZHAI et al., 2018).

Acidos organicos s3o comumente utilizados na producdo de suinos como acidificantes para
animais pds-desmama como forma de melhorar a digestibilidade do novo alimento, antes a base
de leite materno, mudando radicalmente para uma dieta praticamente exclusiva em graos
(SUIRYANRAYNA & RAMANA, 2015). Entretanto, o principal foco das pesquisas dos acidos
organicos nos ultimos anos foi no ambito de promotor de crescimento e antimicrobiano

(SUIRYANRAYNA & RAMANA, 2015).
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Os acidos organicos podem ser definidos como compostos organicos de baixa acidez e pouca
dissociacdo em meios aquosos (PANDA et al., 2016), englobando basicamente trés categorias:
acidos graxos de cadeia curta, média e acido tricarboxilico (TUGNOLI et al., 2020). Acidos graxos
de cadeia curta sdo acidos carboxilicos de até cinco atomos de carbono, com os acidos acético,
propiénico e butirico como principais representantes. A suplementagao com acidos graxos de
cadeia curta melhorou parametros intestinais em leitdes como altura de vilosidade, reducdo de
apoptose de enterdcitos e aumento da expressdo de moléculas de adesdo intercelular (DIAO et

al., 2019).

Acidos graxos de cadeia média ocorrem naturalmente em 6leos e gorduras vegetais,
principalmente palma e coco (ZENTEK et al., 2011), sendo majoritariamente absorvidos por
difusdo passiva e transportados através da albumina (ZENTEK et al., 2011). J4 foram descritas
acOes antimicrobianas (DECUYPERE & DIERICK, 2003) e melhorias em parametros
morfofisiolégicos intestinais como altura de vilosidades e menor infiltrado linfocitico em lamina

propria (DECUYPERE & DIERICK, 2003).

O 4acido benzoico é um dos 4acidos organicos mais simples, com relatos de atividade
antimicrobiana, antioxidante e regulatéria de fungdes intestinais (CHERRINGTON et al., 1991;
MAO et al., 2019). A sua associacdo com dacido butirico (butirato) gerou um aumento no
consumo e ganho de peso quando administrado na dieta de leitdes entre 7 e 21 dias, bem como
na digestibilidade aparente. Os efeitos do 4cido benzoico sobre a microbiota foram avaliados
em alguns estudos, com alteragGes significativas na diversidade da microbiota intestinal,
contudo, pouco compreendidas acerca da importancia dessas altera¢gdes na saude intestinal
(DIEBOLD & EIDELSBURGER, 2006; MAO et al.,, 2019; SUIRYANRAYNA & RAMANA, 2015;
TUGNOLI et al., 2020; WEI et al., 2021)

Ao considerarmos os nutracéuticos como eventuais substitutos para antimicrobianos,
expandimos exponencialmente o numero de compostos com potencial antimicrobiano e,
adicionalmente, dificultado, ao menos parcialmente, o desenvolvimento de resisténcias. Nesse
contexto, é importante salientar que essas tecnologias exigem testes para determinar sua real
eficacia frente aos microrganismos desejados e seus niveis de seguranca. Alternativas ndo
baseadas em antimicrobianas ja foram testadas e demonstraram eficacia no controle de
doencgas em rebanhos suinos, contudo, geram a sele¢do de microrganismos resistentes em um

processo de co-selecdo (CIESINSKI et al., 2018).
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Capitulo 1 —Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro do acido

benzoico grau alimentar e associado a 6leos essenciais
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1. Introdugdo

Nos ultimos anos, o numero de microrganismos resistentes e multirresistentes a
antimicrobianos tem aumentado, se tornando alvo de investigacdes ao redor do mundo, sendo
um tépico de grande interesse para a Organizacdao Mundial da Saude (OMS) (UNITED NATIONS
ENVIRONMENT PROGRAMME, 2023; WORLD HEALTH ORGANIZATION WESTERN PACIFIC
REGION, 2023). Um dos primeiros relatos acerca da resisténcia a antimicrobianos (AMR) foi feito
pelo préprio descobridor da penicilina, que poucos anos apés a descoberta, comecgou a notar
microrganismos, antes sensiveis, se tornarem mais resistentes ao principio ativo descoberto
(FLEMING, 1945). No final da década de 60, um comité europeu foi formado para avaliar os
riscos da utilizacdo de antimicrobianos na producdo animal (SWANN et al., 1969), que culminou
na adocdo de politicas de restricdo ao uso de antimicrobianos na forma de promotores de
crescimento em toda a Europa quase quatro décadas depois (THE EUROPEAN PARLIAMENT AND
THE COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003), politica posteriormente adotada pelos Estados
Unidos (USA FDA, 2015).

A associacdo entre o uso de antimicrobianos na producdo animal e o aumento da AMR é
conhecida e discutida ha alguns anos (SIMONSEN et al.,, 1998; VAN DEN BOGAARD &
STOBBERINGH, 1999; ABUOUN et al., 2021), principalmente quando a administracao é feita na
forma de promotores de crescimento. A administracdo dessas drogas nesse formato também
pode ser chamada de uso subterapéutico de antimicrobianos (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA,
2001), que difere das formas de prevencdo e tratamento de afeccGes em animais. O uso
terapéutico de antimicrobianos envolve a administracdo de uma base, nas doses recomendadas,
visando combater ou controlar uma infeccdo ativa, enquanto o uso metafilatico ou preventivo
envolve a administracdo de uma base antimicrobiana em um grupo de animais de um mesmo
lote ou grupo no qual um ou mais individuos apresentam sintomatologia clinica (SCHWARZ et

al., 2001).

A carne suina é a segunda mais produzida e consumida do mundo, sendo produzidos mais de
120 milhdes de toneladas com um consumo per capita de aproximadamente 14kg/ano FDA-UN,
2023). Ao mesmo tempo, a produgdo suinicola é responsavel pelo maior consumo de
antimicrobianos (VAN BOECKEL et al., 2015) dentre as espécies domésticas, o que torna
imperativo o desenvolvimento de politicas e tecnologias que permitam a reduc¢do do seu uso
subterapéutico na espécie sem que haja impactos na produtividade. Um estudo observando as
repercussoes da retirada de promotores de crescimento de granjas suinas na Dinamarca revelou
gue os impactos na produtividade ocorreram principalmente em leitdes desmamados, mas que

nao afetaram o crescimento da produtividade dinamarquesa no periodo avaliado (WHO, 2003).
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Contudo, os mesmos autores sugerem que outras medidas foram tomadas para reduzir os
impactos, principalmente melhorias de biosseguridade e o uso de compostos alternativos aos

antimicrobianos.

Dentre as alternativas ao uso de promotores de crescimento antimicrobianos (AGP), os
nutracéuticos tém sido amplamente pesquisados. Abrangendo uma ampla, e crescente, gama
de principios, os nutracéuticos podem ser definidos como alimentos funcionais que auxiliem no
tratamento e/ou prevencdo de doencas e/ou desordens (KALRA, 2003). Atualmente, dleos
essenciais, acidos organicos, prebidtico, probidticos e enzimas compdem os principais
nutracéuticos utilizados na producdo animal (BALLOU et al., 2019), com diferentes objetivos e
modos de acdo. Acidos organicos s3o definidos como compostos organicos de baixa acidez que
nao se dissociam completamente quando solubilizados em agua (PANDA et al., 2016), podendo
ser administrados via dgua ou racdo, ou ainda ser encapsulados para reduzir a volatilidade e
permitir diferentes sitios e periodos de liberacdo do principio ativo. O dcido benzoico é um acido
organico levemente sollvel em agua, composto por um anel de benzeno e um grupo carboxilico
que apresenta capacidade de inibicdo do crescimento de alguns microrganismos patogénicos,

sendo utilizado como conservante de alimentos (MAOQ et al., 2019).

Um importante patdgeno entérico na producdo suina é a B. hyodysenteriae, um dos agentes da
Disenteria Suina (DS), que leva a um quadro de diarreia mucohemorragica severo, acometendo
principalmente animais em fase de terminagcdo (HAMPSON & BURROUGH, 2019). A B.
hyodysenteriage é uma espiroqueta Gram-negativa, anaerdbica e mdvel, com um genoma
circular bem conservado entre cepas (BELLGARD et al., 2009; BLACK et al., 2015) e poucos genes
de resisténcia a antimicrobianos ja identificados (PRINGLE et al., 2004; CARD et al., 2018; LUCA
et al., 2018).

N3o existem estudos avaliando o impacto econdmico da DS em rebanhos suinos, enquanto
estudos acerca da prevaléncia sdo raros e, geralmente, subestimados devido aos métodos
diagnosticos disponiveis (BARCELLOS et al., 2000; CARVAJAL et al., 2006; BIKSI et al., 2007; VIOTT
et al., 2013). O controle da DS é baseado no uso de antimicrobianos de forma profilatica, sendo
os mais utilizados a tiamulina, valnemulina, lincomicina e tilvalosina. Contudo, em diversas
regides do mundo, as avaliacdes de sensibilidade a antimicrobianos da B. hyodysenteriae
revelam uma redugdo dessa sensibilidade (PRINGLE et al., 2007, 2012; DUINHOF et al., 2008;
SPERLING et al., 2011; DANIEL et al., 2017; MAHU, M. et al., 2017; MASSACCI et al., 2018; YEH
etal., 2018; HAMPSON et al., 2019). A falta de metodologias rapidas de determinacao de valores

de MIC representa um desafio na escolha de antimicrobianos para o tratamento da DS
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(HAMPSON et al., 2019), principalmente em momentos de surtos, onde a mortalidade pode

aumentar significativamente em animais de terminacao.

Pesquisas acerca de compostos alternativos para o tratamento e controle da DS sdo escassas,
sendo a grande maioria avaliagdes in vitro (BERNARDEAU et al., 2009; KUTASI et al., 2016;
VANDE MAELE et al., 2016; DE NOVA et al., 2017; DRASKOVIC et al., 2019). Outro complicador é
que essas pesquisas avaliaram compostos diferentes, principalmente éleos essenciais e
compostos fitogénicos, tornando complexa a interpretacao da eficdcia dos nutracéuticos sobre

a espécie.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do acido benzoico
grau alimentar bem como sua associacdo a 6leos essenciais sobre a B. hyodysenteriae através

da técnica de microdiluigdo em caldo.

2. Material e Métodos

2.1. Microrganismos
Para este estudo, nove cepas de Brachyspira hyodysenteriae foram obtidas a partir do
isolamento microbiano a partir de fezes de suinos com sintomatologia clinica de DS remetidas a
Escola de Veterindria da UFMG para diagndstico laboratorial. As cepas obtidas no isolamento
tiveram a espécie bacteriana confirmada pela técnica de reacdo em cadeia de polimerase duplex
para B. hyodysenteriae e B. pilosicoli, a partir da qual foi detectado apenas DNA de B.
hyodysenteriae. Também foi utilizado uma cepa referéncia (B204). As cepas foram selecionadas
em decorréncia do perfil de sensibilidade a antimicrobianos e éleos essenciais avaliados em

outro estudo (ARAUJO, 2020).

As 10 cepas (Tabela 1) foram utilizadas na avaliagcdo de Concentracao Inibitoria Minima (MIC) in

vitro dos principios ativos: dcido benzoico grau alimentar e associado a dleos essenciais.

A partir do isolamento inicial, as cepas foram mantidas a -80°C até a realizacdo do presente
estudo, quando foram semeadas diretamente em placas de meio seletivo para Brachyspira spp.
[(dgar triptona de soja (TSA) suplementado com 5% sangue ovino, rinfampicina (6,25 mg/ml),
espectinomicina (800 mg/ml), vancomicina (25 mg/ml) e colistina (25 mg/ml) (adaptado de
NOVOTNA&SKARDOVA, (2002) e incubados, por trés dias, a 37°C, em jarras de anaerobiose.
Apds este periodo, as cepas foram semeadas em TSA suplementado com 5% sangue ovino e
incubadas, por trés dias, a 37°C, em jarras de anaerobiose. Para obtencdo de 102 bactérias/ml,
as placas foram lavadas com caldo BHI suplementado com 10% de soro fetal bovino e a

concentragao foi determinada com escala de McFarland, 0,5.
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2.2. Diluicdo dos principios ativos
O principio ativo VevoVitall (Acido benzoico grau alimentar - DSM Produtos Nutricionais Brasil
SA) foi diluido em metanol na concentracdo de 250.000ug/ml e esterilizado por passagem em

filtro de poro 0,22 um e armazenado em congelador (-1 a -4°C) até posterior uso.

Em decorréncia da ndo solubilizacdo completa do produto comercial devido a
microencapsula¢do adotada pelo fabricante, o principio VevoWin foi preparado a partir do acido
benzoico grau alimentar (223.250 pg), adicionado de 15.210 yg da mistura de 6leos essenciais,
composto de timol, eugenol e piperina (CRINA — DSM Produtos Nutricionais Brasil SA) e 11.540
pg de sais inertes (solugdo de PBS — Fosfato de sédio mono e dibésico e cloreto de sdédio),
totalizando 250.000 pg/ml, esterilizados por passagem em filtro 0,22 um e armazenados em

congelador (-1 a -4°C) até posterior uso.

2.3. Determinacgdo da Concentracdo Minima Inibitdria
Para a técnica de MIC, os principios ativos foram diluidos a 11 diferentes concentracdes e
adicionados a suspensdo de bactérias, com concentragdes variando entre 10.000ug/ml a
4.88ug/ml para o VevoVitall, e entre 12.000 pg/ml e 11.72 pg/ml para o VevoWin, incluindo
controle negativo, sem adicdo de nenhum composto, e um controle do diluente, onde foi

adicionado metanol na mesma proporg¢do que foi adicionado aos pogos com os principios.

3. Resultados

O valor de MIC do crescimento bacteriano foi determinado de acordo com a turbidez nas

diferentes concentracdes, apresentado na tabela 2, de acordo com ARAUJO (2020).
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Tabela 1. Origem e ano de isolamento dos isolados de B. hyodysenteriae utilizados na avaliagdo

in vitro
No. Identificacao Origem (Estado Brasileiro) Ano de isolamento
interna

1 B204 ATCC® 31212 ATCC® 31212
2 365/12 - 2012

3 HK240 Sao Paulo 2018

4 F28/19 - TP3 Parand 2019

5 493/13 - 2013

6 GB2 Minas Gerais 2013

7 415/15 Minas Gerais 2012

8 F26/18-1 (6) Sdo Paulo 2018

9 F28/19-3650w Parana 2019

10 CP2 Rio Grande do Sul 2018
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Tabela 2. Valores de MIC em pg/ml para cada cepa e principio ativo, incluindo controle de

diluente, pela técnica de microdiluicdo em caldo

Valores de MIC (em pg/ml)

Cadigo ] i ]
Ac. Benz. Grau alimentar Ac. Benz. Oleo Metanol
B204 2.500 3000 >4%
365/12 2.500 3000 >4%
HK240 2.500 3000 >4%
F28/19 - TP3 2.500 3000 >4%
493/13 2.500 3000 >4%
GB2 2.500 3000 >4%
415/15 2.500 3000 >4%
F26/18-1 (6) 2.500 3000 >4%
F28/19-3650w 1.250 1500 >4%
CcpP2 2.500 3000 >4%

4. Discussao

Existe uma escassez de estudos avaliando a atividade antimicrobiana de compostos alternativos
para a B. hyodysenteriae. O objetivo do presente estudo foi elucidar os valores de MIC para dez
isolados de B. hyodysenteriae, levando em consideragdo as recomendacgdes de niveis de inclusao
de cada produto na ragdo. A técnica de microdiluicdo em caldo foi recentemente desenvolvida
e padronizada (ARAUJO, 2020), apresentando uma boa capacidade em determinar o valor de
MIC para diferentes principios, sendo, portanto, escolhida como método para avaliagdo de
ambos os produtos. Atualmente existem poucas técnicas de determinacdo de MIC para
microrganismos anaerdbicos como a B. hyodysenteriae, sendo elas a diluicdo em 4&gar
(KULATHUNGA et al., 2023), a macrodiluicdo em caldo KARLSSON et al., 2002) e a microdilui¢do
em caldo (HERBST et al., 2014; ARAUJO, 2020).

O método de diluicdo em agar se baseia na producdo de placas de agar de cultivo para B.
hyodysenteriae contendo, em diferentes placas, diferentes concentragdes do principio ativo a
ser testado (MESSIER et al., 1990; PRASEK et al., 2014; KULATHUNGA et al., 2023). O preparo e

cultivo dessa metodologia é complexo e exige um grande volume de placas, a depender da
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quantidade de principios e isolados a serem testados. O método de macrodiluicdo em caldo
proposto por KARLSSON et al (2002) foi um dos mais utilizados (PRINGLE et al., 2012; DANIEL et
al., 2017; VEGA et al., 2022), principalmente devido a disponibilizacdo de uma placa comercial
ja contendo os principios ativos (VetMIC Brachy — SVA — National Veterinary Institute, Uppsala,
Suécia), onde era necessario adicionar a cada po¢o um volume adequado de uma suspensao da
bactéria em caldo BHI. Contudo, por ja conter os principios liofilizados, ndo seria possivel avaliar
outros produtos, e por se tratar de uma placa com 48 pocos, o niumero de dilui¢cdes e principios
se torna um pouco mais limitado. O principio da técnica de microdiluicdo é similar ao proposto
por KARLSSON et al (2002), contudo, cada principio ativo pode ser adicionado separadamente a
uma placa de 96 pocos, o que permite a avaliacdo de quaisquer produtos solliveis, em qualquer

concentracdo desejada.

A recomendacado de inclusdo do acido benzoico grau alimentar na alimentacdo de suinos é de
5kg/t, enquanto a sua forma associada a dleos essenciais tem uma inclusdo recomendada de
3kg/t (DSM Produtos Nutricionais Brasil SA). Um Unico estudo realizou a avaliacdo da efetividade
do acido benzoico sobre a B. hyodysenteriae, indicando um MIC de aproximadamente
5000pg/ml, valor compreendido no nivel de inclusdo indicado (VANDE MAELE et al., 2016). Para
evitar que qualquer isolado apresentasse MIC superior ao indicado por VANDE MAELE et al
(2016), um log acima foi escolhido como inicial. Nossos resultados apontam uma sensibilidade
similar para o acido benzoico grau alimentar (2500ug/ml) em relagdo aos isolados belgas,
incluindo as cepas de referéncia utilizadas (B204 — ATCC® 31212™ no presente estudo e B78 —
ATCC® 27164™ no estudo belga), apenas um isolado (F28/19 — 3650w) apresentando um MIC
de 1250pg/ml. O perfil de sensibilidade a antimicrobianos desse isolado é similar aos demais
(ARAUJO, 2020), e ainda esta dentro da faixa de variagdo (um log abaixo ou acima) considerada

aceitavel para testes de diluicdo em caldo (KARLSSON et al., 2002).

Em contrapartida, ndo existem resultados de MIC da associagdo entre o acido benzoico e 6leos
essenciais para a B. hyodysenteriae na literatura. Dessa forma, a concentragao inicial para a
avaliacdo dessa associagao foi alterada para ampliar o espectro de detec¢do do teste e chegar a
concentracdo sugerida de 3000pug/ml em diluicbes subsequentes. Os resultados indicam um
valor de MIC exatamente igual ao sugerido para a inclusdao, novamente com apenas uma cepa
(F28/19 — 3650w) apresentando um log a menos como resultado. VANDE MAELE et al (2016)
encontraram que a associagao entre 6leos essenciais e dcidos organicos apresentaram apenas
efeitos aditivos, enquanto os valores obtidos na avaliacdo do acido benzoico grau alimentar e
associado no presente estudo sdo préximos, sugerindo que ndo houve efeitos sinérgicos ou

aditivos entre acido benzoico e dleos essenciais nas concentragdes avaliadas.
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Relatos acerca da utilizacdo de dacidos organicos como substitutos aos antimicrobianos
remontam da década de 60 (HENIS et al., 1964), e seus mecanismos antimicrobianos ndo sdo
completamente reconhecidos, sendo descritos mecanismos envolvendo a difusdo da sua forma
nao dissociada pela parede celular bacteriana seguida pela sua dissociagdao no citoplasma
bacteriano (MROZ, 2005), aonde acarretaria em alteragdes de pH citoplasmatico e ativacao de
mecanismos de compensacao para ajuste do pH pela bactéria, consequentemente aumentando

a demanda energética e reduzindo a disponibilidade de energia para a replicagdo.

Numa avaliagdo para a sensibilidade antimicrobiana de acidos organicos e dleos essenciais para
diversas cepas de Escherichia coli, Salmonella e Clostridium perfringens, GOMEZ-GARCIA et al.
(2019) encontraram pouca variacdo de resultados para cepas e cada acido organico, contudo
grandes diferencas entre cada espécie, ilustrando uma impossibilidade de transpor resultados
de uma espécie para outra, mesmo que com caracteristicas similares. Entretanto, outro estudo
(BONETTI et al., 2020) avaliou a atividade inibitéria do acido benzoico sobre a E. coli,

encontrando resultados similares aos encontrados em nosso trabalho.

Em suinos, um dos primeiros relatos encontrados avaliou a eficacia do uso dos acidos latico e
citrico no controle da doenga do edema (TSILOYIANNIS et al., 2001b) e acidos propidnico, latico,
férmico, malico, citrico e fumdrico no controle da diarreia pds-desmama (TSILOYIANNIS et al.,
20012), demonstrando efetividade destes compostos na inibicdo do crescimento de cepas de E.
coli testadas. Outros estudos apontam que a suplementacdo da dieta de leitGes entre 40 e 50
dias de vida com &cidos orgéanicos reduz a excrecdo de Salmonella e/ou melhoram os indices

zootécnicos (CALVEYRA et al., 2012; LYNCH et al., 2017; RUGGERI et al., 2018).

A suinocultura é um brago importante da economia mundial, sendo a segunda carne mais
consumida no mundo. Estratégias para que a sua producdo se dé de forma sustentdvel e
alinhada com os conceitos de Satde Unica, como a preocupagdo com o desenvolvimento de
microrganismos resistentes a antimicrobianos, sdo fundamentais para assegurar que a
produtividade e saude humana e animal caminhem juntas, gerando os menores impactos
possiveis na sociedade. Como um dos maiores consumidores de antimicrobianos na producao
animal, a producdo de suinos deve se atentar aos pormenores para atingir esses objetivos,
utilizando-se de tecnologia e medidas de biosseguridade para reduzir o uso desnecessario de
antimicrobianos e, consequentemente, auxiliando na reducdao do desenvolvimento da

resisténcia.

Estudos avaliando alternativas aos antimicrobianos apresentaram um aumento consideravel

nos ultimos anos, alavancados principalmente pela pressdo de politicas publicas voltadas a
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restricdo ao uso indiscriminado desses produtos. InUmeras alternativas sdo plausiveis de
aplicacdo na producdo suinicola, contudo, o respaldo na ciéncia é fundamental, levando em
consideracdo a imensa gama de possiveis candidatos. Outra importante faceta deste problema
é que, até o presente momento, ndo existe um substituto perfeito, que controlara todas as
afec¢Bes no sistema produtivo, sendo de baixo custo e facil aplicacdo. Dentre as principais
medidas a serem tomadas, o aumento ou melhoria de medidas de biosseguridade é,
seguramente, a melhor opcao, impedindo a entrada de patdgenos e microrganismos prejudiciais
a producdo no sistema produtivo, ficando o uso de alternativas como ferramenta secunddria
para o combate de falhas na biosseguridade ou controle de doencas ja estabelecidas de dificil

erradicacao.

O real impacto da Disenteria Suina na producdo ndo é completamente conhecido nem
mensurado. As estratégias de controle ainda sdo completamente baseadas no uso de
antimicrobianos tanto profilatico quanto terapéutico e metafilatico, podendo estar associadas
ao aumento da resisténcia a antimicrobianos observada nos ultimos anos para a espécie.
Pesquisas avaliando compostos alternativos para o controle e tratamento da DS sdo
extremamente escassas, revelando a necessidade do desenvolvimento de linhas de pesquisa

voltadas para a espécie.

O presente estudo é o primeiro a demonstrar a capacidade inibitdria do acido benzoico grau
alimentar e associado a éleos essenciais sobre a B. hyodysenteriae in vitro. Apesar de ser um
estudo in vitro, a capacidade inibitdria encontrada nos nossos resultados encoraja futuros
prospectos de outros produtos, bem como a evolu¢do desse estudo para um modelo in vivo,

que sera explorado no capitulo 2.
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Capitulo 2 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vivo do acido
benzoico grau alimentar e associado a Oleos essenciais em um

desafio experimental com B. hyodysenteriae
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1. Introdugdo

Existem, atualmente, nove espécies descritas no género Brachyspira, das quais sete ja foram
detectadas em suinos. Dentre as espécies patogénicas para suinos, a de maior destaque é a
Brachyspira hyodysenteriae, principal causadora da Disenteria Suina (DS) (HAMPSON &
BURROUGH, 2019), importante causa de perdas econOmicas na suinocultura mundial
principalmente em animais de recria e termina¢do (BURROUGH, 2017). Outra espécie associada
a DS é a B. hampsonii, contudo, ndo existem relatos da sua detecg¢do no Brasil. A B. pilosicoli, por
sua vez, é relacionada a uma doenga menos severa, conhecida como espiroquetose intestinal
suina (HAMPSON & BURROUGH, 2019). Alguns relatos identificam uma terceira espécie, a B.
suanatina, como agente etiolégico da DS em paises europeus (RASBACK et al., 2007; CYBULSKI
et al., 2023).

Os aspectos metabdlicos da B. hyodysenteriae sao pouco conhecidos, com estudos
demonstrando duas vias de geracao de energia a partir da glicose, uma gerando butirato e outra
acetato, que utilizam NADH como parte de seu metabolismo (STANTON, 1997). A fonte de
lipideos (colesterol) também é uma fonte importante para o crescimento bacteriano in vitro
(STANTON & CORNELL, 1987), sendo sugerido que parte da lesdo intestinal causada pode estar
relacionada ao uso dos lipideos da membrana citoplasmadtica das células eucariotas intestinais.
O metabolismo do NADH também estd relacionado ao consumo de O; e producdo de H,

importante na manutencdo da anaerobiose (STANTON, 1989).

Todos os organismos aerdbicos exigem oxigénio molecular como receptor de elétrons para a
producdo de energia, com a desvantagem de gerar radicais livres, dentre eles as espécies
reativas de oxigénio (ROS) (SORDILLO & AITKEN, 2009). O acumulo de ROS pode gerar lesGes em
membranas lipidicas, proteinas e material genético. Contudo, niveis basais de ROS sdo
necessarios para o funcionamento celular normal (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015; LIN et al.,
2022). Para mitigar o acumulo de radicais livres, os sistemas organicos desenvolveram
substancias para atrasar, prevenir ou reverter os danos causados as moléculas, chamadas

antioxidantes, que podem ser enzimaticas ou ndo enzimaticas (LIN et al., 2022).

Dentre as moléculas antioxidantes, uma das mais bem estudadas é a catalase (CAT), responsavel
pela quebra do perdxido de hidrogénio (H.02) em dgua (H,0) e Oxigénio (O3), estando presente
na maioria dos tecidos que utilizam oxigénio (MAHOMOODALLY et al., 2022). O sistema
glutationa (GSH) é um conjunto de enzimas que protegem organelas, principalmente
mitocondrias, e auxiliam a CAT na reducdo do H,0, e perdxidos de acidos graxos (HALLIWELL &
GUTTERIDHE, 2015). A glutationa S-transferase (GST) é uma enzima do sistema glutationa

associada ao metabolismo de xenobidticos (compostos exdgenos) como toxinas e drogas,
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conjugando o composto a GSH (HALLIWELL & GUTTERIDHE, 2015). Outra grande familia de
enzimas, detectada em diversos drgados, é a superdoxido desmutase (SOD), cuja principal fungdo
é a desmutacdo do radical superdxido (0,*") em H,0; e O; (HALLIWELL & GUTTERIDHE, 2015). Os
peréxidos lipidicos (LPO) sao formados a partir da degradacdo de acidos graxos poliinsaturados
que foram atacados por perdxidos e ions metdlicos, principalmente ferro (Fe) (GASCHLER &
STOCKWELL, 2017). O éxido nitrico (NO) participa de diversas func¢des intestinais, dentre elas a
manutencdo da integridade da mucosa (LANAS, 2008), sendo produzido a partir da oxidacdo da

L-arginina em L-citrulina pelo 6xido nitrico sintase (NOS).

O uso de antimicrobianos permanece como uma das poucas ferramentas na prevengdo e
controle da DS (HAMPSON & BURROUGH, 2019), ja que ndo existem vacinas comerciais eficazes
disponiveis (NEIRYNCK et al., 2018). Em decorréncia disso, a sensibilidade a antimicrobianos da
B. hyodysenteriae vem reduzindo, com alguns genes especificos sendo identificados nos ultimos

anos (MAHU et al., 2017; CARD et al., 2018; HAMPSON et al., 2019)

Lideradas pela Unido Europeia e Estados Unidos, politicas publicas de restricdo ao uso
indiscriminado de antimicrobianos vém sendo implementadas (BRASIL, 2016ab, 2020) no Brasil,
com uma tendéncia a serem adotadas em todos os paises exportadores de produtos de origem
animal de forma a atender as exigéncias dos paises importadores principalmente europeus (THE
EUROPEAN PARLIAMENT AND THE COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003, 2018). A partir
dessas politicas, o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento ou mesmo na
forma profilatica sera banido ou estritamente controlado. A principal justificativa para a adog¢ado
de tais medidas é justamente o aumento da resisténcia a antimicrobianos (AMR), que sé no ano
de 2019 teve mais de 1,5 milhdo de mortes associadas a resisténcia, avaliando exclusivamente

infecgdes do trato respiratdrio inferior (MURRAY et al., 2022).

Uma das justificativas para o aumento da AMR é a sua utilizagdo na produgdo animal, que no
ano de 2010 consumiu cerca de 63 mil toneladas, com o maior nivel de consumo atribuido a
suinos (VAN BOECKEL et al., 2015). A prerrogativa da preocupagdo do aumento de AMR em
animais se da pela possibilidade de transmissdo de genes de resisténcia, desenvolvidos em
microrganismos em animais, para microrganismos potencialmente patogénicos para humanos,
mesmo que apenas um estudo tenha sido encontrado demonstrando similaridade genética
entre amostras humanas e animais resistentes a meticilina, com uma correlacdo espaco-

temporal que pudesse justificar a transmissdo animal-humana (HOWER et al., 2013) .

Alternativas ao uso de antimicrobianos sdo pesquisadas ha anos, contudo, o nimero de

trabalhos publicados acerca do tema aumentou consideravelmente nos ultimos anos. Sé nos
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ultimos trés anos (2021, 2022 e 2023), a média de publicagdes foi aproximadamente 1,6 vezes
maior quando comparado a década anterior (2011 a 2020), avaliando o banco de dados

disponivel no PubMed (BURROUGH, 2017; HAMPSON, & BURROUGH, 2019).

Uma das alternativas sdo os acidos organicos, entre eles o acido benzoico, e os éleos essenciais.
O acido benzoico é um dos mais simples acidos organicos, cujas propriedades promotoras de
crescimento em leitdes sdo sugeridas em diversos artigos (KLUGE et al., 2006; MAO et al., 2019;
ZHAI et al., 2020; WANG, FANG et al., 2021). Oleos essenciais s30 compostos bioativos extraido
de plantas (OMONIJO et al., 2018) que podem ter a¢des modulatdrias e antimicrobianas no trato
gastrointestinalHAMMER et al., 1999; WINDISCH et al., 2008; DIAO et al., 2014; FRATINI et al.,
2020).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficdcia da suplementacdo com acido benzoico grau
alimentar e associado a 6leos essenciais frente a um desafio experimental de B. hyodysenteriae
em leitdes susceptiveis, avaliando eficacia na reducdo de sinais clinicos de diarreia, lesdes macro
e microscopicas e excre¢do fecal, bem como observar os efeitos do desafio em pardmetro de

estresse oxidativo na mucosa intestinal com e sem a suplementagdo com os principios.

2. Material e métodos

2.1. Animais e delineamento experimental

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA 210/2021) da UFMG.

Foram utilizados 40 leitdes de 21 dias de idade, provenientes de uma granja comercial, sem
histdrico clinico de diarreia e testados negativos para Brachyspira spp., Lawsonia intracellularis
e Salmonella sp. Os animais foram separados em quatro grupos, sendo esses: grupo controle
negativo (NC) com animais que ndo foram suplementados com nutracéuticos e nem inoculados
com B. hyodysenteriae (n = 10); grupo suplementado com acido benzoico grau alimentar (BA) a
partir de 32 dias de idade e inoculados com B. hyodysenteriae (n=10); grupo suplementado com
acido benzoico e dleos essenciais (BAEQO) a partir de 32 dias de idade e inoculados com B.
hyodysenteriae (n=10); e grupo controle positivo (PC) ndo suplementados com nutracéuticos e

inoculado com B. hyodysenteriae (n=10) (Figura 2).

Os animais foram pesados na chegada as instalagdes e randomizados de forma a balancear a
distribuicdo de peso em dois blocos (leves, com até 4,5 kg, e pesados, acima de 4,5 kg) entre os
tratamentos, sendo entdo alojados em trés salas, aclimatados as instalagdes por sete dias,
recebendo ragdao comercial pré-inicial e dgua ad libitum. A inoculagdo dos animais dos grupos
BA, BAEO e PC ocorreu aos 50 dias de idade, em trés dias consecutivos, dias 0, 1 e 2. Amostras

de fezes foram coletadas aos 32, 50, 53, 56, 59, 62 e 64 dias de idade (dias-18,0, 3,6,9,12e 14
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em relagdo ao primeiro dia da inoculagdo), e testadas por qPCR para B. hyodysenteriae (RUBIN
etal., 2013). Os animais foram eutanasiados 14 dias pds-inoculagdo (dpi) de acordo aos critérios
estabelecidos CEUA e necropsiados. Durante o experimento ndo foi empregado nenhum tipo de
antimicrobiano ou composto que pudesse interferir no resultado do estudo. As atividades foram
executadas de acordo com protocolos de biosseguranga pré-estabelecidos, por uma equipe
treinada dividida em trés grupos distintos, cada uma responsavel por um dos grupos
experimentais de modo a minimizar a chance de contaminacdo cruzada entre os grupos

experimentais.

2.2. Dieta
Todos os animais receberam racao balanceada ad libitum, a base de milho e soja, atendendo as
demandas metabdlicas durante todo o periodo experimental (Tabela 3). Durante o periodo de
aclimatacdo os animais receberam racdo suplementada com antimicrobianos e éxido de zinco,
conforme a realidade da granja de origem, buscando-se reduzir eventuais afec¢des entéricas
por consequéncia do stress. Apds o periodo de aclimatac¢do, os animais foram introduzidos a
nova dieta de forma progressiva durante trés dias, com substituicdo progressiva da racdo
suplementada com antimicrobiano pela racdo experimental. Assim, os leitdes do grupo BA
receberam racdo suplementada com VevoVitall na proporcdo de 5 kg por tonelada de racdo, a
partir de 18 dias antes da inoculacdo, até o fim do experimento, enquanto os animais do grupo
BAEO receberam ragdo suplementada com VevoWin na proporc¢do de 3 kg por tonelada pelo
mesmo periodo. Os animais dos grupos PC e NC receberam racdo livre de qualquer aditivo

durante todo periodo pés adaptacgao.
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Tabela 3. Composicdo percentual da ragdao para os grupos experimentais utilizada a partir do
periodo de aclimatagdo até a finalizacdo do experimento (BA — Acido benzoico grau alimentar;
BAEO — Acido benzoico associado a dleos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle

negativo)
Ingrediente BA (5kg/ton) BAEO (3kg/ton) Controle (PC e NC)
Milho 58,304% 58,304% 58,304%
Soja 30,158% 30,158% 30,158%
Agucar 3,973% 3,973% 3,973%
Oleo degomado 2,780% 2,780% 2,780%
Fosfato bicdlcico 1,573% 1,573% 1,573%
Sal 0,496% 0,496% 0,496%
DL-Metionina 0,083% 0,083% 0,083%
L-Lisina HCL 0,291% 0,291% 0,291%
L-Treonina 0,288% 0,288% 0,288%
Calcdrio 1,059% 1,059% 1,059%
Premix 0,496% 0,496% 0,496%
Inerte 0.000 0,200% 0,500%
Produto teste 0,500% 0,300% 0,000%
Total 100.000 100.000 100.000

2.3. Preparo do indculo e inoculagdo
A cepa patogénica de B. hyodysenteriae utilizada para preparag¢ao do inoculo foi obtida em 2013
de um suino que apresentava quadro clinico de DS grave, proveniente de granja localizada no
estado de Minas Gerais (DANIEL et al., 2023). A cepa foi confirmada como B. hyodysenteriae
através da técnica de PCR duplex para B. hyodysenteriae e B. pilosicoli, sendo detectado
unicamente DNA associado a B. hyodysenteriae. Brevemente, a cepa patogénica de B.
hyodysenteriae foi semeada em agar triptona de soja (TSA) suplementado com 5% de sangue
ovino sob atmosfera anaerdbica (N, 80%, CO, 10% e H, 10%), a 37°C durante quatro dias. Em
seguida, as placas de dgar TSA foram lavadas com caldo BHI estéril enriquecido com 10% de soro
fetal bovino (SFB). Esse lavado das placas foi incubado em caldo de crescimento BHI enriquecido

com 10% de SFB por aproximadamente 21 horas, a 37°C em estufa agitadora (garrafa mae), e,
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posteriormente, 10ml foram retirados da garrafa mde e inoculados em novas garrafas (garrafa
filha) contendo caldo de mesma composicdo, sendo cultivadas por 16-18 horas,
aproximadamente, de acordo com curva de crescimento, que serd explicada a seguir (Figura 3).
No momento da inoculac¢do, cada garrafa filha foi aberta e o contetdo distribuido em béquer
para homogeneizar a concentragao de indculo para todos os animais. A inoculagdo dos animais
ocorreu a partir do 182 dia apds o inicio do tratamento com as ragdes experimentais. Os leitdoes
dos grupos BA, BAEO e CP foram inoculados por via intra-gastrica por tubo de alimentacao, por
trés dias subsequentes, com 50 ml do indculo na concentra¢do média de 1,7 x 10° bactérias/ml.

O grupo NC recebeu 50 ml de caldo BHI estéril também pelo mesmo periodo e método.

2.4. Curva de crescimento
Para determinar o melhor momento para realizar a inoculacdo dos leitdes, uma curva de
crescimento para a cepa de B. hyodysenteriae foi realizada. Foi realizada o cultivo de uma placa
mae, conforme explicado anteriormente, por aproximadamente 21 horas, de onde foram
retirados 10ml e inoculados em duas garrafas filhas, sendo essa considerada a hora zero de
crescimento. A quantidade de bactérias foi avaliada através da contagem em camara de
Neubauer em microscopia de contraste de fase, sendo contados quatro campos e retirada a
média do nimero de bactérias contadas, em cada garrafa. Os pontos de contagem foram as 0,
9,11, 13,15, 19, 21 e 23 horas. O objetivo da curva foi encontrar o intervalo onde o crescimento

bacteriano era logaritmico, buscando maximizar o sucesso da inoculagao.
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Figura 3. Curva de crescimento da cepa de B. hyodysenteriae, utilizada na inoculagao, cultivada

em caldo BHI + SFB
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2.5. Avaliacdo clinica e ganho de peso
Apds a inoculacdo os animais foram observados e avaliados diariamente quanto a consisténcia
fecal, sendo classificada em escores variando de 0 a 4, onde 0 = normal, 1 = consisténcia
semissélida, 2 = pastosa, 3 = severamente liquido/aquoso e 4 = presenca de muco perceptivel

e/ou sangue.

Os animais foram pesados nos dias -21, 0, e 14 para o calculo do ganho de peso médio (ADG)
total, determinado pela diferenca entre o peso final e peso inicial de cada animal dividido pelos

dias totais de estudo.

2.6. Avaliacdo anatomopatoldgica
Os animais foram eutanasiados 14 apds a inoculagao, de acordo as normas exigidas pelo CEUA.
Em seguida eles foram necropsiados e avaliados quanto as lesdes macroscépicas intestinais, a
partir da quais foi dado um escore final, definido pela multiplicacdo entre o grau de lesdo e a
extensdo da lesdo. Fragmentos de intestino grosso e linfonodos mesentéricos foram coletados
e fixados em formalina tamponada 10% para avaliagdo microscopica. Além disso, foram

coletadas amostras de fezes da ampola retal para andlises de gPCR.

2.7. Histologia
Os fragmentos de intestino grosso (ceco e cdlon) coletados das areas de lesdo foram
desidratados em 4alcool etilico absoluto, hidratados por xilol e incluido em parafina para
confecgdo de laminas histoldgicas, coradas por hematoxilina e eosina (HE) e, posteriormente,
avaliados quanto a presenca de alteracGes histopatoldgicas, compativeis com infec¢do por B.
hyodysenteriae. Nas porg¢Ges do intestino grosso, as lesdes foram avaliadas e classificadas
segundo a intensidade (discreta, moderada ou intensa) e distribuicdo (focal, multifocal,
multifocal a coalescente e difusa), com pesos para cada uma das lesdes de acordo com o seu
impacto em relagdo ao quadro clinico da doencga (3 para hiperplasia de células caliciformes,
presenca de muco e necrose, 2 para fibrina e hemorragia, 1 para restos necrdticos em cripta,
inflamagdo, hiperemia e dilatagdo de cripta). Posteriormente, foi determinado o escore final por
animal através da multiplicacdo dos parametros avaliados, levando em consideracdo o peso,

grau de lesao e distribuicao.

gPCR

As amostras de fezes coletadas nos dias -18, 3, 6,9, 12 e 14 foram para a realizacdo da técnica
de PCR quantitativo (qPCR) especifico para a B. hyodysenteriae. Para isso, foi extraido o DNA
total a partir de 200 mg de fezes utilizando o kit comercial QIAmp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen

Inc., Toronto, Ontario), de acordo com as instru¢des do fabricante.
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Foram utilizados os primers JHO073 (5'-AGT GAA ATA GTT GCT CAT ATC AAA -3') e JHO074 (5'-
GCA TCA CTG ATT AAA GAA CCA ATT-3’) (RUBIN et al., 2013) como alvo o gene Nox, utilizando a
curva padrdo ja preparada em experimentos anteriores utilizando o mesmo protocolo e primers.
A reacdo foi realizada em 25 pl, composta por 1x SYBR Green PCR MasterMix, 1x QN ROX
Reference Dye (QuantiNova SYBR Green PCR Kit, Qiagen Inc., Toronto, ON), 500 nm de cada um
dos primers e 5 pul de DNA extraido. Todas as andlises foram realizadas em duplicata, sendo que
em cada reacdo foram adicionados controle negativo, oriundo de fezes sabidamente negativas
e extraidas pelo mesmo protocolo, e controle positivo, oriundo da extracdo das col6nias puras
utilizadas na inoculagdo. Foram aplicadas as seguintes condi¢cdes de amplificacdo: 2 min a 50° C,
10 min a 95° C, 40 ciclos de 15 seg a 95° C, e 1 min a 60° C. As reacdes foram analisadas através

do software QuantStudioTM RealTime PCR.

2.8. Atividade antioxidante de enzimas em raspado de mucosa
Foram avaliados seis parametros associados a atividade antioxidante (redox) em raspado de
mucosa, obtido do apice do cdlon espiral. O raspado foi executado com |ldminas de vidro
individuais para cada animal, para evitar a contaminagdo cruzada, com um intervalo maximo
entre a eutanasia e coleta do raspado de cinco minutos. As amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido, armazenadas em gelo seco e enviadas a um laboratério
externo (Imunova Analises Laboratoriais, Curitiba, PR) para avaliacdo da atividade das enzimas

antioxidantes, descritas a seguir.

A catalase (CAT) atua na degradacdo de H,0, em H,0 e O,. O principio do método se baseia na
formagao de um complexo catalase- H,0,. No comprimento de onda de 240nm, a degradagdo
de H202 causa uma diminui¢do continua na absorbancia, demonstrando a atividade da catalase

(AEBI, 1984).

A glutationa reduzida (GSH) é uma molécula que estd envolvida em varios processos celulares,
sendo considerada um componente essencial para a reagao redox. Sua determinagdo se da
através da sua reagdo com o o-ftaldeido, que reage especificamente com o GSH em pH 8,
levando a uma fluorescéncia mais intensa em relacdo a outros tidis. A reagdo é detectada no

comprimento de onda de 350/420nm (HISSIN; & HILF, 1976).

As glutationa S-transferases (GSTs) sdo responsdveis por iniciar a detoxificacdo de agentes
alquilantes, através do grupo -SH da glutationa. O método para deteccdo da atividade da GST se
baseia na formagdo de um conjugado entre o CDNB e a GST, que é detectado por cinética no

comprimento de onda de 340nm (HABIG et al., 1974).
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No estresse oxidativo ocorre a formacdo de peréxidos lipidicos (LPO), que podem ser detectados
através de uma reacdo onde os perdxidos oxidam o Fe?* para Fe* quando em solugdo &cida. O
Fe3* forma um complexo com reativo de FOX-2, que é detectado no comprimento de onda de

560nm (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994).

O nitrito é um produto do dxido nitrico (NO;) que é convertido no oxidante peroxinitrito. O
método se baseia na redugao do NO; presente na amostra para NO;. Essa molécula reage com
o composto de Griess, formando coloracao roxa. Essa reacdo é detectada no comprimento de

onda de 540nm (GREEN et al., 1982).

A enzima superdxido dismutase (SOD) é essencial na modulagdo das concentragdes de 02 na
célula, sendo utilizada como marcador para reacdes envolvendo essa molécula. O acido
pirogalol reage com o 0., formando produtos eletroativos que formam uma coloracdo

amarelada. A reacdo é detectada no comprimento de onda de 440nm (GAO et al., 1998).

3. Estatistica

Foram utilizados os testes de Skillings-Mack para analise ndo-paramétrica de multiplos grupos
experimentais em blocos ao acaso com grupos desbalanceados (perda de parcelas), Kruskall-
Wallis para avaliacdes ndo-paramétricas de multiplos grupos, seguido pelo teste de Dunn como
post-hoc. Para a avaliacdo do escore clinico foram utilizados os testes de chi-quadrado ou teste
exato de Fisher, seguido do teste de Fisher pareado como post-hoc. Para varidveis paramétricas,
foi utilizado o teste de ANOVA, com post-hoc realizado pelo teste de Tukey. As analises de redox
foram testadas para outliers através do pacote outliers, e quando detectados, foram retirados.

Todas as analises foram realizadas no software R, versdo 4.3.0.

4. Resultados

4.1. Periodo pré-inoculagdo
Durante a realizagdo do experimento, dois animais do grupo BA e um animal do grupo BAEO
morreram antes da inoculagdo em decorréncia de um surto de Escherichia coli com virotipo F4,
Stb, LT. Ndo houve comprometimento significativo dos demais animais ou do estudo em

decorréncia desse surto.

4.2. Escore clinico
Foi realizada a avaliagdo do numero de animais com diarreia por dia durante o periodo
experimental. Para isso, animais com escore clinico maior que 2 foram considerados
clinicamente com diarreia, sendo posteriormente contados quantos animais apresentaram ou
ndo diarreia no periodo inteiro (dias com diarreia) e a cada dia, sendo excluidos animais que

eventualmente ndo puderam ser avaliados clinicamente (auséncia de fezes no reto). Houve
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diferencga estatistica entre os grupos NC e PC (p < 0,05) e entre NC e BAEO (p < 0,05), baseado
nos dias com diarreia, no periodo entre o desafio e o término do estudo, conforme Figura 4 e
Tabela 4. Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos na avaliacdo diaria
(Figura 5 e Tabela 5), ressaltando-se o pequeno nimero amostral nessa avaliagdo. Em ambos os
casos foi utilizado o teste exato de Fisher par a par. Além disso, trés animais do grupo PC vieram
a 6bito ou tiveram de ser eutanasiados em decorréncia do quadro clinico associado a B.
hyodysenteriae (D07, D12 e D13). Um animal do grupo BA e um do grupo BAEO (D10 e DQ9,

respectivamente) também vieram a obito pelo quadro de disenteria suina.

Tabela 4. Tabela de contingéncia para a avaliacdo geral de dias com diarreia (BA — Acido
benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a leos essenciais; PC — Controle
Positivo; NC — Controle negativo)

Grupo Dias sem diarreia Dias com diarreia
NC 58 0

PC 42 14

BA 40 2

BAEO 38 10
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Figura 4. Dias com diarreia no periodo pds-inoculagdo por grupo (** - p <0.01, *** - p<0,001;
(BA — Acido benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC —

Controle Positivo; NC — Controle negativo)
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Tabela 5. Tabela de contingéncia para avalia¢3o diaria de animais com diarreia (BA — Acido

benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a éleos essenciais; PC — Controle

Positivo; NC — Controle negativo)

Dias pds-inoculagdo

Grupo D04 D07 D08
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
NC 10 0 10 0 8 0
PC 10 0 8 0 9 1
BA 8 0 6 1 6 1
BAEO 9 0 7 1 8 1
D11 D12 D13
Grupo
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
Controle Negativo 10 0 10 0 10 0
Controle Positivo 6 4 5 5 4 4
BA 7 0 7 0 6 0
BAEO 5 3 5 2 4 3
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Figura 5. Niumero de animais com diarreia no periodo pés-inoculagdo por dia (BA — Acido
benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle

Positivo; NC — Controle negativo)

4.3. Ganho de peso
Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos para ganho de peso antes ou depois da
inoculagdo (Figura 6). Contudo, a variancia nos grupos PC e BAEO apds a inoculagdo (Gain_Al)
foi grande, o que, somado ao pequeno nimero amostral usado nesse experimento, pode ter

dificultado a percepgdo de diferencas estatisticas (Tabela 6).
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Tabela 6. Médias e Coeficiente de Variacdo (CV) para peso (Kg) e ganho de peso antes (Bl) e

depois (Al) da inoculagdo (BA — Acido benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado

a Oleos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle negativo)

Grupo Inicial Pré-inoculagdo Final Ganho Al Ganho PI
NC 4.76 10.3 17.1 5.59 6.8
PC 4.73 10.8 14.9 6.1 4.06
BA 4.89 9.84 15.7 4.95 5.86
BAEO 4.81 10.2 13.9 5.38 3.7
cv 22.32% 22.4% 26.2% 28.8% 54.46%
Gain_BlI
10.0 ?
7.5 | ‘
£ 50 |
(D [ ]
25 T
0.0 !
8 g - 2 5 2 - 2
S =
Group

Figura 6. Ganho de peso antes (Gain_BI) e depois (Gain_Al) da inocula¢do (em Kg) (BA — Acido

benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a éleos essenciais; PC — Controle

4.4, LesBes macroscopicas

Positivo; NC — Controle negativo)

Para avaliacdo de lesGes macroscopicas individuais, foi utilizado um escore composto

compreendido pela multiplicagdo entre o escore dado para a lesdo e sua respectiva extensao

(Figuras suplementares 1 a 3). O escore composto para lesdes macroscopicas ndo apresentou
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normalidade nem homoscedasticidade com os dados brutos. Contudo, apds transformacdo
logaritmica foi possivel alcan¢ar a normalidade, mas ndo homoscedasticidade. Dessa forma,

foram realizadas analises ndo-paramétricas com os dados.

Nos testes ndo-paramétricos, a avaliagdo de Skillings-Mack revelou diferencas estatisticas,
(Figura 7) entre os grupos NC e PC. Além disso, o grupo BA apresentou mediana 0, com apenas
dois animais apresentando lesdes macroscdpicas, enquanto o grupo BAEO demonstrou mediana
de 55 na avaliacdo de escore composto, com sete animais apresentando lesdes. O grupo PC
apresentou mediana de 234, também em sete animais (Tabela 7).

Composite Gross Lesion Score

*%

2000

1500

Sum

1000

500

. ] 'ﬁ

BA BAEO NC PC
Group

Figura 7. Escore composto (grau de lesdo multiplicado pela extensado) de lesGes macroscopicas
avaliado pela analise de Skillings-Mack com post-hoc de Conover (** - p<0,01; (BA — Acido
benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a éleos essenciais; PC — Controle

Positivo; NC — Controle negativo)
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Tabela 7. Moda e Mediana de lesdes macroscépicas por grupo (BA — Acido benzoico grau
alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC —

Controle negativo)

Grupo Mediana Moda

NC 0 0
pC 234 0
BA 0 0
BAEO 35 0

4.5. LesOes histoldgicas
Nao houve diferencas estatisticas na avaliagdo de escore composto de lesdes histoldgicas (Figura
8). A mediana do grupo NC foi 0, enquanto para o grupo PC foi 19,5, BA 3,5 e BAEO 5, com todos

os grupos apresentando moda 0 (Tabela 8).

Ao se avaliar individualmente o escore composto para cada lesdo, dois tipos de lesdo
apresentaram diferengas estatisticas entre grupos, sendo elas a necrose epitelial, onde foi
detectada diferenca estatistica entre os grupos PC e NC, com maior valor de necrose no grupo
PC, e hiperemia, onde o grupo PC apresentou maiores valores em relacdo aos demais grupos
(Figura 9). O resultado de moda para todos os grupos e todas as variaveis foi 0, enquanto a Unica
variavel que apresentou mediana diferente de 0 foi a hiperplasia de células caliciformes no

grupo PC, com mediana de 0,5 (Tabelas 9 e 10).
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Figura 8. Escore composto (multiplicacdo entre grau de lesdo, distribuicdo e peso) de lesbes

histoldgicas por grupo (BA — Acido benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado

a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle negativo)

Tabela 8. Moda e Mediana de lesdes histoldgicas por grupo (BA — Acido benzoico grau

alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC

— Controle negativo)

Grupo

Mediana Moda

NC

PC

BA

BAEO

0 0
19,5 0
3,5 0
5 0
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Tabela 9. Moda para lesdes histoldgicas individuais (BA — Acido benzoico grau alimentar; BAEO

— Acido benzoico associado a éleos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle negativo)

Grupo CC Muco Necrose Fibrina Hemorragia Abscesso DilatagGo Inflamagdo Hiperemia
NC 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PC 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BAEO 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 10. Mediana para lesdes histoldgicas individuais (BA — Acido benzoico grau alimentar;

BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle

negativo)
Grupo CC Muco Necrose Fibrina Hemorragia Abscesso Dilatagdo Inflamagdo Hiperemia
NC 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PC 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0
BA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BAEO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 9. LesBes histoldgicas individualizadas, por grupo (* - p,0,05; ** - p<0,01; BA — Acido
benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a éleos essenciais; PC — Controle

Positivo; NC — Controle negativo)

4.6. gPCR
Durante o periodo pré-inoculagao, ndo houve amplificagdo de material genético associado a B.
hyodysenteriae. No primeiro dia apds o final das inoculacdes foi possivel detectar material
genético associado a B. hyodysenteriae no grupo BA estatisticamente superior aos demais, que
ndo apresentaram excrecdo do material genético alvo. No quinto dia pés-inoculacdo (dpi), o
grupo PC apresentou, estatisticamente, maior excrecado bacteriana do que o grupo NC, enquanto
os grupos tratados (BA e BAEOQ) apresentaram resultados intermediarios, mas sem diferenca
estatistica desses grupos tratados com PC e NC. No oitavo dpi, os grupos BA e PC apresentaram
maior excrecdo bacteriana em relacdo ao grupo NC. No 142 dpi, todos os grupos foram iguais
estatisticamente (Figura 10). As medianas por grupo e por dpi podem ser observadas na Tabela

11.
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Figura 10. Excrecdo de material genético por grupo e dia pds-inoculagdo (A: -22dpi, B: -2dpi, C:

2dpi, D: 5dpi, E: 8dpi, e F: 14dpi) (* - p<0,05, ** - p<0,01; (BA — Acido benzoico grau alimentar;

BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle

negativo)

Tabela 11. Mediana por grupo do log de Ct apds correcdo (Ct-43,258/-3,329) (BA — Acido

benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a éleos essenciais; PC — Controle

Positivo; NC — Controle negativo)

GRUPO DPI -21 DPI -2 DPI 2 DPI 5 DPI 8 DPI 14
NC 0 0 0 0 0 0
BA 0 0 8,089 0 7,198 0
BAEO 0 0 0 0 2,643 0
PC 0 0 0 5,525 5,929 0
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4.7. Atividade de enzimas antioxidantes
Foi avaliada a atividade de seis enzimas antioxidantes (redox): Catalase (CAT), Glutationa
Reduzida (GSH), Glutationa S-transferase (GST), perdxido lipidico (LPO), éxido nitrico total (NO,)
e Superdéxido Dismutase (SOD). Média e Desvio-padrdo podem ser observados nas tabelas 12 e

13, respectivamente.

Todas as enzimas apresentaram distribuicdo normal e homoscedasticidade, com exce¢do de LPO
de SOD, que, quando submetidas a transformacdo logaritmica, alcancaram normalidade e
homoscedasticidade. Apenas um valor foi considerado outlier pelo teste de Grubbs, sendo

excluido das analises posteriores.

A infeccdo pela B. hyodysenteriae ndo causou alteragdes nos niveis de CAT no raspado de
mucosa intestinal, contudo, a suplementacdo com o dcido benzoico associado a dleos essenciais
gerou um aumento significativo da atividade dessa enzima em relacdo a suplementacdo com

acido benzoico grau alimentar e ao NC (Figura 11).

Da mesma forma, ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos PC e NC na avaliacdo de
GSH, sugerindo que ndo ha alteracbes na atividade dessa enzima pela DS, contudo, a
suplementagdo com o acido benzoico associado a éleos essenciais gerou um aumento estatistico
da atividade de GSH em relacdo ao grupo NC (Figura 12). Contudo, a avaliacao de GST revelou
um aumento expressivo do grupo PC em relacdo aos demais, sugerindo que a B. hyodysenteriae
é capaz de induzir aumento na atividade dessa enzima, que foi controlado pela suplementacao

com acido benzoico grau alimentar ou associado (Figura 13).

N3o houve alteragdes no perfil de peroxidacgdo lipidica (LPO) em nenhum grupo (Figura 14),
enquanto, surpreendentemente, os niveis de NO, foram estatisticamente menores no grupo CP
em relagao ao grupo CN, alteragdo que ndo pode ser corrigida por nenhuma suplementagao com
acido benzoico grau alimentar ou associado (Figura 15). Por fim, a atividade da SOD foi
estatisticamente maior em todos os grupos quando comparados ao NC, contudo, o grupo
suplementado com o acido benzoico associado a dleos essenciais conseguiu reduzir a atividade
de SOD em relagdo ao grupo PC, sem ser capaz de retornar aos niveis basais observados no

grupo NC (Figura 16).
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Tabela 12. Médias para enzimas Redox por grupo (BA — Acido benzoico grau alimentar; BAEO —

Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle negativo)

Grupo CAT GSH GST LPO NO2 SOD
(U/ml) (omol/ml) (mU/ml) (mmol/ml) (uM/ml) (U/ml)
CN 14.213198 26.11916  102.6042  315.6589 381.2894  1373.148
cp 12.246193 27.82101  199.6745  309.8837 192.7115  4387.080
BA 9.862219  28.98122  119.8661  344.6290 299.7615  3772.838
BAEO 17.322335 29.73469  142.6432  221.2209 256.8890  2321.102

Tabela 13. Desvio Padrdo para enzimas Redox por grupo (BA — Acido benzoico grau alimentar;

BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle

negativo)

Grupo CAT GSH GST LPO NO2 SOD

CN 21.701786 2.520869 35.55681 123.1563  128.6870 238.2824
CP 4.189740  2.185536 48.53695 118.4861 137.3544 1017.4950
BA 2.090014 1.732297 29.42352 127.9210 109.1231 1765.8076
BAEO 4.437219  2.201117 26.55803 112.0983  157.6034 839.8906
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Figura 11. Avaliacdo da atividade de CAT (em U/ml) (** - p<0,01; **** - p<0,0001; BA — Acido

benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a éleos essenciais; PC — Controle

Positivo; NC — Controle negativo)
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Figura 12. Avaliacdo da atividade de GSH (em pmol/ml; BA — Acido benzoico grau alimentar;

BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle

negativo)



63

k&K k

300 ‘

GST

100

BA BAEO CN cP
Group
Figura 13. Avaliacdo da atividade de GST (em mU/ml) (* - p<0,5; *** p<0,001; **** -
p<0,00001; BA — Acido benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a 6leos

essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle negativo)
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Figura 14. Avaliacdo da atividade de LPO (em mmol/ml) (BA — Acido benzoico grau alimentar;
BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC — Controle Positivo; NC — Controle

negativo)
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Figura 15. Avaliacdo da atividade de NO, (em pM/ml) (* - p<0,05; BA — Acido benzoico grau
alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a éleos essenciais; PC — Controle Positivo; NC —

Controle negativo)
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Figura 16. Avaliacdo da atividade de SOD (em U/ml) (* - p<0,05; ** - p<0,01; **** - p<0,0001;
BA — Acido benzoico grau alimentar; BAEO — Acido benzoico associado a 6leos essenciais; PC —

Controle Positivo; NC — Controle negativo)
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5. Discussao

Esse é o primeiro estudo a avaliar os efeitos da suplementagcdo com dacido benzoico grau
alimentar e associado a dleos essenciais frente um desafio experimental de B. hyodysenteriae.
Estudos demonstrando a eficdcia de produtos alternativos aos antimicrobianos no controle da
DS sdo escassos, sendo realizados testes principalmente in vitro (BERNARDEAU et al., 2009;
KUTASI et al., 2016; VANDE MAELE et al., 2016; DE NOVA et al., 2017). Apesar de servirem como
indicios para a eventual eficidcia dos produtos avaliados, a complexidade de um sistema
bioldgico, farmacocinética e farmacodinamica podem alterar completamente os resultados em
um experimento in vivo (SAEIDNIA et al., 2016). Dessa forma, os resultados obtidos no
experimento in vitro podem ser utilizados como marco inicial para o desenvolvimento de
produtos a base de acido benzoico grau alimentar e sua associacao a dleos essenciais, tendo-se

o cuidado de considerar a concentracdo que estara disponivel no sitio de infeccdo do agente.

Os mecanismos de acdo do 4acido benzoico sobre os microrganismos ndo sdo totalmente
conhecidos, sendo propostos como potenciais mecanismos envolvidos a difusdao da forma nao
dissociada pela parede celular e destruicdo ou inibicdo de enzimas citoplasmaticas, a
acidificacdo do meio intestinal e estomacal, ativando enzimas e servindo como barreira para a
colonizacdo de bactérias potencialmente patogénicas (MROZ, 2005). Ac¢bes indiretas também
sdo relatadas no efeito nutracéutico do acido benzoico, como modulacdo de microbiota,
aumento da expressdo de proteinas de juncdo oclusiva intestinal, alteracbes no perfil
inflamatério e producdo de mucinas (UPADHAYA et al., 2016; PHAM et al., 2022; NOURI, 2023).
A suplementacdo com acido benzoico em suinos ja foi avaliada anteriormente em diferentes
niveis de inclusdo, com resultados geralmente positivos para as avaliacdes de ganho de peso e
parametros intestinais, contudo, poucos estudos avaliaram seu efeito frente a desafios com
patdgenos entéricos, apresentando poucos resultados no controle de sinais clinicos
relacionados (KLUGE et al., 2006; DIAO et al., 2014; MAO et al., 2019; RODRIGUES et al., 2020;
ZHAl et al., 2020; WANG, et al., 2021).

A reproducdo experimental da DS é complexa e, por vezes, frustrante, com experimentos
perdidos pela auséncia de sinais clinicos tipicos da doenca. Diferentes estratégias foram testadas
anteriormente (PARRA-AGUIRRE, et al., 2023), contudo, um protocolo definitivo para a DS ainda
nao é possivel. Dessa forma, para tentar minimizar as chances de falha, foi realizada a curva de
crescimento bacteriano, que demonstrou um crescimento exponencial entre 15 e 20 horas, com
a inoculagdo sendo realizada entre 16-18 horas de crescimento. Sugerimos que futuros
experimentos avaliem o crescimento das cepas a serem utilizadas como inéculo e busquem

tempos de inoculagdo dentro do periodo exponencial de crescimento, objetivando uma maior
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probabilidade de sobrevivéncia bacteriana no trato gastrointestinal e maiores concentragdes
cheguem ao intestino grosso, area de colonizacdo da B. hyodysenteriae. Outro fator importante
em inocula¢des experimentais é a concentragdo de bactérias no inéculo utilizado. O presente
estudo utilizou trés doses de 50ml com uma média de 1,7 x 10° bactérias/ml, totalizando 8,5 x
10%° bactérias por animal por dia, um valor préximo a outro experimento (PARRA-AGUIRRE et
al., 2023). O uso de um indéculo com alta concentracdo de bactérias no momento ideal ndo
reflete as condi¢cdes a campo, contudo, metodologias de inoculagdo que simulem as rotas de
infeccao natural para a DS ndo obtiveram sucesso no desenvolvimento do quadro clinico tipico
da doenca (PARRA-AGUIRRE et al., 2022) quando a propor¢do entre os animais semeadores e

animais sadios era inferior a 1:2 (um semeador para dois sadios).

Os animais iniciaram com o quadro de diarreia entre o 72 e 82 dpi (Figura 5, Figura suplementar
4), com o maior numero de animais com diarreia ocorrendo nos dias 11, 12 e 13, conforme ja
relatado anteriormente (WILCOCK & OLANDER, 1979). Atualmente, acredita-se que a diarreia é
causada por alteracGes no metabolismo secretdrio e de reabsorcdo de ions, principalmente
sodio (Na), em decorréncia da reducdo das concentragdes de transportadores (ENNS et al.,
2020). A diarreia é o principal sinal clinico da DS (BURROUGH, 2017), podendo levar animais ao
Obito em decorréncia da desidratacdo. Ndo foram detectadas diferencgas estatisticas no quadro
clinico apresentado pelos grupos tratados em relagdo ao controle positivo, contudo, o grupo
suplementado com BAEO foi estatisticamente diferente do grupo NC, indicando que a
suplementacdo ndo foi capaz de inibir o quadro clinico da DS. Apesar de se tratar de um
composto protegido para liberagdo intestinal, a menor taxa de inclusdo na dieta (3kg/t) e a
menor concentragdo de acido benzoico grau alimentar pode ter reduzido os niveis intestinais do
composto, enquanto a associacdo a déleos essenciais parece ndo ter efeito sinérgico (VANDE
MAELE et al., 2016), e sim aditivos. Outros estudos também ndo observaram efeito da

suplementag¢do no quadro clinico (HALAS et al., 2010; PU et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020).

O grupo BA apresentou resultados intermedidrios, ou seja, estatisticamente indistintos ao grupo
PC (p = 0,067) e NC (p = 1). Além disso, no grupo BA sé foram detectados animais com diarreia
em dois dias experimentais (D7 e D8, Figura 5), periodo com a segunda maior excrecdo de
bactérias pelas fezes (Figura 10). Levando em consideracdo esses resultados, é possivel que a
suplementagdo com 4acido benzoico grau alimentar tenha efeito na reducdo do quadro clinico
de diarreia e, inicialmente, na excrecdo de B. hyodysenteriae (5 dpi, p = 0,07), o que por sua vez
auxiliaria no controle da disseminacdo da doenca no rebanho devido a redugdo da eliminacdo

de bactérias e, consequentemente, menor transmissdo (BARFIELD et al., 2015).
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Nao foram observadas diferencas estatisticas no ganho de peso nem peso final entre os grupos
(Figura 6), contudo, observou-se um aumento no coeficiente de variagdo para o ganho de peso
no periodo pds-inoculagdo (Tabela 6). O pequeno nimero de animais avaliados associado ao
aumento no coeficiente de variagao podem ter dificultado a deteccdo de diferencas, uma vez
que KLUGE et al. (2006) e outros (UPADHAYA et al., 2016; ZHAI et al., 2020), avaliando o efeito
da suplementag¢do com 4acido benzoico, encontraram um maior ganho de peso de animais

suplementados.

Apesar de reduzir numericamente as lesGes macroscépicas, particularmente no grupo BA, a
suplementacdao com o BA e BAEO nao foi suficiente para reduzir significativamente as lesdes
macroscépicas observadas em relacdo ao grupo PC, sendo edema e hiperemia de mucosa as
lesdes mais frequentes. Histologicamente, isso se reflete com menor intensidade, com uma
reducdo numeérica nos valores de escore composto, mas sem diferencas estatisticas, com
excec¢do para hiperemia (Figura 9), que foi estatisticamente menor em todos os grupos quando
comparados em relagdo ao controle positivo. As lesdes encontradas sdo compativeis com as
descritas na literatura (HAMPSON & BURROUGH, 2019; WILCOCK & OLANDER, 1979), contudo,
nao foram encontrados trabalhos avaliando o impacto da suplementagcdo com nutracéuticos nas
lesGes de intestino grosso. Um estudo avaliando o efeito da suplementagdo com acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa demonstrou efeito protetivo em lesGes isquémicas induzidas no
ileo de leitdes (JACOBI et al., 2012). Outro estudo, avaliando a suplementagdo com chito-
oligossacarideos em explants jejunais demonstrou eficacia na preservacdo das caracteristicas
histologicas desses fragmentos (GEREZ et al., 2019). Apesar dos efeitos terem sido avaliados em
fragmentos de intestino delgado e sem a presen¢a de um patégeno, esses resultados podem

indicar uma capacidade protetiva aos enterdcitos por parte dos nutracéuticos.

A excrecdo de B. hyodysenteriae pela técnica de gPCR s6 foi confirmada no 22 dpi (Figura 10),
sendo as amplificagdes observadas nos dias anteriores inespecificas e em Ct acima do limite de
deteccdo e quantificacdo (10%) estabelecido para o nosso teste. Essa detec¢do precoce pode
estar associada a eliminacdo de bactérias do prdprio indculo, que falharam em colonizar o
intestino grosso. Nos demais dias, com excecdo do 14 dpi, o grupo PC foi estatisticamente
superior ao NC em todas as avaliagdes, indicando o sucesso do modelo experimental pela
colonizacdo intestinal pela B. hyodysenteriae. Os grupos suplementados ndo apresentaram
reducdo estatistica da eliminacdo bacteriana, contudo, aos 5 dpi, o grupo BA apresentou
mediana zero, enquanto o grupo PC apresentou uma mediana de 5,93 (p=0,07), mostrando uma
tendéncia de reducdo da excrecdo bacteriana. Outro ponto importante é que a variancia nos

grupos suplementados foi quase 40 vezes maior, sendo um fator importante na detec¢do de
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potenciais diferencas. A reducdo da excrecdo de bactérias pode auxiliar no controle da
disseminacdo da DS dentro de um rebanho (BARFIELD et al., 2015). Além disso, o uso de
nutracéuticos como acidos organicos, prebidticos e dleos essenciais, geraram a reducdo da
excrecdo de Salmonella (CALVEYRA et al., 2012; RUGGERI et al., 2018; VENARDOU et al., 2022),
tanto em compostos avaliados isoladamente quanto associados, indicando um potencial efeito
desses produtos como redutores de carga infectante ambiental e, consequentemente, redugao

de sinais clinicos e infec¢des por organismos entéricos patogénicos.

Ha pouca informacado acerca da importancia do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes nas
patogenias gastrointestinais em suinos. Sabe-se, contudo, que é necessario um equilibrio entre
a presenca agentes oxidantes e mecanismos antioxidantes para um correto funcionamento
intestinal (LAURIDSEN, 2019). Nossos resultados demonstram que, para as seis enzimas
avaliadas, a B. hyodysenteriae gerou alteracdes significativas em trés: SOD, GST e NO,, em
relacdo ao grupo NC. A SOD é uma familia de enzimas responsdavel pela quebra do superdxido
(02™), que sdo moderadamente reativos, mas incapazes de difundir passivamente pela
membrana celular, dada sua carga (GHOSH et al., 2022). CHMIELEWSKA et al. (2013) avaliaram
a expressdo de SOD mitocondrial, citoplasmatica e extracelular em suinos, encontraram um
aumento na expressdo de SOD, principalmente na camada muscular, corroborando os
resultados encontrados no presente estudo (Figura 16). Os mecanismos e implicacGes
associados a essa alteragdo ndo sdo conhecidos, podendo estar relacionado a uma resposta
fisiolégica a infeccdo pela B. hyodysenteriae. A suplementagcdo com AB e ABEO ndo foi capaz de
retornar a atividade de SOD a niveis comparados ao NC, contudo, o grupo ABEO apresentou
menor atividade quando comparado ao grupo PC, o que pode estar relacionado aos dleos
essenciais presentes, uma vez que alguns 6leos essenciais podem apresentar efeitos

antioxidante (KIM et al., 2017; FENG et al., 2020; WANG, et al., 2021; XU et al., 2022).

No sistema fisioldgico, a glutationa S-transferase pode exercer uma gama de fungdes, dentre
elas o metabolismo de xenobidticos e carreamento de proteinas de forma nao enzimatica,
existindo diversas classes (HALLIWELL & GUTTERIDHE, 2015). Dentre essas fungbes, destacam-
se, para o presente trabalho, a reacdo com perdxidos organicos e peroxidacdo lipidica. Um dos
produtos da peroxidagdo do acido araquidonico é a prostaglandina G2, um perdxido organico
(SMITH & MARNETT, 1991), provavel alvo para a GST. Os mecanismos inflamatdrios envolvidos
na infeccdo pela B. hyodysenteriae ndo sdo totalmente conhecidos (JONASSON et al., 2006;
HAMPSON & BURROUGH, 2019), entdo, uma hipdtese levantada é que o aumento da atividade
de GST observado (Figura 13) pode estar correlacionado a producdo de prostaglandina G2 pela

cicloxigenase em resposta a infeccdo pela B. hyodysenteriae. E importante ressaltar que a
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prostaglandina G2 ativa a produgdo de 6xido nitrico pela dxido nitrico sintase (NOS) (FOLEY,

2001), que sera discutida a seguir.

Existem duas formas de expressdo do 6xido nitrico (NO) nos sistemas bioldgicos, constitutiva,
com duas isoformas descritas (NOS-1 e NOS-3), e induzida, presente apenas em tecidos ativados,
sendo chamada iNOS ou NOS-2 (COLEMAN, 2001). A producdo de NO constitutiva ocorre em
decorréncia de um sinal de célcio, enquanto a indutiva se da pela acdo de lipopolissacarideos
(LPS) bacterianos e/ou citocinas (COLEMAN, 2001). Em contraste ao proposto por WELLE et al.
(2017), os niveis de NO, mensurados a partir do nitrito, foram menores no grupo PC em
comparacdo ao grupo NC (Figura 15). WELLE et al. (2017) correlacionam e teorizam o aumento
de NO pela reducdo de L-arginina e aumento de L-citrulina em explantes desafiados com B.
hyodysenteriae, contudo, em um Unico tempo (8 horas de exposicdo). O pequeno tempo e a
auséncia de um sistema organico completo podem ter influenciado os resultados obtidos por
WELLE et al. (2017). Levantamos a hipdtese que, em um primeiro momento, o mecanismo
apontado por WELLE et al. (2017) ocorre, mas a longo prazo, o aumento de GST suplanta a
ativacdo das vias de producdo da iNOS, principalmente pela degradagdo da prostaglandina G2.
Outro mecanismo que pode estar associado a menor concentracao de NO nos animais do grupo
PC é a reducdo do influxo de cdlcio causada pela B. hyodysenteriae (ENNS et al., 2019), que por
sua vez geraria uma menor producdo da forma constitutiva do NO, dependente do influxo de
calcio. Sugerimos que futuros estudos avaliem a producao de prostaglandina G2 em quadros de
DS, além da avaliacdo individual das isoformas (NOS-1, NOS-2 e NOS-3) para melhor esclarecer
e elucidar o papel e quais vias estdo alteradas na produg¢do de NO, bem como buscar avaliar o

mecanismo envolvidos no estresse oxidativo aparentemente gerado pela B. hyodysenteriae.

Para as demais enzimas, a infecgdo pela B. hyodysenteriae ndo gerou alteragdes significativas.
Contudo, a suplementagdo com BAEO levou a um aumento da atividade da glutationa (GSH) e
peroxidagdo lipidica (LPO). O aumento da LPO chama atengdo devido a atividade antioxidante
descrita anteriormente para dleos essenciais, revelando assim um efeito paradoxal. Uma
possivel explicagdo é a microencapsulacdo, aplicada para melhorar a palatabilidade e controlar
a liberacdo dos principios ativos presentes no produto comercial. Uma das metodologias de
microencapsulagdo envolve a protec¢do dos principios em uma matriz lipidica (PIVA et al., 2007;

TOLVE et al., 2021), que pode estar envolvida no aumento observado.

Esse é o primeiro estudo avaliando os efeitos da suplementacdo com acido benzoico grau
alimentar e associado a 6leos essenciais sobre a DS, avaliando seus aspectos clinico-patolégicos,
a excrecdo bacteriana e demonstrando os efeitos da suplementacdo e da infecgdo pela B.

hyodysenteriae sobre o estresse oxidativo na mucosa cecal. Nossos resultados revelam pouca
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atividade antimicrobiana in vivo principalmente na prevengao de lesdes macro e microscépicas
nos niveis de suplementa¢do utilizados, com um Unico pico de excrecdo fecal de B.
hyodysenteriae nos periodos avaliados, possivelmente pela perda e, consequentemente,
reducdo da concentragdo de acido benzoico no ceco e célon em decorréncia da metabolizacdo

e absorc¢do do principio ativo no decorrer do trato gastrointestinal.

Novos estudos sdo necessarios para elucidar a relacdo entre o estresse oxidativo e as lesdes
intestinais causadas, bem como avaliar os possiveis efeitos temporais do estresse oxidativo,
tracando um perfil sequencial das alteracdes impostas no perfil antioxidante intestinal em
decorréncia da infeccdo. Por fim, possiveis mecanismos ligados a bactéria para as alteracdes
observadas devem ser avaliados, elucidando um pouco mais a patogenia da B. hyodysenteriae e
permitindo, possivelmente, o desenvolvimento de metodologias de controle e erradicacao livres

do uso de qualquer antimicrobiano.
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Conclusao geral

Apesar do estudo in vitro ter revelado um potencial antimicrobiano do acido benzoico, tanto
grau alimentar quanto associado a déleos essenciais, ndo foi possivel detectar melhoras
estatisticas clinico-patoldgicas ou mesmo na excrecao da B. hyodysenteriae na suplementagao
in vivo na concentra¢do de 5kg/t. Contudo, as alteracbes de enzimas antioxidantes encontradas
ilustram uma drea pouco pesquisada acerca da DS, podendo revelar aspectos importantes da

patogénese da doenga e permitir tragar novas estratégias de controle.
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Anexo | — Figuras suplementares

Figura Suplementar 1. Célon espiral sem lesdo

92
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Figura Suplementar 2. Fragmento de célon espiral apresentando intensa deposicdo de fibrina e

necrose, multifocal a coalescente, com hiperemia multifocal discreta
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Figura Suplementar 3. Fragmento de célon espiral apresentando mucosa intensamente

vermelha, difusa associada a edema difuso moderado



Figura Suplementar 4. Diarreia hemorragica
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Figura Suplementar 5. Fotomicrografia de intestino grosso acometido pela Disenteria Suina.

Necrose da porgao luminal de cripta difusa acentuada associada a hemorragia multifocal
moderada e acimulo de muco multifocal discreto. Hiperplasia de células caliciformes

multifocal a coalescente moderado.
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Figura Suplementar 6. Fotomicrografia de intestino grosso acometido pela disenteria suina.

Hiperplasia de células caliciformes difusa acentuada



