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“Depois de plantada a semente deste incrivel arbusto, ndo se vé nada, por
aproximadamente 5 anos, exceto lento desabrochar de um diminuto broto, a
partir do bulbo.

Uma macica e fibrosa estrutura de raiz, que se estende vertical e horizontalmente
pela terra esta sendo construida.

Entdo, no final do 5° Ano, o bambu chinés, cresce até atingir a altura de 25
metros.”

Provérbio chinés

Muitas coisas na vida pessoal e profissional sdo iguais ao bambu chinés.

Vocé trabalha, investe tempo, esforco, faz tudo o que pode para nutrir seu
crescimento, e, as vezes ndo vé nada por semanas, meses, ou anos.

Mas se tiver paciéncia para continuar trabalhando, persistindo e nutrindo, o seu
5° ano chegara, e, com ele, virdo um crescimento e mudancas que vocé jamais
esperava ...

O bambu chinés nos ensina que ndo devemos facilmente desistir de nossos
projetos, e de nossos sonhos...

Em nosso trabalho, especialmente, que é um projeto fabuloso, que envolve
mudancas... de comportamento, de pensamento, de cultura e de sensibilizacéo,
devemos sempre lembrar do bambu chinés, para ndo desistirmos facilmente
diante das dificuldades que surgirao.

Procure cultivar sempre dois bons habitos em sua vida: a Persisténcia e
Paciéncia, pois vocé merece alcancar todos os seus sonhos!!!

E preciso muita fibra para chegar as alturas e, ao mesmo tempo, muita
flexibilidade para se curvar ao chao.

Stephen R. Covey
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USO DE PROBIOTICO E OLEOS ESSENCIAIS NA RAGCAO SOBRE A
MICROBIOTA INTESTINAL, ATIVIDADE DE ENZIMAS DIGESTIVAS E A
EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS AOS PROCESSOS DE DIGESTAO E
ABSORCAO DE NUTRIENTES EM FRANGOS

RESUMO - A hipotese do trabalho se baseou em que a adi¢éo de avilamicina
(antibiético promotor de crescimento), Bacillus subtilis (probidtico) e 6leos essenciais
(carvacrol, cinamaldeido, cineol e extrato de pimenta), elevam o desempenho
zootécnico de frangos a partir de beneficios na mucosa intestinal e na microbiota a ela
associada. No Capitulo 1 apresentamos uma revisao bibliogréfica sobre o assunto, a
gual nos permitiu desenhar a referida hipotese. Os objetivos especificos do presente
estudo foram avaliar o efeito destes aditivos alimentares aos 7, 21 e 42 dias de vida
sobre: 1) o desempenho zootécnico; 2) os niveis de RNAmM dos genes SLC15A1,
SLC5A1, SLC2A2, ATP1Al, (respectivamente codificadores de PepTl, SGLTI1,
GLUT2 e Na-K-ATPase) na mucosa do jejuno; 3) atividades de fosfatase alcalina,
maltase e aminopeptidase nas membranas da borda em escova no jejuno; 4)
absorgéao de glicose intestinal “in-vitro”. 5) nimero de copias do 16S DNAr de grupos
bacterianos de maior predominadncia na mucosa do ileo; 6) morfometria das
vilosidades intestinais; Todos os dados foram avaliados em funcdo do tempo, exceto
0os dados de desempenho. Para tanto, 1320 frangos foram divididos entre cinco
tratamentos de acordo com a suplementacédo [dieta basal como controle (CON);
Bacillus subtilis (BS); Bacillus-subtilis + 6leo essencial (BS + OES); 0leos essenciais
(OEs); avilamicina como controle positivo (AVI)]. Os resultados do Capitulo 2
demonstraram que a suplementacéo de AVI e OEs na ragao de frangos de 1 a 42 dias
de idade promove maior atividade de fosfatase alcalina intestinal e aminopeptidase,
enquanto a adicdo de Bacillus subtilis promove maior quantidade de RNAm do gene
codificador do transportador de peptideos 1 (SLC15A1). No Capitulo 3 evidenciou-se
gque a suplementacdo com BS ou OEs promove alteracbes momentaneas na
morfometria intestinal dos frangos. Os Lactobacillus predominam na mucosa do ileo,
e sua maior prevaléncia ocorre no dia 7, seguida pelo dia 42. A utilizacdo de AVI ou
OEs altera o padréao de sucessao dos Enterococcus, enquanto a dieta BS + OEs reduz
os Lactobacillus. Conclui-se que as alteracdes encontradas nado favoreceram o
desempenho zootécnico dos frangos e que, durante o seu desenvolvimento, o
intestino do frango sofre alteracdes especificas que podem ser levadas em conta para
a formulacéo de dietas que se adequem melhor ao perfil de enzimas e transportadores
de nutrientes expressados no intestino ao longo do tempo.

Palavras-chave: 16S DNAr, antibidtico promotor de crescimento, enzimas de
membrana intestinal, fisiologia intestinal, probidtico, transporte intestinal de nutrientes
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6.

USE OF PROBIOTICS AND ESSENTIAL OILS IN THE DIET ON THE INTESTINAL
MICROBIOTA, DIGESTIVE ENZYME ACTIVITIES AND EXPRESSION OF GENES
RELATED TO DIGESTION AND ABSORPTION OF NUTRIENTS IN BROILERS

ABSTRACT - It was hypothesized that, when added to the feed, avilamycin
(antibiotic growth promoter), Bacillus subtilis (probiotic) and essential oils (carvacrol,
cinnamaldehyde, cineol and pepper extract) increase growth performance of broilers
through benefits on intestinal mucosa and its microbiota. In Chapter 1 we present a
literature review on the subject, which allowed us to draw such hypothesis. The specific
objectives of this study were to evaluate the effect of these feed additives nat 7 21 and
42 days of life on: 1) the growth performance; 2) SLC15A1, SLC5A1, SLC2A2, ATP1Al
MRNA levels (respectively encoding PepT1, SGLT1, GLUT2 and Na-K-ATPase) in the
jejunum; 3) activities of alkaline phosphatase, maltase and aminopeptidase from the
brush border membranes of the jejunum; 4) intestinal glucose absorption of in vitro; 5)
16S rDNA copy numbers of the major bacterial groups in association with the ileum
mucosa. 6) morphology of the intestinal villi; All data were also evaluated over the time
course, except for the performance data. Therefore, 1320 broiler chickens were divided
among five treatments, according to supplementation [basal diet as control (CON);
Bacillus subtilis (BS); Bacillus subtilis + essential oils (BS + EOs); essential oils (EOs);
avilamycin as positive control (AVI)]. The results of Chapter 2 demonstrated that
supplementation of BS promoted greater expression of SLC15A1, while EOs and AVI
increased the activities of both IAP and APN. Analysis over time revealed an increase
in the amount of MRNA MGAM, SLC2A2, SLC15A1, SLC5A1 and Sl from seven to 42
days. IAP was reduced after seven days, while MALT increased with age. Addition of
Bacillus subtilis or essential oils in the diet induces changes in the expression of genes
and activities of enzymes related to sugars and peptides utilization, but did not improve
growth performance. In Chapter 3 it was shown that supplementation with BS or EOs
supplementation promotes momentary changes in intestinal morphology of broilers.
Lactobacilli predominate in the mucosa of the ileum, and their higher prevalence occur
at day 7 and then at day 42. The use of AVI or EOs changes the pattern of succession
of Enterococcus, while BS diet + EOs reduces Lactobacillus. We conclude that the
changes found did not favor the growth performance of broilers and that, during its
development, the chicken intestine undergoes specific changes that can be taken into
account in the formulation of diets that best fits the profile of enzymes and nutrient
transporters expressed in the intestine over time.

Keywords: 16S rDNA, antibiotic growth promoter, brush border enzymes, intestinal
physiology, intestinal transport, probiotic
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACTB: gene codificador da p-actina citoplasmatica
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

I.  INTRODUCAO

A introducao de aditivos na dieta, reconhecidamente, foi um dos fatores que
contribuiu para o sucesso da avicultura moderna. O termo aditivo inclui as substancias
gue, quando adicionadas a racado, trazem melhorias ao desempenho de aves
saudaveis ou influenciam positivamente o meio ambiente. Os antibi6ticos promotores
de crescimento (APCs) sao os principais representantes desta classe de substancias,
sendo que seu uso na dieta de animais de producéo trouxe melhorias de ganho de
peso e eficiéncia alimentar, bem como queda nas taxas de mortalidade.

Os beneficios dos APCs sdo atribuidos a sua acdo inibitéria sobre
microorganismos indesejaveis do trato gastrintestinal, bem como sobre seus
metabdlitos IMMERSEEL et al., 2004). Tais fun¢des permitem que os nutrientes da
dieta sejam aproveitados para o desenvolvimento muscular ao invés de serem
utilizados para a formacéo da resposta imune (DE ARAUJO et al., 2007). A avilamicina
destaca-se como um dos antibiéticos mais empregados na nutricdo animal, tendo sua
utilizacao permitida pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.

Por outro lado, o uso dos APCs encontra-se sob severa investigagao cientifica,
porgue tais substancias tém sido associadas a emergéncia de cepas resistentes a
antibidticos, o que representa ameaca para a saude humana (SMITH et al., 2003),
para animais silvestres e de companhia. Neste sentido, em 1997, a Unido Européia
proibiu o emprego da avoparcina como promotor de crescimento e, em janeiro de
2006, baniu o uso dos APCs na nutricdo animal (BURCH, 2006).

Probiéticos e mais recentemente Gleos essenciais (OESs) tém sido considerados
aditivos potencialmente alternativos aos APCs, no entanto a agdo destas substancias
na mucosa intestinal e na microbiota das aves ndo é completamente esclarecida. De
fato, resultados conflitantes no desempenho, mucosa intestinal e microbiota, em
resposta a utilizacao destes aditivos foram reportados na literatura.

Em virtude da falta de conhecimento sobre o efeito do Bacillus subtilis e dos
OEs na microbiota intestinal e na expressao e atividade de enzimas e transportadores

de membrana intestinal e considerando que tais informacdes poderiam ser Uteis para



a compreensdo do mecanismo de acao destes aditivos, elaborou-se o presente

trabalho.

REVISAO DE LITERATURA

2.1. Antibioticos promotores de crescimento

Os APCs sao antibidticos que quando adicionados na racdo em baixa
concentragdo, ou seja em quantidade subterapéutica, sdo capazes de melhorar o
desempenho do animal (NIEWOLD, 2007). O efeito benéfico dos APCs no
crescimento foi descoberto na década de 40 do século passado, quando foi verificado
gue animais alimentados com Streptomyces aureofaciens desidratado contendo
residuo de clortetraciclina apresentaram desempenho superior (CASTANON, 2007).
Desde entéo, diversos trabalhos relatam melhoria na eficiéncia produtiva com o uso
dos APCs em animais destinados a alimentacdo (GASKINS et al., 2002; NIEWOLD,
2006; PAGE, 2006; NIEWOLD, 2007).

Estima-se que a utilizacdo de APCs na dieta de animais de producédo, através
de mecanismos inespecificos e ndo completamente compreendidos, contribui para
aumento de 5-6% no peso vivo e melhora de 3-4% na eficiéncia alimentar, com efeito

mais pronunciado em animais jovens (BUTAYE et al., 2003).

2.1.1. Mecanismos de agao

O antibiotico pode ter efeito bactericida, quando destr6i a bactéria, ou
bacteriostatico, quando inibe a sua proliferacdo. O bactericida pode atuar de trés
formas: i. Alterando a permeabilidade da membrana celular; ii. inibindo a sintese da
parede celular; iii. inibindo a sintese de acido nucléico. O antimicrobiano
bacteriostatico pode exercer sua fun¢éo bloqueando vias metabdlicas importantes ou
através da inibicao da sintese protéica (AMATO NETO et al., 2000).

2.1.2. Hipédteses para a acdo dos APCs na promocdao do crescimento animal
Pelo menos cinco mecanismos foram propostos para explicar o aumento no

ganho de peso em resposta a suplementacdo com APCs (GASKINS et al., 2002;

NIEWOLD, 2006; PAGE, 2006; NIEWOLD, 2007): i. inibicdo da infec¢cdo subclinica

endémica, reduzindo os custos metabdlicos da resposta imune inata; ii. reducao dos



metabdlitos depressores do crescimento (como amodnia e produtos de degradacao da
bile) produzidos por microrganismos Gram-positivos; iii. reducdo da utilizagao
microbiana de nutrientes; iv. elevacdo da absorcdo e da utilizacdo de nutrientes,
porque a parede intestinal em animais alimentados com APC é mais fina; v. inibicdo
da producédo e da excre¢do de mediadores do catabolismo por células inflamatérias
presentes no intestino, resultando em economia de energia para o crescimento.

As quatro primeiras hipoteses compartiiham a pressuposicdo de que a
microbiota intestinal reduz o crescimento do animal, tanto diretamente, como
indiretamente, e que o mecanismo de acdo do APC é baseado na sua propriedade
antimicrobiana. Enquanto isso, a quinta hipdtese considera que as alteracbes na
microbiota com o uso dos APCs séo secundarias a reducéo da inflamacéao, ou seja os
autores sugerem que os APCs agem essencialmente na mucosa controlando a
inflamac&o. A base para esta quinta hipétese reside no fato dos APCs serem utilizados
em doses abaixo da dose inibitéria minima, de forma que sua acdo direta na

microbiota seria pouco provavel (NIEWOLD, 2007).

2.1.3. Resisténcia bacteriana a antibiéticos

A resisténcia aos antibiéticos pode ocorrer em bactérias patogénicas e
comensais, tanto in vivo, como no meio ambiente, podendo ser classificada como
intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é aquela que faz parte das
caracteristicas fenotipicas naturais do micro-organismo e por isso é transmitida
verticalmente. A resisténcia microbiana adquirida ocorre através de mutacdes
espontaneas ou, mais comumente por aquisicdo de genes (transmissao horizontal).

Acredita-se que o0s mecanismos de transformacdo e conjugacdo sejam
responsaveis pela distribuicdo rapida dos genes de resisténcia a antibiéticos nas
bactérias (CHEN et al., 2005). Além disso, a transferéncia horizontal de elementos
genéticos méveis também contribui para a evolugdo dos patdégenos emergentes
através da disseminacao de genes de resisténcia. Variados tipos de material genético,
como os plasmideos, transposons e integrons podem participar desta evolucao
(CARATTOLI, 2013). Outra forma de transferéncia de genes entre espécies
bacterianas de taxons distintos € a transducéo (transferéncia génica mediada por
bacteriéfago) (MUNIESA et al., 2013).

A utilizagdo de agentes antimicrobianos pode alterar a comunidade bacteriana

em determinado local por eliminar cepas susceptiveis e permitir a multiplicacdo de



bactérias resistentes (O'BRIEN, 2002). Desta maneira, a utilizacdo de APC na dieta
pode alterar a microbiota intestinal e criar um ambiente favoravel para o
estabelecimento de bactérias resistentes e patogénicas. De fato, diversos estudos
demonstraram a presenca bactérias resistentes a antibidticos em frangos (E. coli,
Salmonella serovars; Enterococcus spp, C perfringens) (DIARRA et al., 2007,
DIARRASSOUBA et al., 2007; AGUNOS et al., 2012; ST. AMAND et al., 2013). Varios
genes de resisténcia a antibidtico presentes nestas bactérias foram identificados em
elementos genéticos moveis, como plasmideos, transposons e integrons, permitindo
sua disseminacao entre bactérias tanto no intestino das aves, como no meio ambiente.

A utilizagé@o disseminada de antibioticos na medicina humana, na veterinaria e
em atividades agricolas tem sido responsabilizada pela propagacédo dos mecanismos
de resisténcia a antibidticos, sendo associada ainda a reducdo nas opcbes de
tratamento e queda na eficacia terapéutica em pacientes humanos (DIARRA e
MALOUIN, 2014).

Embora ndo se possa afirmar qual a parcela de responsabilidade do uso de
APCs na difuséo da resisténcia bacteriana, observa-se uma presséo social contraria
a sua utilizacdo. Na Unido Europeia, por exemplo, a comercializagéo e o uso de APCs
foi banida oficialmente em 2007 (DIARRA e MALOUIN, 2014). Esta decisdo politica
foi tomada com base no principio da precaucao: “Quando existe ameaca de sensivel
reducao ou perda de diversidade biolégica, a falta de plena certeza cientifica ndo deve
ser usada como razéo para postergar medidas para evitar ou minimizar esta ameaca”
(Principio 15 da declaragédo do rio de 1992), disponivel no endereco eletrbnico:
http://www.unep.org/Documents.Multilingual/Default.asp?DocumentiD=78andArticlel
D=1163. Além disso, em outros paises como os EUA existe uma forte pressao da
opinido publica para a criacdo de animais livres de APCs (DIBNER e RICHARDS.,
2005; CASTANON, 2007).

2.1.4. Consequéncias da proibicdo da comercializacdo dos APCs em paises
europeus

A proibicdo da comercializagcdo dos APCs na Europa promoveu redugcédo na
presenca de genes de resisténcia em cepas de Enterococcus coletadas de fezes de
animais de producédo (VAN DEN BOGAARD et al., 2000; HAMMERUM et al., 2007).
Contudo, segundo alguns autores, essa diminui¢cdo ocorreu ao custo da deterioragao
do bem estar dos animais (CASEWELL et al., 2003). Queda na produtividade também



pode ser verificada apds o fim do uso dos APCs. Na Suécia, por exemplo, 16 anos
apos a retirada dos APCs, a perda em produtividade em suinos ainda ndo havia sido
recuperada (WIERUP, 2001).

A Dinamarca foi um dos primeiros paises a proibir o usos dos APCs, onde a
medida foi acompanhada de piora da conversao alimentar na criagcdo de frangos,
evidenciada pelo aumento de 0,016 kg/kg na relagcdo quantidade de racédo utilizada
até o abate / pelo peso vivo ao abate, entre 1995 a 1999 (EMBORG et al., 2002).
Consequéncias ainda mais severas foram verificadas na inddstria suina
Dinamarquesa, onde houve queda no ganho de peso diario de 422 g em 1995 para
415 g por dia em 2001 e aumento de 2,7 para 3,5% na mortalidade no mesmo periodo
(CALLESEN, 2003).

O aumento da incidéncia de infeccBes na criacdo animal, com a queda dos
APCs, levou a um aumento substancial da utilizagéo de antibiéticos com a finalidade
terapéutica (MUIRHEAD, 2002), que sé&o idénticos aos utilizados na medicina
humana, constituindo risco para 0 homem. A grande preocupacao € a possibilidade
da veiculacdo de agentes patogénicos contendo genes de resisténcia ao homem,
como Samonella, Campylobacter e cepas de E. coli causadoras de zoonose. Por outro
lado, Wierup (2001) reportou que na Suécia, como resultado da retirada dos APCs,
foco na prevencdo de doencas e uso correto de antimicrobianos, o uso geral de
antibidticos em animais reduziu 55% entre 1986 e 1999, bem como a prevaléncia de
resisténcia a antibioticos foi relativamente baixa.

Castanon (2007) sugeriu que a retirada dos APCs demanda melhora nas
condi¢cBes de higiene das fazendas, visto que foi demonstrado que sob condicbes
adequadas de criacdo é possivel obter bons indices de producao de frangos, sem a
necessidade da administracdo continua de antibiético na racdo (WIERUP, 2001;
ENGSTER et al., 2002). Além disso, segundo os mesmo autores (Castanon, 2007),
atualmente dispomos de aditivos alternativos aos APCs que atuam na microbiota e
sdo considerados seguros, como enzimas, prebidticos, probidticos e acidificantes e
gue poderiam contribuir na obtencdo de resultados produtivos semelhantes aos dos
APCs.

2.2. Alternativas aos APCs
Além de boas praticas de manejo visando a criagdo dos animais em condicdes

de higiene adequada, a utilizacdo de aditivos alternativos aos APCs pode contribuir



para a reducao dos impactos advindos de sua descontinuidade (HUYGHEBAERT et
al., 2011). Assim, ao longo das ultimas décadas, a comunidade cientifica vem se
mobilizando na busca por alternativas que possam assegurar 0s mesmos indices de
desempenho e mortalidade da era dos APCs.

Diversas estratégias alternativas aos APCs estéo sob investigacdo na producao
animal, como &cidos organicos com atividade antimicrobiana, bacteri6fagos, enzimas
exdgenas, ervas, pimentas e extratos de plantas, peptideos antimicrobianos,
prebioticos, probioticos, vacinagcdo e imuno-estimulacdo através de peptideos
cationicos, citocinas e bacteriocinas, entre outros (HUYGHEBAERT et al.,, 2011;
DIARRA e MALOUIN, 2014); No entanto, nenhuma destas novas abordagens foi
sistematicamente implementada até o presente momento e 0 que mais se observa em
criacbes comerciais € a utilizacdo empirica das alternativas existentes. Na pratica, a
capacidade de melhorar o desempenho tem determinado a predile¢cao dos produtores
(HUYGHEBAERT et al., 2011), ainda que os mecanismos de acdo destas substancias
ndo sejam totalmente compreendidos e que seus resultados carecam de
reprodutibilidade.

Dentre os potenciais substitutos aos APCs, probidticos e OEs atuam por meio
da modulacdo da microbiota intestinal, sendo associados & melhora da fisiologia
intestinal e aumento do ganho de peso de frangos (JANG et al., 2007; BASMACIOGLU
MALAYOGLU et al., 2010; WANG, Y. e GU, Q., 2010). Contudo, estes aditivos
também tém gerado resultados inconsistentes, de forma que a investigacdo de sua
interacdo com a microbiota e a mucosa intestinal pode auxiliar na compreensao de
sua acdo biolégica no animal, possibilitando sua melhor utilizacdo. Além disso,
segundo Brenes e Roura (2010) a associacdo de OEs com outra classe de aditivo,
como acidos organicos, probiéticos, entre outros, deve ser encorajada na busca de

eventuais efeitos sinérgicos.

2.2.1. Probiéticos

2.2.1.1. Definic&o e caracteristicas dos probioticos

Probidticos sdo definidos como culturas individuais ou mistas de
microrganismos viaveis usados como aditivos, que trazem beneficios ao hospedeiro
por promover a melhoria do equilibrio intestinal (FULLER, 1989). As espécies

bacterianas dos probiéticos podem ser classificadas em colonizadoras, como



Lactobacillus e Enterococcus spp, e nao colonizadoras, como Bacillus spp (esporos)
e Saccharomyces cerevisiae. O principio de acdo dos probioticos baseia-se em dois
mecanismos basicos, a exclusdo competitiva e a imunomodulacdo. A exclusao
competitiva envolve a competicdo por substrato, a producdo de metabolitos
antimicrobianos que inibem patégenos, e a competicdo por sitios de ligagdo (YANG et
al., 2009). O mecanismo de ac¢ao varia de acordo com a cepa de probidtico, podendo
ocorrer pela producdo de metabdlitos especificos (acidos graxos de cadeia curta, H202
ou metabdlitos com propriedade antimicrobiana), interacdo com receptores,
estimulacdo do sistema imune, e outros (MADSEN et al., 2001; SHERMAN et al.,
2009).

2.2.1.2. Efeitos dos probidticos

Alguns trabalhos relatam melhoria do desempenho e da salude de frangos de
corte alimentados com probidtico (KALAVATHY et al., 2008; AWAD et al., 2009). Estes
resultados tém sido atribuidos a manipulacdo da microbiota intestinal, que inclusive
pode levar a inibicdo de patdégenos intestinais (ROLFE, 2000). De fato, aumento e
manutencdo da microbiota benéfica do intestino foi verificada com a utilizacdo de
Lactobacillus spp., Pediococcus penttosaceus e Bacillus spp como probidtico em
frangos (TEO E TAN, 2005). No mesmo estudo, as cepas demonstraram atividade
antimicrobiana contra C. perfringens (TEO e TAN, 2005). Estudos seguintes
comprovaram a capacidade do Bacillus subtilis PB6, isolado do intestino de aves
normais, controlar a enterite necrética induzida experimentalmente, associada com
melhora da saude intestinal (DE SMET e VERLEYEN, 2010).

Probioticos também podem atuar sobre o epitélio intestinal. Aumento na altura
das vilosidades foi verificado no ileo de galos reprodutores pesados apos a
alimentacao com dieta contendo Bacillus subtilis var. natto (SAMANYA e YAMAUCHI,
2002). Melhora na funcao digestiva de frangos alimentados com dieta contendo
probioticos também foi reportada (WANG e GU, 2010). No estudo em questédo, houve
melhora na atividade de protease e de amilase presentes no conteddo intestinal de
frangos de corte alimentados com dieta contendo Bacillus coagulans (WANG e GU,
2010). Por outro lado, a suplementagcdo com Enterococcus faecium nao alterou a
expressao e a atividade de enzimas digestivas da borda em escova de leitdes
(MARTIN et al., 2012).



Apesar de investigagdes do transporte epitelial em resposta a suplementacao
com probidticos em frangos ndo serem de nosso conhecimento, existem relatos de
gue a absorcéao de glicose no intestino pode ser favorecida com o uso de probioticos
em mamiferos. O tratamento oral de ratos com Saccharomyces boulardii promoveu
acentuada estimulacéo da absor¢céao de D-glicose na membrana borda em escova de
enterdcitos, com aumento associado no co-transportador de Na* D-glicose (SGLT-1),
medido por triagem radiografica da proteina (BUTS e BERNASCONI, 2005). Aléem
disso, a administracdo de B. thetaiotaomicron em camundongos aumentou a
expressdo de algumas proteinas importantes para a absor¢ado de nutrientes, incluindo
o co-transportador Na+/glicose e a proteina de ligacao de acidos graxos (HOOPER e
GORDON, 2001).

2.2.2. Oleos essenciais

2.2.2.1. Definicao e caracteristicas dos OEs

Oleos essenciais (OES) sdo substancias extraidas de ervas e especiarias, que
formam uma mistura complexa de varios compostos fitoquimicos, como carvacrol,
timol, cinnamaldeido, entre outros, com propriedade seletiva sobre a microbiota (LEE
et al., 2003) e com capacidade de melhorar o desempenho animal em sistemas
intensivos de producéo (WILLIAMS e LOSA, 2001). Os compostos ativos dos OEs sao
obtidos de partes de plantas por destilacdo por arraste de vapor d’agua e ou por
prensagem dos pericarpos de frutos citricos (FERREIRA, 2010), sendo que sua
nomenclatura é determinada pela planta que o originou.

Os OEs sao denominados como 6leo devido a sua caracteristica lipofilica, no
entanto eles ndo possuem composicdo gliceridica como os verdadeiros Oleos e
gorduras (SIANI et al., 2000).

Os compostos biologicamente ativos das plantas sdo na maioria metabdlitos
secundarios, lipofilicos, liquidos ou volateis, que pertencem aos grupos quimicos dos
terpendides (monoterpenos e sesquiterpenos, esterdides, etc), fendis (taninos),
glicosideos e alcalbides (alcoois, aldeidos cetonas, ésteres, éteres, lactonas, etc.). A
composicéao pode variar devido a fatores biolégicos (espécie de planta, local de plantio
e condicoes de colheita), de producgéo (extracdo, destilacdo e estabilidade) e também
pelas condi¢cdes de armazenamento (luz, temperatura, tenséo de oxigénio e tempo de
estocagem) (HUYGHEBAERT et al., 2011). Assim, o grande desafio em se trabalhar



com esta classe de aditivos consiste na padronizagcdo, uma vez que muitos fatores
podem interferir em sua composi¢cdo e consequentemente na fungéo do produto no

organismo do animal.

2.2.2.2. Efeitos dos OEs

Oleos esséncias podem ter mais de uma acgao, incluindo aumento do consumo
de racdo e da palatabilidade, estimulacdo da secrecdo de enzimas digestivas,
aumento das motilidades gastrica e intestinal, estimulacdo endocrina, atividade
antibacteriana, atividade antiviral, atividade anti-helmintica, atividade coccidiostatica,
estimulacdo da resposta imune, atividade antiinflamatoria e antioxidante e acédo
pigmentante (BASMACIOGLU MALAYOGLU et al., 2010).

Devido a um possivel sinergismo entre os constituintes dos 6leos essenciais, e
por se tratar de uma classe de aditivos relativamente nova, muito ainda precisa ser
estudado para se compreender o papel de cada constituinte no organismo dos
animais. Ainda ndo se sabe com certeza, por exemplo, qual constituinte estimula as
enzimas endogenas, atua como oxidante, € agente antimicrobino, ou imunodulador
(HUYGHEBAERT et al., 2011).

Acredita-se que os Oleos essenciais melhoram o desempenho zootécnico dos
frangos de corte (LEE et al., 2003; CIFTCI et al., 2005; ISABEL e SANTOS, 2009)
atuando na microbiota intestinal. Timol e carvacrol, componentes principais dos 6leos
essenciais derivados do tomilho e do orégano, demonstraram propriedades
antimicrobiana, antioxidante e anti-séptica in vitro (LEE e AHN, 1998). Efeitos
similares foram demonstrados in vivo (JANG et al., 2007). Ademais, dados da literatura
sobre a dose inibitéria minima dos OEs sugerem que sua acdo antimicrobiana varia
de acordo com a planta de origem (PENALVER et al.,, 2005; FU et al.,, 2007;
BARBOSA et al., 2009). Adams (1999) classificou a atividade antimicrobiana de OEs
extraidos de diversas plantas como fraca (gengibre e pimenta), média [cominho (p-
cimeno), coentro (linalol), orégano (carvracol), alecrin (cineol), salvia (cineol) e tomilho
(timol)] e forte [cravo (eugenol), mostarda (alil-isotiocianato), canela (cinamaldeido) e
alho (alicina)].

Além de influenciarem a microbiota intestinal 6leos esséncias podem atuar
sobre o epitélio intestinal. Melhora da morfometria intestinal com o uso de 6leos
essenciais foi relatada em aves (DEMIR et al., 2003). Estudos também relataram

melhora na funcdo digestiva de frangos alimentados com dieta contendo Oleos



10

essenciais (LEE et al., 2003; JANG et al., 2007; BASMACIOGLU MALAYOGLU et al.,
2010). A suplementacdo com uma mistura comercial de 6leo essencial (50 mg OE/kg
da dieta) aumentou a atividade de amilase pancreatica e de maltase intestinal em
relacdo a dieta basal (JANG et al., 2007). A incluséo de um produto comercial de 6leo
essencial, em dois niveis (250 mg OE/ kg e 500 mg OE/Kkg), elevou a atividade
intestinal de quimiotripsina e a digestibilidade protéica (BASMACIOGLU MALAYOGLU
et al., 2010).

Resultados conflitantes do efeito de Oleos essenciais no transporte de
nutrientes na mucosa intestinal foram obtidos em modelos com infusdo dos nutrientes
in vitro. Kreydiyyeh et al. (2003) demonstraram, por modelo de perfuséo intestinal in
vitro com glicose marcada (**C), que a adicédo de 0,05% de 6leo essencial de anis
aumentou significativamente a absorcéo jejunal de glicose em ratos, o que coincidiu
com a estimulagéo da atividade da ATPase Na* K*. Por outro lado, observou-se por
técnica eletrofisiolégica in vitro, que timol e cinnamaldeido (1 mmol/L) reduziram a
corrente de curto-circuito basal (ISC) em solucbes contendo glicose ou L-alanina,
indicando menor absorcao destes nutrientes, o que foi atribuido a inibicao da atividade
da ATPase Na* K* (MICHIELS et al., 2010).

2.3. A microbiota intestinal

A vida do homem e dos animais esta estritamente relacionada com o0s
microrganismos, sendo que a microbiota intestinal desempenha um papel
fundamental na sua saude e bem-estar, bem como na produtividade dos animais
(CALLAWAY et al., 2008). Na producao animal, a busca por aditivos alternativos aos
APCs tem focado naqueles com capacidade de alterar favoravelmente a microbiota
intestinal. Tais estudos baseiam-se no papel fundamental exercido pela microbiota
intestinal nas funcbes fisiologica, imunoldogica do hospedeiro que impactam
diretamente em seu desempenho (VISPO e KARASOV, 1997)

A colonizacao do trato gastrintestinal por bactérias comensais traz uma série
de beneficios ao animal. Animais detentores de microbiota comensal possuem maior
atividade de enzimas digestivas, geracdo de nutrientes (por exemplo, acidos graxos
de cadeia curta, aminoacidos e vitaminas), bem como menor colonizagdo por
bactérias indesejaveis do que os SPF (“specific pathogen free”) (WILLING e VAN

KESSEL, 2009). Além disso, a microbiota pode afetar a morfometria da parede
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intestinal e induzir as rea¢cdes imunes adaptativa e inata, que podem afetar o gasto
energético do animal (HUMPHREY e KLASING, 2004; TEIRLYNCK et al., 2009).

Acidos graxos de cadeia curta (lactato, proprionato e butirato) s&o produzidos
por bactérias no intestino, a partir de carboidratos néo digeridos ou fibra, podendo ser
utilizados como fonte de energia. Essa producdo é afetada pela dieta do animal
(KARAKI et al., 2006). De maneira semelhante, a microbiota em associacdo com a
dieta, afeta a producéo de aminas bioativas no intestino (WILLING e VAN KESSEL,
2009). Estas substancias, que séo produzidas na luz intestinal por microorganismos a
partir da descarboxilagdo de aminoacidos, podem ter agcdo mitogénica (ALLISON e
MACFARLANE, 1989).

Algumas bactérias da microbiota normal também podem exercer um efeito
deletério no desempenho dos animais, principalmente pela competicdo de nutrientes
com o hospedeiro e pela producdo de enzimas que afetam a integridade da mucosa
intestinal (OVIEDO-RONDON, 2009). Contudo tais efeitos deletérios podem ser
compensados pelo controle que eles exercem na colonizacdo de microrganismos
patogénicos (ITO et al., 2004). De fato, a microbiota microbiana normal impede a
colonizacdo de patdégenos através da competicdo por sitios de ligacdo na mucosa e
pela producio de acidos organicos e bacteriocinas (OVIEDO-RONDON, 2009).

2.3.1. O estudo da microbiota intestinal

Tradicionalmente, a analise da microbiota intestinal foi realizada pela cultura de
microrganismos in vitro. Apesar destes métodos terem contribuido para a maior parte
do conhecimento da microbiota intestinal até aqui, apresentam limitac6es importantes.
A principal delas é que a grande maioria das bactérias intestinais ndo pode ser
cultivada em laboratério devido a falta de conhecimento dos métodos bioquimicos
necessarios para sua multiplicacéo in vitro. Além disso, as bactérias pertencentes a
uma comunidade estao relacionadas entre si e com seu meio, de maneira que o cultivo
dos microrganismos em meio artificial ndo reproduz seu habitat natural (APAJALAHTI
et al., 2004). Portanto, a real diversidade da microbiota ndo pode ser estudada com
acuracia com estes métodos tradicionais, uma vez que apenas 1% de toda a
microbiota € capaz de crescer em meios bioquimicos (HUGENHOLTZ et al., 1998).

As técnicas moleculares permitiram um conhecimento muito mais amplo da
ecologia microbiana do que as estratégias baseadas no isolamento e multiplicacdo
em meios de cultura (AMANN et al., 1995; APAJALAHTI et al., 2004; BJERRUM et al.,
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2006). Estas técnicas baseiam-se na comparacao de sequéncias de acidos nucléicos
(DNA ou RNA), e permitem a formagcao de um esquema de classificagdo (OVIEDO-
RONDON, 2009). A principio, sequéncias iniciadoras de nucleotideos podem ser
desenhadas para hibridizar com uma sequéncia complementar alvo e gerar uma
descricdo completa da presenga deste alvo no meio, sem a necessidade da
multiplicacéo bacteriana (OVIEDO-RONDON, 2009). Assim, para se fazer estudos de
identificacdo ou quantificacdo da comunidade microbiana em determinado meio, ndo
se faz necessério o sequenciamento do DNA gendmico total de uma bactéria, que €
um processo demorado e complexo.

Um importante avanco na area de ecologia microbiana foi o uso da subunidade
16S do DNA ribossomal (16S DNAr), que pode ser utilizada por diferentes técnicas
moleculares para identificar e quantificar microrganismos (AMANN et al., 1995). O 16S
DNAr esta entre as moléculas mais conservadas em todos os sistemas vivos, ja que
ndo possui transferéncia entre espécies, e também possui regibes variaveis e
tamanho apropriados para analises de filogenia (cerca de 1500 pares de base)
(AMANN et al., 1995; PEREIRA, 2003). Atualmente existe um vasto banco de dados
de sequéncias do gene 16S DNAr, de forma que este marcador é o mais utilizado em
estudos metagendmicos 16S DNAr (HEILIG et al., 2002; BARTOSCH et al., 2004;
RINTTILA et al., 2004).

Os métodos moleculares para o estudo da ecologia microbiana podem ser
classificados em duas classes gerais: analises baseadas em compilacdo e andlises
da comunidade total (HOLBEN et al., 2004). Os métodos baseados em compilacéo
muitas vezes envolvem uma analise aleatéria (“shotgun”), onde sequéncias de genes
funcionais ou ribossomais de 100 a 300 individuos da populacdo sdo amplificados por
PCR e clonados para gerar perfis filogenéticos ou comparados com os bancos de
dados existentes. Estas técnicas provaram ser bastante sensiveis, contudo possuem
capacidade limitada para detectar com preciséo a variabilidade total da comunidade
microbiana, especialmente em sistemas complexos como o solo e o trato
gastrintestinal, pois organismos pouco abundantes podem passar despercebidos
(HOLBEN et al., 2004).

Andlises da comunidade total caracterizam a estrutura da populagéo total
através da analise direta do DNA total da populagéo, gerando abundancias relativas
de bases de DNA. Diversos métodos foram desenvolvidos nesta classe, como o

monitoramento da cinética de recombinacdo do DNA, andlise de restricdo de
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fragmentos de PCR da comunidade total como o T-RFLP “Terminal Restriction
Fragment Lenght Polymorphism”, eletroforese em gel desnaturante (DGGE) de
“amplicons” da comunidade, e fracionamento do DNA total da comunidade com base
no teor de G + C (OVIEDO-RONDON, 2009). O T-RFLP, por exemplo, baseia-se na
fragmentacdo do DNA de uma comunidade por enzimas de restricdo, gerando
fragmentos de tamanho caracteristicos para cada espécie presente, resultando na
“impressao digital” desta comunidade (GONG et al., 2002). Bandas especificas de
interesse que tenham diferido entre tratamentos, podem ser excisadas do gel,
clonadas em vetor e sequenciadas para revelar informacdo do taxon, por exemplo
(OVIEDO-RONDON, 2009). Embora essas abordagens analisem a comunidade total,
incluindo popula¢des minoritarias, elas geralmente néo fornecem identificacdo de boa
resolucdo das populacdes presentes no meio e também ndo analisam com exatidao
populacbes pouco presentes (OVIEDO-RONDON, 2009).

Até recentemente, todos dados de sequenciamento do 16S DNAr reportados
eram obtidos através da tecnologia de sequenciamento Sanger. Devido a restricbes
de custo, a maioria dos estudo produziam poucas sequéncias, assim revelavam
apenas uma pequena por¢ao da diversidade total do meio estudado (WEI et al., 2013).
As tecnologias de sequenciamento em larga escala “next generation sequencing”
possibilitaram o sequenciamento de bilhdes de bases em tempo reduzido e a custos
viaveis , sendo que atualmente genomas multiplos de bactérias podem ser
sequenciados em questdo de dias (KWON e RICKE, 2011); A introducdo dessa
tecnologia tem contribuido muito para a ampliacdo do conhecimento da diversidade
bacteriana em diversos ecossistemas, inclusive da microbiota gastrintestinal de aves
(WEI et al., 2013).

Embora as técnicas de sequenciamento em larga escala sejam consideradas
as melhores ferramentas para se avaliar a diversidade de comunidades bacterianas
complexas atualmente, especialmente no que concerne a taxons raros, elas ndo sao
as ideais para a quantificacdo (KWON e RICKE, 2011). A melhor forma de se
guantificar membros especificos da comunidade ao longo do tempo, espaco, ou
diferentes condi¢cdes ambientais (KWON e RICKE, 2011) consiste na técnica de PCR
em tempo real (QPCR), a qual fornece valores absolutos, especificos, rapidos e
altamente sensiveis do nimero de coépias do alvo desejado (YU et al., 2005;
RITALAHTI et al., 2006). Além disso, atualmente existem nucleotideos iniciadores

universais para o gene 16S DNAr, validados biologicamente para amplificar o DNA de
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grupos de bactérias, como Enterobacteriaceae, Enterococcus e Lactobacillus, entre
outros (HEILIG et al., 2002; BARTOSCH et al., 2004; RINTTILA et al., 2004).

2.3.2. A composicdo da microbiota de frangos em situacdes normais e em
algumas situagdes especificas

O primeiro passo no estudo de um ecossistema consiste na identificagao de
seus membros, em seguida relaciona-se sua presenca com sua atividade, e
finalmente traca-se o papel que cada organismo desempenha no estabelecimento e
na manutencdo do equilibrio naquele local (OVIEDO-RONDON, 2009). Atualmente,
pesquisas relacionadas com a criagdo animal concentram seus esforcos na
identificacdo da microbiota intestinal normal e como ela é alterada em circunstancias
especificas.

A microbiota do trato gastrintestinal das aves € extremamente complexa e
dinamica, contendo aproximadamente 10'* UFC/g de contelido intestinal, de um
namero desconhecido de espécies bacterianas (ITO et al., 2004). O desenvolvimento
da microbiota inicia-se tdo logo as aves eclodem. Entre 2 e 4 dias apos a ecloséo
cepas de Enterobacteria e Streptococcus sdo predominantes no intestino delgado,
perdendo esta condi¢do para os Lactobacillus em seguida até a vida adulta. No ceco,
microrganismos anaerébios como Bacteroides, Bifidobacteria e Escherichia coli
prevalescem (AMIT-ROMACH et al., 2004). Em animais adultos bactérias Gram-
positivas predominam, sendo que 90% da microbiota é constituida de bactérias
anaerobias facultativas produtoras de acido latico (Bifidobacterium spp.,Lactobacillus
spp. e Streptococcus sp.), e 0s 10% restantes compostos por bactérias consideradas
nocivas ao hospedeiro, como Blastomyces spp., Clostridium, Escherichia coli, Proteus
spp, Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., entre outros (LEE et al., 2002).

A avaliacdo da microbiota associada a mucosa do intestino delgado de frangos
por analise de sequencias do gene 16S DNAr revelou que o género Lactobacillus
ocorre em superioridade, predominando as espécies de Lactobacillus aviarius e
Lactobacillus salivarius (GONG et al., 2007). Dados recentes de nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a prevaléncia do grupo Enterococcus diminui em todo
intestino delgado dos 7 aos 42 dias, enquanto a do grupo Lactobacillus aumenta
(LUNEDO et al., 2014). No mesmo trabalho houve aumento do nimero de cépias de

Enterobacteriaceae na mucosa do ileo entre 7 e 42 dias em animais alimentados com
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milho, porém a contagem manteve-se em niveis mais baixos nas aves alimentadas
com sorgo (LUNEDO et al., 2014).

De acordo com Dibner e Richards (2005) muitos produtos sdo vendidos
atualmente (APCs, &acidos organicos, probioticos, prebidticos, minerais, O6leos
essenciais, entre outros) com a finalidade de modular a microbiota para beneficiar a
saude e o desempenho dos animais, contudo a literatura carece de trabalhos de
identificacdo e quantificacdo da microbiota nestas condi¢cdes. Estudos moleculares
recentes da avaliagdo microbiota intestinal de aves frente ao uso de aditivos na dieta
sdo focados, em sua maioria, nas alteragbes induzidas pelos APCs. WISE e
SIRAGUSA (2007) comparando animais alimentados com e sem APCs observaram
gue as populacdes de Lactobacillus e Enterobacteriaceae sédo as de maior ocorréncia
no ileo, seguidas por membros do grupo Enterococcus, sendo que o nimero de copias
de Lactobacillus e Enterobacteriaceae foi menor com a adicdo de APC. KIM et al.
(2011), trabalhando com avilamicina e os prebidticos FOS e MOS, concluiram que o
antibiético foi mais efetivo na diminuicdo do nimero de copias de Escherichia coli e
Clostridium, mas proporcionou menor diversidade de cepas de Lactobacillus em
comparacao aos prebioticos.

A partir destes resultados, é visivel que estratégias nutricionais envolvendo
aditivos possuem um grande potencial como modeladores da microbiota intestinal, e
gue mais estudos S80 necessarios para que se possa otimizar sua utilizacdo na

nutricdo animal.

2.4. Alteracdes na mucosa intestinal

Aditivos alimentares como o0s Oleos essenciais e 0s probidticos tém
apresentado resultados favoraveis no epitélio intestinal, inclusive capacidade de
promover a integridade da mucosa intestinal em situagcdes de desafio, como a
coccidiose (DALLOUL et al., 2003; OVIEDO-RONDON et al., 2006). Contudo, ainda
nao esta estabelecido se tais achados envolve a modulacdo da microbiota intestinal
ou 0s eventos que atuam na estimulacao direta do crescimento dos vilos.

A microbiota intestinal pode alterar diretamente o epitélio intestinal. Por
exemplo, nutrientes produzidos pela microbiota intestinal, como &cidos graxos de
cadeia curta e aminas biogénicas podem promover o desenvolvimento da mucosa
intestinal da ave através da estimulacdo do processo mitético que leva ao aumento
dos vilos (MAIORKA et al., 2002; LOPES, 2008). Por outro lado, a amdnia hidrolisada
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por bactérias produtoras de urease a partir de 4cido Urico no intestino demonstrou ser
toxica para as vilosidades intestinais, além de reduzir a sintese de DNA na mucosa
gastrica (WARZECHA et al., 2000) e a proliferacéo celular (RABKIN et al., 1993).

Aumento na altura das vilosidades promovem melhorias nas funcbes de
digestdo e absorcéo intestinal, devido a elevagdes na area de superficie absortiva e
na expressao de enzimas e transportadores de membrana (PLUSKE et al., 1996). Por
outro lado, criptas mais profundas indicam elevado “turnover”’ no epitélio intestinal e
alta demanda para formacao tecidual, sendo que tal elevagao do “turnover” eleva o
requerimento nutricional para a mantenca (SAVAGE et al., 1997) e compromete parte
da energia liquida de produgéo.

Acredita-se que a atividade de enzimas de membrana esteja mais relacionada
com a area superficial, do que ao aumento da eficiéncia de células individuais
(GILBERT, 2008). A altura das vilosidades € determinada pelo equilibrio entre dois
eventos citologicos associados: renovacgdo celular (proliferacdo e diferenciacdo das
células localizadas na cripta e ao longo dos vilos) e perda celular (extrusado que ocorre
normalmente no apice dos vilos). Quando o intestino responde a algum agente que
perturbe este “turnover”, ocorre uma modificagao na altura dos vilos. Assim, se ocorrer
um aumento na taxa de proliferacdo (mitose) com auséncia, diminuicdo ou
manutencdo da taxa de extrusdo, havera aumento no numero de células e,
consequentemente, aumento na altura dos vilos. Caso o estimulo promova aumento
na taxa de extrusédo, havendo manutencédo ou diminuicdo da taxa de proliferagéo,
havera reducéo na altura dos vilos (UNI et al., 1996).

Além de sofrer influéncia das alteracBes inespecificas, relacionadas com
mudancas na area de mucosa intestinal, a fisiologia da digestédo e absorcéao intestinal
esta sujeita a alteracdes especificas. As alteracBes especificas sao particularmente
importantes no processo absortivo. FERRARIS e DIAMOND (1989) propuseram a
regulacdo especifica da absorgdo de nutrientes como uma forma de igualar absor¢éo
aos requerimentos para o crescimento, sem que haja gasto de energia com outros
transportadores. PACHA (2000) sugeriu véarias explicacdes para alteracdes da
atividade especifica de transportadores com a idade. De acordo com 0s autores a
reducao no transporte pode ocorrer por diminuicdo na densidade de transportadores,
alteracdo da isoforma predominante e alteracdo na taxa de “turnover’. Os mesmos
autores concluiram que a queda de atividade com a idade esta relacionada com o

aumento de células imaturas e menos ativas ao longo dos vilos.
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Ainda é desconhecido se a regulacdo de enzimas digestivas e transportadores
de membrana ocorre pela inducéo de células imaturas, indiferenciadas, ou se células
maduras sdo reprogramadas, mas aparentemente cada transportador pode ser
regulado de forma particular (FERRARIS, 2001). Baseados nos achados de varios
estudos, os autores propuseram um modelo para a regulagcédo dos transportadores
SGLT1 e GLUTS5. Para SGLT1, a transcri¢éo inicia-se nas células da cripta e durante
a migracao dos enterdécitos ao longo do vilo ocorre a producéo e migragcao da proteina
para a membrana celular (FERRARIS, 2001). Enquanto isso, para GLUT5, evidéncias
apontam que a célula madura pode ser reprogramada a transcrever RNAm e produzir
a respectiva proteina (FERRARIS, 2001). Desta forma, a regulagdo por substrato para
os dois transportadores leva tempos distintos, 4-8 horas para GLUT5 contra 12-24
horas para SGLT1 (FERRARIS, 2001).

Além da regulagdo com a idade e em resposta ao substrato, a atividade de
determinado transportador pode ser estimulada pela sua falta no organismo. Aumento
na expressao e na atividade de transportadores de nutrientes por mg de tecido foi
correlacionado a menor disponibilidade do substrato no limen intestinal (FERRARIS
e CAREY, 2000). Os autores sugeriram que provavelmente o aumento do nimero de
transportadores ocorreu pelo aumento na expressao génica associado ao aumento de
enterocitos maduros e mais ativos devido a mudancas na taxa de migracao
(FERRARIS e CAREY, 2000).

Frente ao exposto, é evidente que o0s processos de digestado e absor¢do podem
ser influenciados de muitas maneiras. Conforme discutido anteriormente, existem
evidéncias de que os OEs e o0s probidticos podem afetar a mucosa intestinal e o
aproveitamento de nutrientes. Uma alternativa para melhorar o entendimento de sua
acao na fisiologia intestinal consiste no estudo da expressao de genes codificadores

de enzimas e transportadores intestinais, bem como suas atividades enziméaticas.

OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial de utilizacdo do Bacillus subtilis (probiético) e de uma

mistura comercial de Oleos essencias, isoladamente ou em conjunto, como
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promotores de crescimento para frangos de corte e investigar a influéncia desses

aditivos na mucosa e na microbiota intestinal.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da avilamicina e do uso isolado ou associado do Bacillus

subtilis (probidtico) e uma mistura de 6leos esséncias sobre:

e O desempenho zootécnico [Consumo de ragédo (CR), ganho de peso (GP)
e converséo alimentar (CA)] aos 7, 21 e 42 dias de vida;

e A expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas na digestédo e
absorcdo de nutrientes (APN, SI, MGA, SLC15A1, SLC2A2, SLC5A1 e
ATP1A1) no jejuno aos 7, 21 e 42 dias de vida;

e A atividade de enzimas digestivas da fase de membrana (aminopeptidase e
maltase) no jejuno aos 7, 21 e 42 dias de vida;

e A absorcao de glicose in vitro a partir de segmentos do jejuno coletados aos
7, 21 e 42 dias de vida;

e A prevaléncia de grupos bacterianos especificos na mucosa do ileo
(Enterobacteriaceae, Enterococcus e Lactobacillus) aos 7, 21 e 42 dias de
vida;

¢ A morfometria intestinal [atura de vilos (AV), profundidade de criptas (PC),
relacdo vilo / cripta (AV/PC)] e contagem de células caliciformes (CCC) aos
7,21 e 42 dias de vida.
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CAPITULO 2 - ALTERAGOES FISIOLOGICAS INTESTINAIS EM FRANGOS DE
CORTE SUPLEMENTADOS COM Bacillus subtilis E/OU OLEOS ESSENCIAIS:
EXPRESSAO GENICA, ATIVIDADE ENZIMATICA E ABSORGAO DE GLICOSE

RESUMO - Bacillus subtilis e 6leos essenciais (OEs) tém sido investigados
como substitutos a antibiéticos promotores de crescimento (APC), demonstrando
capacidade de melhorar o desempenho zootécnico de frangos. Ambos tém
apresentado efeitos favoraveis sobre: digestibilidade de nutrientes, integridade das
vilosidades, atividade de enzimas digestivas e absor¢éo de nutrientes. No entanto, o
assunto ainda carece de estudos, visto que os resultados descritos na literatura
carecem de reprodutibilidade. O presente estudo investigou os efeitos da avilamicina
ou da adicao isolada ou combinada de Bacillus subtilis e de uma mistura de OEs
(carvacrol, cinamaldeido, cineol e extrato de pimenta) no desempenho, bem como
sobre aspectos celulares e moleculares no intestino ao longo do ciclo produtivo de
frangos de corte criados em boas condicfes sanitarias. A expressao de genes e
enzimas estudados e os dados do ensaio de absorcdo in vitro de glicose também
foram avaliados em fungéo do tempo. Para tanto, 1320 frangos foram distribuidos em
cinco tratamentos, de acordo com a suplementacao [dieta basal como controle (CON);
Bacillus subtilis (BS); Bacillus-subtilis + 6leos essenciais (BS + OES); 0leos essenciais
(OEs); avilamicina como controle positivo (AVI)]. O desempenho foi avaliado no
periodo de um a 42 dias, enquanto a quantidade de RNAm, as atividades enziméaticas
e a absorcao in vitro foram analisados aos 7, 21 e 42 dias. A quantidade de RNAmM(S)
de ANPEP, MGAM, SI, SLC15A1, SLC5A1, SLC2A2, ATP1A1 foi avaliada por RT-
gPCR e as atividades de aminopeptidase-N (APN), maltase (MALT) e fosfatase
alcalina intestinal (FAI) determinadas em termos especificos. O ensaio de absor¢ao in
vitro consistiu-se da andlise da area abaixo da curva de concentracdo de glicose de
amostras colhidas do interior do segmento em intervalos especificos a partir da injecéo
de uma solucéo de glicose 5 %. Os tratamentos nado influenciaram o desempenho
zootécnico das aves. BS promoveu maior expressao do gene SLC15A1, enquanto
OEs e AVI aumentaram as atividades de FAI e APN. A analise ao longo do tempo
revelou aumento na quantidade de RNAm de MGAM, SLC2A2, SLC15A1, SLC5Al e
Sl de 7 para 42 dias. FAI sofreu reducao apés 7 dias, enquanto MALT aumentou com
a idade. A adicao de Bacillus subtilis ou 6leos essenciais na racdo induz alteracdes
na expressao de genes e atividade de enzimas relacionados ao aproveitamento de
acucares e peptideos, porém ndo promove melhora no desempenho zootécnico.
Durante o desenvolvimento, o intestino do frango sofre alteracbes especificas que
podem ser levadas em conta para a formulagéo de dietas que melhor se adequem ao
perfil de enzimas e transportadores de nutrientes expressados no intestino ao longo
do tempo.

Palavras-chave: aditivos alimentares, digestdo, enzimas de membrana intestinal,
fisiologia intestinal, nutricdo, transporte intestinal de nutrientes
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CHAPTER 2 - INTESTINAL PHYSIOLOGICAL CHANGES IN BROILERS FED
Bacillus subtilis AND/OR ESSENTIAL OIL THROUGHOUT THE PRODUCTION
CYCLE: MORPHOMETRY, GENE EXPRESSION AND ENZYME ACTIVITY

ABSTRACT - Bacillus subtilis and essential oils (EOs) have been investigated
as replacements for antibiotic growth promoters (AGPs) by improving the performance
of chickens. Both feed additives have demonstrated favorable effects on nutrient
digestibility, villus integrity, activity of digestive enzymes and absorption of nutrients.
However, studies still required, since results described in the literature have scarce
reproducibility. This research investigated the effects of avilamycin, or Bacillus subtilis
DFM and an EO blend (carvacrol, cinnamaldehyde, cineol and pepper extract) alone
or together on performance, as well as cellular and molecular changes in the small
intestine over the time course of growing-finishing of broilers raised in good sanitary
conditions. The data of gene expression, enzyme activity and in vitro glucose uptake
were also evaluated over the time course. Therefore, 1320 broiler chickens were
divided among five treatments, according to supplementation [basal diet as control
(CON); Bacillus subtilis (BS); Bacillus subtilis + essential oils (BS + EOs); essential oils
(EOs); avilamycin as positive control (AVI)]. Performance was evaluated between 1-
42 days, while mMRNA quantities, enzyme activities and in vitro glucose uptake assay
were analyzed at 7, 21 and 42 days. Abundance of ANPEP, MGAM, SI, SLC15A1,
SLC5A1L, SLC2A2, ATP1A1 mRNA was assayed by RT-qgPCR and aminopeptidase-N
(APN), maltase (MALT) and intestinal alkaline phosphatase (IAP) determined in
specific terms. The in vitro uptake assay consisted on the analysis of the area under
the curve of glucose concentration from samples taken over the segment at specific
intervals after an original injection of glucose 5% solution. Performance was not
influenced by treatments. BS promoted greater expression of SLC15A1, while EOs
and AVI increased the activities of both IAP and APN. Analysis over time revealed an
increase in the amount of MRNA MGAM, SLC2A2, SLC15A1, SLC5A1 and SI from
seven to 42 days. IAP was reduced after seven days, while MALT increased with age.
Addition of Bacillus subtilis or essential oils in the diet induces changes in the
expression of genes and activities of enzymes related to sugars and peptides
utilization, but did not improve growth performance. During development, the chicken
intestine undergoes specific changes that can be taken into account in the formulation
of diets that best fits the profile of enzymes and nutrient transporters expressed in the
intestine over time.

Keywords: brush border enzymes, digestion, feed additives, intestinal transport,
intestinal physiology, nutrition
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| INTRODUCAO

Antibioticos promotores de crescimento (APCs) foram amplamente usados na
industria avicola para melhorar a saude intestinal das aves (DIBNER e RICHARDS,
2005), e consequentemente o seu desempenho zootécnico. No entanto, devido a
preocupacdes com a saude publica, seguranca alimentar e com 0 meio ambiente
(DIARRA e MALOUIN, 2014), ha uma tendéncia global para a criacao de frangos de
corte com base em dietas livre de APCs. Dentre as alternativas, probioticos e 6leos
essenciais (OEs) tém sido investigados como potenciais substitutos aos APCs, devido
a melhora da fisiologia intestinal e aumento do ganho de peso de frangos (JANG et
al., 2007; BASMACIOGLU MALAYOGLU et al., 2010; WANG e GU, 2010). Bacillus
subtilis € uma bactéria anaerobia facultativa que ndo pertence a microbiota intestinal
normal de galinhas, mas que € capaz de se multiplicar no intestino (CLEMENTS et al.,
2002). OEs sao extraidos de ervas e especiarias, sendo formados por uma mistura de
compostos fitoquimicos como carvacrol, timol e cinamaldeido.

O modo de acdo dos APCs, Bacillus subtilis e OEs ainda ndo € totalmente
compreendido, mas h4 um consenso de que todos tém propriedades seletivas sobre
a microbiota, conferindo protecdo contra patdégenos intestinais (LEE et al., 2003;
BRENES e ROURA, 2010; VILA et al., 2010). Considera-se que o mecanismo de ac¢&o
dos probidticos seja através de um processo conhecido como exclusao competitiva,
onde as bactérias benéficas previnem a colonizacdo do intestino de bactérias
potencialmente prejudiciais, resultando em equilibrio da microbiota intestinal e
melhora no desempenho dos animais (VILA et al., 2010). A acdo dos OEs nos animais
parece estar relacionada, principalmente, as suas propriedades antimicrobianas,
embora fun¢des antioxidante e anti-inflamatéria também foram descritas (BRENES e
ROURA, 2010).

Efeitos adicionais de probioticos e OEs na digestibilidade de nutrientes, integridade
das vilosidades, atividade de enzimas digestivas e absorcao nutrientes também foram
relatados (KIEN et al., 2007; WINDISCH et al., 2008; MURUGESAN; GABLER e
PERSIA, 2014; MURUGESAN; ROMERO e PERSIA, 2014). Por outro lado, outros
dados nao tém suportado qualquer beneficio destes aditivos no desempenho (LEE et
al., 2003; MARTIN et al., 2012), na morfometria intestinal (WINDISCH et al., 2008;
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MARTIN et al., 2012) e na utilizacdo de nutrientes (LEE et al., 2003; MARTIN et al.,
2012).

Tem sido proposto que a contribuicdo dos probioticos e OEs para o desempenho
esta relacionada com a presenca de patégenos, de maneira que a criacao de aves em
condicdes de higiene inadequadas € recomendada na avaliagdo de substitutos aos
APCs (GIANNENAS et al., 2013; MURUGESAN; GABLER e PERSIA, 2014). Lotes
criados em condi¢des sanitarias precarias, sobre cama reutilizada, podem apresentar
infeccbes subclinicas que comprometem a saude intestinal e aumentam o gasto de
energia a partir da ativagéo continua da resposta imune de fase aguda, resultando em
gueda no desempenho (KLASING e JOHNSTONE, 1991). Assim, a recomendacao de
aumentar a carga patogénica intestinal na avaliacao dos aditivos € baseada em suas
propriedades profilaticas contra doencas bacterianas, presumivelmente, a partir da
promocao do equilibrio intestinal, ou da modula¢édo da imunidade do hospedeiro, ou
ambos (BRENES e ROURA, 2010; GIANNENAS et al.,, 2013; MURUGESAN;
GABLER e PERSIA, 2014).

A compreensdo do modo de acdo dos aditivos alimentares é essencial para
elucidar as contradiges relatadas na literatura e otimizar sua utilizagdo a partir da
manipulagédo da dieta para um melhor aproveitamento dos nutrientes. No entanto,
eventuais alteracfes intestinais induzidas pelo probidtico ou OEs podem ser
mascaradas na presenca de desafio sanitario, jA que nestas circunstancias as
comunidades microbianas do intestino sdo alteradas, a resposta imune é
desencadeada e a integridade da mucosa intestinal pode ser comprometida
(KLASING e JOHNSTONE, 1991; NIEWOLD, 2007). Assim, isolando-se o efeito de
uma alta carga patogénica ambiental, pode-se ter acesso ao efeito direto de qualquer
alteracéo fisiologica no desempenho apos a suplementacdo com Bacillus subtilis e
OEs. Portanto, a compreenséao do papel do Bacillus subtilis e dos OEs na fisiologia do
intestino e sua contribuicdo para o desempenho, quando aves sao criados em
condi¢cBes sanitarias adequadas, é essencial para otimizar sua utilizacdo e também
para gerar um parametro para estudos adicionais simulando o ambiente comercial.

Além disso, a maioria dos experimentos que avaliou o desenvolvimento da funcéo
digestiva em frangos concentrou seus esfor¢cos nas primeiras duas semanas de vida
(UNI et al., 2003; GILBERT et al., 2007). Consequentemente, o estudo do perfil de
expressdo de genes relacionados a digestdo e absor¢do membranosa de carboidratos

e proteinas, e suas respectivas funcdes poderia contribuir para a otimizacdo do uso
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de nutrientes a partir da manipulacdo da dieta durante as distintas fases do ciclo de
producéao.

No presente estudo foram investigados os efeitos da adicdo do APC avilamicina
ou de Bacillus subtilis e OEs (carvacrol, cinamaldeido, cineol e pimenta extrato)
isolados ou associados no desempenho, bem como sobre aspectos celulares e
moleculares no intestino ao longo do ciclo produtivo de frangos de corte criados em
boas condicdes sanitarias. Parametros intestinais foram investigados através da
expressdo de genes que codificam enzimas digestivas e transportadores, suas
atividades bioquimicas, bem como pela morfometria intestinal e um ensaio de
absorcdo in vitro. A expressao de genes e enzimas estudados e os dados do ensaio

de absorcéo in vitro de glicose também foram avaliados em func¢éo do tempo.

I MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O experimento foi conduzido no aviario experimental do Setor de Avicultura do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
UNESP, Jaboticabal, SP.

2.2. Animais, dieta e manejo

Foram utilizados 1320 frangos de corte machos da linhagem Cobb-500,
obtidos de um incubatério comercial. Os pintainhos foram distribuidos em cinco
tratamentos, com seis repeticdes de 44 aves cada, em um delineamento inteiramente
casualizado. Os tratamentos constituiram-se de 5 dietas distintas: i. dieta basal como
controle (CON); ii. Bacillus subtilis (BS); iii. Bacillus-subtilis + 6leos essenciais (BS +
OEs); iv. 6leos essenciais (OEs); v. avilamicina como controle positivo (AVI). Nas
dietas ii, iii, iv e v os aditivos foram adicionados a dieta basal em substituicdo ao inerte
(caolim). As aves foram submetidas a duas fases de criacdo: inicial (1 a 21 dias de
idade) e crescimento (22 a 42 dias), sendo que em cada fase a racédo foi formulada a
base de milho e farelo de soja para atender as exigéncias nutricionais das aves, de
acordo com Rostagno et al. (2011) (Tabela 1). Além disso, a racao formulada em todo
periodo experimental foi livre de qualquer tipo de anticoccidiano. As aves foram

criadas em condigdo termoneutra, sob um programa de luz continuo de 24 horas, em
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um galpao experimental constituido de boxes de 2,50 m de comprimento por 1,50 m

de largura, totalizando 3,75 mz2,

aproximadamente 10 cm de altura.

forradas com cama de maravalha com

Tabela 1. Composicao das dietas inicial e final.

Inicial Crescimento
Ingredientes (%) 1 a 21 dias 22 a 42 dias
Milho 55,451 61,297
Farelo de soja 45% 37,216 30,809
Oleo de soja 3,202 4,375
Fosfato Bicalcico 1,669 1,235
Calcario calcitico 0,934 0,844
Sal comum 0,490 0,452
DL - Metionina 0,325 0,279
L - Lisina— HCL 0,243 0,240
Suplemento Mineral e Vitaminico?! 0,400 0,400
Antioxidante 0,010 0,010
Avilamicina®> s e
Oleos essenciais® e e,
Bacillus subtilis* e,
Caulim (inerte) 0,060 0,060
Total 100,000 100,000
Valores calculados
Energia Metabolizavel, (kcal/kg) 3,020 3,174
Proteina Bruta, (%) 21,600 19,133
Lisina Digestivel, (%) 1,253 1,097
Metionina Digestivel, (%) 0,609 0,536
Metionina + Cistina Digestivel, (%) 0,902 0,801
Triptofano Digestivel, (%) 0,244 0,209
Calcio, (%) 0,867 0,713
Fosforo Disponivel, (%) 0,424 0,333
Saodio (%) 0,213 0,198

Frangos/FOCUS premix mineral e vitaminico fornecido pela Agroceres Multimix.
Niveis de garantia do produto (por kg de premix): Vitamina A 2.000.000,00 Ul;
vitamina D3 600.000,00 Ul; vitamina E 3.000,00 Ul; vitamina K3 500,00 mg; vitamina
B1 600,00 mg; vitamina B2 1500,00 mg; vitamina B6 1000,00 mg; vitamina B12
3.500,00 mcg; Niacina 10,00 g; acido pantotenico 3.750,00 mg; acido félico 250,00
mg; colina 86,60 g; ferro 12,50 g; manganés. 17,50 g; zinco 12,50 g; cobre 25,00 g ;

iodo 300,00 mg; selenio 50,00 mg.

2Surmax-200® fornecido pela Eli Lilly. A adicdo de Surmax-200 em substituicdo ao
caolim (inerte) proporcionou 0,01 g de atividade de avilamicina por kg da dieta.
3Activo® foi fornecido pela GRASP. Activo foi padicionado em substituicédo ao caolim
(inerte) na proporcéo de 0,125 g por kg da dieta.
“Biotop® foi fornecido pela FATEC. A adicdo de Biotop em substituicdo ao caolim
(inerte) proporcionou 5,0 x 108 UFC por kg da dieta.
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2.3. Desempenho

O desempenho das aves foi avaliado pelo peso médio, ganho de peso,
consumo de racdo e conversao alimentar aos 7, 21 e 42 dias de idade. O ganho de
peso foi determinado atraves da diferenca entre o peso das aves no inicio e no final
de cada periodo. O consumo de ragdo foi determinado pela diferenca entre as
pesagens da racao fornecida e a sobra nos comedouros das unidades experimentais,
sendo que a mortalidade das aves foi considerada para o calculo. A conversao
alimentar foi determinada pela relacéo entre o ganho de peso e o consumo de ragao

de cada parcela.

2.4. Coleta de amostras

Aos 7, 21 e 42 dias uma ave por parcela (seis aves por tratamento) foi abatida
por deslocamento cervical, apds jejum alimentar de oito horas, para as analises de
atividade enzimética e de expressdo génica de membrana intestinal. Amostras de
aproximadamente 20 centimetros do jejuno (correspondendo a porcdo do intestino
delgado posterior a alca duodenal e anterior ao diverticulo de Meckel) foram abertas
longitudinalmente, grampeadas pelas extremidades sobre papeldo, sendo a mucosa
lavada com solucéo salina tamponada (pH 7,4) a 4° C. Entédo, a mucosa foi raspada
com uma lamina metélica esterilizada e o material obtido foi acondicionado em
microtubos estéreis, livres de Rnase, congelado em nitrogénio liquido e conservado
em freezer a — 70°C para o processamento laboratorial.

Nas mesmas idades, outra ave de cada repeticao (seis aves por tratamento) foi
abatida por deslocamento cervical, ap6s jejum alimentar de oito horas, para a
obtencao dos segmentos do jejuno para o ensaio de absorcao de glicose in vitro. Em
seguida, o jejuno de cada ave foi isolado, e medido. Os segmentos foram lavados com
solucéo de PBS (salina tamponada com pH 7,4) e uma das extremidades foi amarrada

com fio para o inicio do ensaio.
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2.5. Avaliacdo da expressdo dos genes relacionados a digestdo (APN, Sl e
MGA) e absorcao dos nutrientes (SLC15A1, SLC2A2, SLC5A1 e ATP1A1l) pela
técnica de PCR em tempo real (QPCR)

2.5.1. Extragéo, quantificagéo e avaliagdo da qualidade do RNA total

A extracdo do RNA total de mucosa intestinal foi realizada utilizando-se o Kit
AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit ® da Axygen. Aproximadamente 50 mg
do tecido foi pulverizado em almofariz contendo nitrogénio liquido. Apés maceracao,
duas aliquotas de 20 mg de material foram transferidas para um tubos estéreis de 1,5
mL, e congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente mantidas em freezer -70°C
até o inicio da extracdo de RNA. Uma aliquota de 20 mg de cada parcela experimental
foi utilizada na extracdo de RNA conforme o protocolo do fabricante. O protocolo em
guestao sofreu apenas uma alteracao, que consistiu na adicdo de um tratamento com
DNase, para eliminar os fragmentos de DNA, entre as duas lavagens que antecedem
a eluicdo do RNA presente na coluna ceramica. Para tanto, a coluna foi incubada por
30 minutos a 37°C com uma solugéo composta por 20 pyL da enzima RQ1 — “RNase-
free” DNase (Prodimol, 1U/uL), 8 uL de 10 x “reaction buffer” (Prodimol) e 52 uL de
agua DEPC (0,1% de dietilpirocarbonato).

O RNA extraido foi quantificado através do Qubit ® da life Technologies. O
mesmo equipamento foi utilizado para a quantificacdo de DNA e proteina das
amostras para se avaliar a pureza da extracao.

A integridade do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de agarose
(1,5%), observando-se a presenca das bandas de RNA ribossomal (18S e 28S), bem
como através do equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), o qual
realiza uma eletroforese capilar com deteccao de fluorescéncia induzida a laser para

fornecer um indice de integridade do RNA (RIN).

2.5.2. Gene normalizador para PCR em tempo real

Os alvos escolhidos como candidatos a gene normalizador foram os genes
GAPDH (Gliceraldeido Fosfato Desidrogenase), B-actina e HPRT1 (Hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase) conforme Hoque et al. (2007). Tais genes sé&o
constitutivos e ndo devem ter sua expressao variando na célula entre tecidos
diferentes em condi¢bes variadas. As taxas de expressao destes genes foram

analisadas com os “softwares geNormplus” (http://www.biogazelle.com/genormplus),
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e NormFinder (http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm), figuras 1 e 2,

respectivamente.

o s |l Logg

Figura 1. Estabilidade dos 3 genes candidatos a gene normalizador segundo o
programa Genorm considerando todo o periodo experimental.

O gene com o menor valor de variabilidade é o de menor interferéncia experimental
(GAPDH). O eixo Y reflete os valores de M (“M-value”), onde os valores mais baixos
indicam uma expressao mais estavel.

e

Figura 2. Estabilidade dos 3 genes candidatos a gene normalizador segundo o
programa Norfinder considerando todo o periodo experimental.

O gene com o menor valor de variabilidade € o de menor interferéncia experimental
(GAPDH). O eixo Y reflete os valores de M (“M-value”), onde os valores mais baixos
indicam uma expressao mais estavel.

Além disso, os parametros de covariancia dos trés genes normalizadores e
suas possiveis combinacdes foram analisados pelo procedimento PROC MIXED do
SAS (INSTITUTE, 2011), de forma que a combinagcdo GAPDH, B-actina e HPRT1
apresentou uma das menores variagdes entre tratamentos e idades em cada uma das

idades estudadas, conforme a Tabela 2.
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2.5.3. Reacéo de transcrigcédo reversa e PCR quantitativo em tempo real

A sintese da primeira fita de DNA complementar (CDNA) por transcrigdo reversa
(RT) foi realizada utilizando-se o Kit comercial SuperScript™ Ill First-Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen Life Technologies, USA), a partir de 5,0 ug de RNA total do jejuno
e utilizando-se oligo (dT) como iniciador. Para tanto, foram adicionados em um
microtubo especifico para reagdes de PCR, 5 pg de RNA total, 1 pyL de oligo (dT) 20
(50 uM), 1uL de tampao de anelamento e agua tratada com DEPC, para um volume
final de 8 L.

A reacdo de sintese do cDNA em termociclador (MJ Research, INC.),
compreendeu uma desnaturacdo inicial de 65°C por 5 minutos, seguida de
anelamento dos iniciadores a 20°C por 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram
mantidas no gelo, adicionando-se a cada reacédo 10 yL de 2X First-Strand Reaction
Mix e 2 yL SuperScript™ [l1I/RNAseOUT™ Enzime Mix. A reagédo prosseguiu com a
extensédo da fita a 50°C por 60 minutos, seguida de inativacdo da enzima a 80°C por
5 minutos.

Apos essas etapas, as fitas molde de RNA foram removidas através de
digestdo com a enzima Ribonuclease H (1U), por 22 minutos a 37°C. A seguir,
adicionou-se a cada amostra, 1uL de EDTA (5M, pH 8,0) e 3 uL de agua milli-Q
autoclavada, seguindo-se de rapida centrifugacdo. As amostras foram transferidas
para tubos estéreis de 1,5 mL devidamente identificados. Para iniciar o processo de
precipitagdo do cDNA, adicionou-se por reagao 25 pL de agua milli-Q autoclavada, 5
ML de acetato de sédio (3M, pH 5,2) e 125 uL de alcool etilico absoluto gelado. Apos
misturar lentamente com as maos a reacéo, os tubos foram mantidos a -20°C “over
night” (12 horas). No dia seguinte, as amostras foram submetidas a centrifugagéo por
20 minutos, a 4°C, a velocidade maxima. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 1 mL de alcool etilico 70% gelado. As amostras foram
novamente submetidas a centrifugacdo por 6 minutos, a 4°C, a velocidade maxima,
descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi seco em bomba a vacuo por 10
minutos e resuspendido em 52 uL de agua milli- Q autoclavada. Os cDNAs foram
guantificados em espectrofotdbmetro (NanoDrop®, Thermo Fisher Scientific),
armazenados em freezer a -20°C para posterior realizacdo do PCR em tempo real.

As reacoes de RT-qPCR utilizaram o reagente SYBR Green e foram realizadas
em um aparelho GeneAmp 7900 (Applied Biosystems), seguindo-se o protocolo

descrito por Coussens et al., (2003). Os “primers” utilizados nas reacdes de qPCR
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foram elaborados com base nas sequiéncias de nucleotideos dos genes descritas para
galinhas no Genbank, utilizando-se o “software Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems) (Tabela 3). A especificidade desses “primers” foi avaliada in silico,
utilizando-se a ferramenta Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Os resultados das reacdes de RT-gPCR foram analisados com o software RQ
Manager 1.2.1 (Applied Biosystems) e os valores de Ct (threshold cicle) ou ciclo de
guantificacdo (Cq) foram analisados pelo método 224Ct (LIVARK e SCHMITTGEN,
2001).
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2.6. Atividade de enzimas de membrana (fosfatase alcalina, aminopeptidase e
maltase)

As vesiculas de membrana da borda em escova (VMBE) foram preparadas
conforme o método de Louvard et al. (1973). O fator de recuperacédo das VMBE foi
calculado para a fosfatase alcalina intestinal como a razdo entre a atividade
enziméatica especifica final e a inicial. O fator de recuperacao observado foi de 4,86.

A atividade de fosfatase alcalina intestinal foi determinada de acordo com
Pizauro et al. (1995). A atividade da aminopeptidase foi determinada como descrito
por Rueda et al. (2007), em meio de reacdo contendo 25 pL de vesiculas da
membrana intestinal “brush border”, 250 uL de tampao 50mM imidazol, pH 7,5, e 125
uL de 1,6 mM L-leucine-p-nitroanilide (diluido em dimetilsulfoxido). Depois de 25
minutos de incubacdo a 41°C, a reacao foi interrompida pela adicdo de 250 uL de
ZnS04 (5% plv). A atividade enzimatica especifica foi expressa como nmoles de p-
nitroanilida produzidos por minuto por mg de proteina. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida e expressa como nmoles de p-nitroanilina liberados por minuto
por mg de proteina (U/mg de proteina).

A atividade de maltase foi determinada através da dosagem de glicose liberada
a partir da hidrélise de maltose. O substrato, diluido em tampéo fosfato contendo
EDTA foi adicionado ao extrato enzimatico e este meio de reacéo foi incubado a 37°C
por 25 minutos. A leitura foi feita a 500 nm. A unidade especifica da maltase foi
definida como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1umol de maltose por mg
de proteina do tecido estudado por minuto.

Todas as analises das atividades enziméaticas foram realizadas em triplicatas.
A gquantidade de proteina presente no extrato bruto foi determinada através do
equipamento Qubit ® com o Kit especifico para quantificacdo de proteina.

N&o foi possivel realizar a determinacdo das atividades de sacarase e de
ATPase Na*/K* inicialmente propostas devido ao fato de até o presente momento néo
se ter alcancado a padronizacdo necessaria para a conducédo destas analises.

2.7. Ensaio de Absorc¢éo de glicose in vitro

O lumen do jejuno foi preenchido com uma solugéo de glicose a 5% e entéo a
outra extremidade foi ligada com fio. Os intestinos foram mergulhados em um Becker
com tampao de Krebs, a 37 °C e O:2 foi borbulhado suavemente na solugao. Depois

de 5 minutos uma solugdo de 300 uL da solugao intraluminal foi colhida de cada
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segmento do jejuno (100 ul de trés diferentes porcdes) e colocadas em gelo. O jejuno
foi devolvido ao Becker e amostras intraluminais subsequentes foram colhidas aos 15,
25, 35 e 45 minutos. A concentracdo de glicose nas amostras foi determinada por
solucéo de Glicose PAP liquiform (Labtest, 500mL, cat. 84, Labtest Diagnostica, Lagoa
Santa, MG). Foram utilizadas trés determinacbes por amostra e as leituras de
absorbancia das amostras foram realizadas em espectrofotdmetro semi-automatico
(LABQUEST), com comprimento de onda apropriado. A analise estatistica foi
procedida pelo método da area abaixo da curva (AUC) a partir da curva obtida com as

medi¢Bes em seérie da concentracdo de glucose.

2.8. Andélise estatistica

Toda a andlise foi conduzida usando o procedimento PROC MIXED do SAS
(CARY, 2002). As analises de desempenho foram realizadas utilizando-se o método
‘one way ANOVA”, com efeito fixo de tratamento e ajustou-se o modelo para cada
idade separadamente porgue ndo estavamos interessados na analise ao longo do
tempo para estas variaveis. Para todos os demais aspectos (expressado génica,
atividade enzimatica e ensaio de absor¢do) ajustou-se um modelo linear misto “2-way
mixed model” para considerar os efeitos da dieta, da idade e sua interacdo. Além
disso, como todas as analises laboratoriais para estes aspectos foram blocadas,
incluiu-se o bloco de analise laboratorial como efeito aleatério (repeticdo). A analise

estatistica seguiu 0 modelo:

Y« =4+ Rep +Trt; +1d +Trtld;, +e;,
Em que:
Yik € a observacéo referente ao bloco i, tratamento j e idade k;
1 € a média geral do experimento (efeito fixo);
Repi é o efeito aleatorio do bloco i;
Trtj € o efeito do tratamento j; efeito fixo, com 5 niveis de tratamento;
Idk é o efeito da idade k; efeito fixo, com 3 niveis;
Trldsk é o termo da interacao;
€ik € 0 erro experimental;
Em todos os casos, avaliou-se a presenca de interacao entre tratamento e

idade, em caso de interagao significativa (P<0,05), avaliou-se o efeito dos tratamentos
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em cada idade, mas em caso de interacdo nédo significativa, desempenhou-se as
comparacoes de efeito principal de dieta ou idade. Para as comparagcdes entre
tratamentos utilizou-se o teste de Dunnet na comparacdo dos tratamentos com o
controle e para as comparacdes de idade utilizou-se a diferenca minima significativa

protegida com base no teste-t da ANOVA.

I RESULTADOS

3.1. Desempenho zootécnico

Avaliou-se os efeitos da adicdo de Bacillus subtilis (BS), uma mistura de 6leos
essenciais (carvacrol, cinamaldeido, cineol e extrato de pimenta) (OEsS) ou sua
combinacdo no desempenho de frangos Cobb® até os 42 dias de idade. Ndo houve
diferenca entre as médias dos tratamentos e o controle (P>0,05) para os parametros

de desempenho avaliados (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias observadas e resultados da andlise de variancia para consumo de
racao (CR, g), ganho de peso (GP, g) e converséo alimentar (CA, g/g) de frangos de
corte (N=6) nos periodosde 1a7,8a?2l,1a2l,22a42ela42dias de idade.

Tratamento EPM
CON BS BS+OEs OEs AVI
1 a7dias

CR (9) 138,17 137,50 136,83 135,67 140,67 3,20
GP (9) 124,83 122,50 128,83 126,33 129,17 2,81
CA 1,11 1,13 1,07 1,08 1,10 0,03

1 a21dias
CR (9) 1196,67 1216,33 1203,83 1197,83 1169,50 10,79
GP (9) 923,00 927,00 913,83 924,50 905,33 6,70
CA 1,30 1,31 1,32 1,29 1,30 0,01

1 a42dias
CR (9) 4893,17 4955,00 4921,50 4972,33 4895,00 42,58
GP (9) 3199,33 3239,00 3179,83 3202,50 3173,83 29,68
CA 1,53 1,53 1,55 1,55 1,54 0,01

8 a 21 dias
CR (9) 1092,17 1113,67 1105,83 1099,50 1072,50 9,71
GP (9) 798,33 804,33 784,67 798,50 776,17 7,56
CA 1,37 1,39 1,41 1,38 1,38 0,01

22 a 42 dias
CR (9) 3787,33 3863,67 3802,67 3866,50 3765,50 42,48
GP (9) 2276,00 2311,83 2266,00 2278,17 2268,50 28,86
CA 1,66 1,67 1,68 1,70 1,66 0,01

CON = tratamento controle.

BS = tratamento suplementado com Bacillus subtilis.

BS + OEs = tratamento suplementado com Bacillus subtilis e éleos essenciais.
OEs = tratamento suplementado com 6leos essenciais.

AVI = tratamento suplementado com avilamicina.

EPM = erro padrdo da média.

CR = consumo de racgao.

GP = ganho de peso.

CA = conversao alimentar.
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3.2. Expressao Génica

Determinou-se a quantidade relativa de RNA mensageiro (RNAmM) de genes
codificadores de enzimas digestivas da borda em escova “brush border”,
transportadores de peptideos e monossacarideos em frangos alimentados com
diferentes aditivos alimentares por PCR em tempo real (qQPCR) pelo método da
guantificacdo relativa (RT-gPCR). Efeito principal de tratamento (P=0,01) foi
observado para a expressado de SLC15A1 (Tabela 5), com maior expressao nas aves
BS que no grupo CON (Figura 3).

Tabela 5. Resultados da analise de variancia da expressao dos genes estudados
através de um modelo linear misto.

Efeitos GL Valores de P
ANPEP ATP1A1 SLC2A2 MGAM SLC15A1 SLC5A1 Si
Tratamento 4 0,32 0,07 0,89 0,21 0,01 0,54 0,55

Idade 2 0,77 0,01 0,01 <,0001 0,001 0,0002 <,0001
Interagcdo 8 0,12 0,04 0,09 0,01 0,87 0,46 0,62

Os valores de P representam a soma de quadrados do tipo .

Efeito significativo encontra-se destacado em negrito.

GL = graus de liberdade.

ANPEP = gene codificador da aminopeptidase N.

ATP1Al = gene codificador do trasnportador ATPase, Na*/K".

SLC2A2 = gene codificador do transportador de glicose galactose e frutose
independente de Na*.

MGAM = gene codificador da maltase-glicoamilase.

SLC15A1 = gene codificador do transportador de oligopeptideos 1.
SLC5AL = gene codificador do transportador de glicose e galactose dependente de
Na*

S| = gene codificador da sacarase-isomaltase.
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Figura 3. Expressao do gene SLC15A1 nos diferentes tratamentos em relagéo ao
controle (CON) durante todo periodo experimental.

A abscissa refere-se ao logz “fold-changes” para os contrastes indicados pela
legenda. A escala de “Fold-change” (FC) foi incluida no eixo da direita. Houve efeito
principal da dieta (P< 0,05).

* indica diferencga significativa pelo teste Dunnet (p< 0,05).

ns = nao significativo.

CON = tratamento controle.

BS = tratamento suplementado com Bacillus subtilis.

BS + OEs = tratamento suplementado com Bacillus subtilis e éleos essenciais.
OEs = tratamento suplementado com 6leos essenciais.

AVI = tratamento suplementado com avilamicina.

SLC15A1 = gene codificador do transportador de oligopeptideos 1.

As expressoes de ATP1A1 e MGAM variaram ao longo do tempo de acordo com
a dieta, conforme indicado pela interacdo significativa (P<0,05) (Tabela 5). Os
tratamentos OEs e BS + OEs apresentaram quantidades reduzidas de RNAm de
MGAM em relacéo as aves do tratamento CON (P < 0.05), respectivamente, no dia 7
e nos dias 7 e 21 (Figura 4). Aos 21 dias, a quantidade de RNAm de MGAM das aves
gue receberam BS + OEs foi quase a metade da observada no tratamento CON. Na
mesma idade, a expressao génica de ATP1Al nas aves suplementadas com BS +

OEs foi reduzida em comparagao ao grupo CON (P < 0,05) (Figura 4).
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Os niveis de RNAmM dos genes ATP1A1 e MGAM sofreram alteracao ao longo
do tempo de acordo com o aditivo alimentar na dieta (figuras 5A e 5B). Enquanto aves
alimentadas com AVI apresentaram aumento inicial da expressao de ATP1Al (7 a 21
dias) (P<0.05), as tratadas com BS mostraram expressao mais pronunciada deste
gene entre 21 e 42 dias de vida (P<0.05) (Figura 5A). A quantidade de RNAm do gene
MGAM aos 21 dias no tratamento suplementado com BS + OEs foi a metade da
observada aos 7 dias (P<0.05), enquanto os niveis de RNAmM nos demais tratamentos
nao foi alterada (P>0.05) no mesmo periodo (Figura 5B). Entretanto, a quantidade de
RNAmM de MGAM aos 42 dias foi superior ao observado aos 7 dias (P<0.05),
independentemente do tratamento.

Efeito principal da idade (P<0.05) foi verificado para os genes SLC2A2,
SLC15A1, SLC5A1 e SI, os quais apresentaram maior taxa de expressdo com o
aumento da idade (Figura 5C), enquanto a expressao génica de ANPEP manteve-se
constante ao longo do experimento (P>0.05). Além disso, dos 7 aos 42 dias as
expressdes dos genes SLC2A2, SLC15A1, SLC5A1 e Sl aumentaram 1.62
(p=0.0131), 1.69 (P=0.0015), 1.73 (P=0.0002) e 2.57 (P<0.0001) vezes

respectivamente, independentemente do tratamento (Figura 5C).
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Figura 5. Comparacdo dos niveis de expressdo génica entre idades para: A —
ATP1A1 nos tratamentos BS e CON; B - MGAM em todos tratamentos; C - SLC2A2,
SLC15A1, SLC5A1 e Sl considerando a média de todos tratamentos.
A abscissa refere-se ao log2 “fold-changes” para os contrastes indicados pela
legenda. O contraste 42/21 esta indicado pelo colchete acima das barras. A escala
de “Fold-change” (FC) foi incluida no eixo da direita.
Houve interacéo entre tratamento e idade (P<0,05) (Painéis A e B) e efeito principal
de idade (P<0,05) (Painel C). Asterisco acima da barra ou do colchete indica
diferenca significativa pelo teste T (P<0,05) para o respectivo contraste.
ns = n&o significativo.

CON = tratamento controle.
BS = tratamento suplementado com Bacillus subtilis.

BS + OEs = tratamento suplementado com Bacillus subtilis e 6leos essenciais.
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OEs = tratamento suplementado com 0Oleos essenciais.

AVI = tratamento suplementado com avilamicina.

ATP1Al = gene codificador do trasnportador ATPase, Na*/K".

MGAM = gene codificador da maltase-glicoamilase.

SLC2A2 = gene codificador do transportador de glicose galactose e frutose
independente de Na™.

SLC15A1 = gene codificador do transportador de oligopeptideos 1.

SLC5A1 = gene codificador do transportador de glicose e galactose dependente
de Na*

S| = gene codificador da sacarase-isomaltase.

3.3. Atividade enzimatica

Avaliou-se a influéncia da dieta e da idade na atividade de fosfatase alcalina
intestinal (FAI), bem como na atividade de enzimas relacionadas com a digestao de
carboidratos e proteinas, maltase (MALT) e aminopeptidase (APN), respectivamente.
Para atender as pressuposi¢des de normalidade e variancia as variaveis FAlI e APN
sofreram a transformacéo log-10 e raiz quadrada, respectivamente. Desta forma os
resultados envolvendo estas variaveis nas figuras 6 e 7 foram apresentados na escala
transformada, mas um segundo eixo y foi construido para apresentar a mesma
diferenca em termos % da atividade do controle (Figura 6) ou da idade referéncia
(Figura 7).

Observou-se efeito principal da dieta nas atividades de FAI (P=0.0004) e APN
(P=0.0268) (Tabela 6). As atividades de FAI e APN foram maiores (P<0,05) nos
tratamentos OEs e AVI do que no grupo CON, enquanto os tratamentos OEs e BS +
OEs ndao diferiram de CON (figuras 6A e 6B). A atividade de MALT das aves que
receberam aditivos n&o diferiu do grupo CON (P>0,05), contudo atividade
numericamente maior desta enzima foi verificada nos tratamentos OEs e AVI (Figura
6C).
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Tabela 6. Resultados da analise com o modelo linear misto mostrando fatores que
influenciam a atividade das enzimas de membrana intestinal estudadas.

Efeitos GL Valor de P
FAI APN MALT
Tratamento 4 0,0004 0,0268 0,0401
Idade 2 0,0116 <0,3984 <,0001
Interacao 8 0,7101 0,4655 0,0556

Os valores de P representam a soma de quadrados do tipo .
Efeito significativo encontra-se destacado em negrito.

GL = graus de liberdade.

FAIl = fosfatase alcalina intestinal.

MALT = maltase.

APN = aminopeptidase-N.
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Figura 6. Atividade enzimatica de FAI (A), APN (B) e MALT (C) nos diferentes
tratamentos em relacdo ao tratamento controle (CON) durante todo periodo
experimental.

A abscissa refere-se a diferenca de minimos quadrados para os contrastes indicados pela
legenda. A escala percentual em relagdo ao controle foi incluida no eixo da direita. Houve
efeito principal de tratamento (P<0,05).

* indica diferenca significativa pelo teste de Dunnet (p< 0,05).

ns = n&o significativo.

CON = tratamento controle.

BS = tratamento suplementado com Bacillus subtilis.

BS + OEs = tratamento suplementado com Bacillus subtilis e 6leos essenciais.

OEs = tratamento suplementado com 6leos essenciais.

AVI = tratamento suplementado com avilamicina

FAI = fosfatase alcalina intestinal

APN = aminopeptidase-N

MALT = maltase
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Houve efeito principal da nas atividades de FAI (P<0.0116) e MALT (P<0.0001)
(Tabela 6). A atividade de FAI sofreu reducao de 7 a 21 dias (P=0,0034) e permaneceu
estavel de 22 a 42 dias (P=0,3371) (Figura 7A), enquanto a atividade de MALT
aumentou nos dois periodos (P<0.05) (Figura 7C). A atividade de APN manteve-se

inalterada durante todo o periodo experimental (P=0,3984) (Figura 7B).
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Figura 7. Comparacao da atividade enzimética de FAI (A), APN (B) e MALT (C)
entre idades de coleta, considerando a média de todos os tratamentos.

A abscissa refere-se a diferenca de minimos quadrados para contrastes indicados
pela legenda. O contraste 42/21 esté indicado pelo colchete acima das barras. A
escala percentual em relacao ao dia controle foi incluida no eixo da direita.

Houve efeito principal da idade (P<0,05).

Um asterisco acima da barra ou do colchete indica diferenca significativa pelo teste
T (P<0,05) para o respectivo contraste.

FAI = fosfatase alcalina intestinal

APN = aminopeptidase-N

MALT = maltase
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3.5. Ensaio de absorcgéao

Para verificar os possiveis efeitos da dieta e da idade sobre a transcricdo de
genes codificadores de proteinas envolvidas no transporte intestinal de hexoses
(GLUTZ2, SGLT1 e ATP1Al) investigados nesta pesquisa foram capazes de afetar a
sua funcéo, a area abaixo da curva (AUC) de decaimento de glicose intraluminal foi
avaliada in vitro. Nao houve efeito de tratamento na AUC para glicose (P = 0,8388),
no entanto considerando a média dos valores de AUC ao longo do experimento, 0s
tratamentos OEs e AVI apresentaram valores de AUC mais baixos. Houve um efeito
principal da idade (P < 0,0001), com reducé&o de AUC com a idade (Tabela 7).

Tabela 7. Area abaixo da curva (média + desvio padr&o) para o decaimento de glicose
intraluminal in vitro.

AUC!
Tratamento
CON BS BS + OEs OEs AVI Média?
Idade
7 65,6 74,4 60,4 66,4 61,3 65,6 +2,84
21 44,9 43,7 46,9 43,7 43,1 445+168B
42 26,9 26,8 32,4 27,9 30,4 28,9+1,0°€

449 +

Média® 48,8+24 48,3+2,1 466+2,1 46,0+2,3 2,3
1Area abaixo da curva (unidades);
23Média + erro padrdo da média;
AB.Cvalores seguidos de letras iguais néo diferem nas comparacgées entre idades
pelo teste T (P < 0,05).
CON = tratamento controle.
BS = tratamento suplementado com Bacillus subtilis.
BS + OEs = tratamento suplementado com Bacillus subtilis e 6leos essenciais
OEs = tratamento suplementado com 06leos essenciais
AVI = tratamento suplementado com avilamicina

IV DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Desempenho Zootécnico

Os objetivos deste estudo incluiram a avaliacdo do probiético Bacillus subtilis,
de uma mistura comercial de 6leos essenciais (carvacrol, cinamaldeido, cineol e
extrato de pimenta) e da sua combinagcdo como promotor de crescimento em frangos.
N&o houve efeito dos tratamentos no desempenho zootécnico 0 que esta de acordo

com alguns trabalhos envolvendo a suplementacdo com Bacillus subtilis (WILLIS e
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REID, 2008; LEE et al., 2010) ou Oleos essenciais (BOZKURT et al.,, 2012;
ABUDABOS e ALYEMNI, 2013). Bozkurt et al. (2012) também ndo encontraram
diferenca no desempenho entre aves da dieta basal e as suplementadas com
monensina ou extrato de ervas (24,5% carvacrol, 20,1% 1,8-cineol, timol 12,1% e
6,0% de canfora), no entanto, melhorias no desempenho em resposta a ambos
aditivos foram detectadas ap0s o desafio com uma mistura de Eimeria spp. Assim,
tem sido proposto que a contribuicdo de probioticos e OEs no desempenho ocorre na
presenca de patdégenos (GIANNENAS et al.,, 2013; MURUGESAN; GABLER e
PERSIA, 2014).

No presente estudo, as aves foram alojadas em um aviério que se encontrava
em vazio sanitario por cerca de 6 meses e que foi devidamente desinfetado antes de
receber os pintinhos. Além disso, os pintainhos foram alojados em boxes com cama
de maravalha nova. Estas medidas foram tomadas com a finalidade de isolar a
influéncia dos aditivos testados na fisiologia intestinal e identificar sua contribuicdo no
desempenho, minimizando a influéncia de uma elevada carga patogénica ambiental
no intestino. APCs possuem maior eficacia quando as aves sao criadas em condicfes
inadequadas de higiene (NIEWOLD, 2007). Assim, os resultados semelhantes de
desempenho entre AVI e CON neste experimento indicam que as aves foram criadas
sob carga patogénica reduzida. Esta situacao suporta a hipétese de que a eficacia de
Bacillus subtilis e OEs esta relacionada com o controle de microrganismos

patogénicos.

4.2. Expressao Génica e atividade enzimatica

4.2.1. Influéncia da dieta

A expressdao de genes codificadores de enzimas responsaveis pela digestdo de
carboidratos (MGAM e SI) e proteinas (ANPEP) da membrana da borda em escova,
bem como as atividades de FAI, MALT e APN né&o diferiram entre os tratamentos BS
e CON. O tratamento BS promoveu aumento na quantidade de RNAmM de SLC15A1
em relacdo a dieta basal (CON), enquanto a expressao dos demais genes de
transportadores estudados (SLC5A1, SLC2A2 e ATP1Al) manteve-se inalterada,
bem como a absorcao de glicose in vitro (AUC). De maneira similar, a suplementacao
com o probiético Enterococcus faecium ndo influenciou a expressao e a atividade de

enzimas digestivas em leitdes (MARTIN et al., 2012), enquanto B coagulans aumentou
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as atividades de protease e amilase em frangos (WANG e GU, 2010). A divergéncia
entre os dois estudos indica que a capacidade do probiético produzir ou estimular a
producdo de enzimas do animal varia de acordo com a cepa. No presente estudo as
atividades de MALT e APN néo foram influenciadas pelo tratamento BS, indicando
gue o probidtico ndo estimula a producdo das respectivas enzimas no epitélio e a
maturagdo do sistema digestorio.

Apesar da escassez de investigacOes do transporte epitelial em resposta a
suplementacdo com probidticos em frangos ndo serem de nosso conhecimento,
existem relatos de que a absorcao de glicose no intestino pode ser favorecida com o
uso de probioticos em mamiferos. O tratamento oral de ratos com Saccharomyces
boulardii promoveu acentuada estimulacdo da absor¢ao de D-glicose na membrana
borda em escova de enterécitos, com aumento associado no co-transportador de Na*
D-glicose (SGLT-1), medido por triagem radiogréfica da proteina (BUTS e
BERNASCONI, 2005). Além disso, a administracdo de B. thetaiotaomicron em
camundongos acarretou aumento na expressao de algumas proteinas importantes
para a absorcdo de nutrientes, incluindo o co-transportador Na+/glicose e a proteina
de ligacdo de &cidos graxos (HOOPER e GORDON, 2001). Os resultados de
expressao génica (SLC2A2, SLC5A1 e ATP1A1) e do ensaio de absorcao (AUC) em
aves suplementadas com probiético desta pesquisa ndo corroboram os achados com
outras cepas de probiético em mamiferos.

Por outro lado, observou-se aumento na expressao de SLC15A1 no tratamento
BS, o0 que sugere maior absor¢céo de oligopeptideos. A elevacdo do teor proteico na
dieta ou sua deficiéncia promovem a expressdo do transportador de peptideos no
intestino (GILBERT et al., 2008). Além disso, Bacillus spp. possuem reconhecida
capacidade proteolitica, e maior atividade de protease e digestibilidade proteica ja
foram demonstradas em animais alimentados com Bacillus spp (WANG e GU, 2010;
RAY et al., 2012). Deste modo, a elevacao na expressao de SLC15A1 no tratamento
BS poderia ser justificada por uma maior disponibilidade de peptideos no contetudo
intestinal devido a uma maior digestdo proteica pelas proteases secretadas pelo
Bacillus subtilis.

A absorcéao de produtos da digestdo de proteina no intestino delgado ocorre
primariamente na forma de oligopeptideos ao invés de aminoacidos (MATTHEWS,
1975) e a atividade de PepT1 pode estimular o transporte de aminoacidos livres via

transportadores do sistema b°* (WENZEL et al., 2001). Assim, 0 aumento na
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expressdo de SLC5AL1 verificado neste estudo sugere que aves suplementadas com
Bacillus subtilis tiveram uma vantagem consideravel na absor¢céo de aminoacidos em
relacdo as aves controle.

O mecanismo de acdo mais provavel dos OEs baseia-se na sua acao
antimicrobiana, como os APCs. Curiosamente, os grupos AVl e OEs apresentaram
maiores atividades de APN e FAI que o controle, com a atividade de MALT, seguindo
a mesma tendéncia. Paralelamente, as expressbes de ANPEP, MGAM e SI
mantiveram-se inalteradas nos tratamentos AVI e OEs. Como neste experimento, 0
APC e os OEs utilizados foram continuamente fornecidos na racgdo, considerando
suas ac¢fes antimicrobianas, é possivel que a semelhanca das atividades das enzimas
intestinais nestes dois tratamentos envolva alteracdes similares na microbiota.

Os seguintes papéis tém sido atribuidos a FAI: i) regulacédo do pH na superficie
do duodeno, ii) detoxicacdo do LPS bacteriano no limen do intestino, iii) reducdo da
toxicidade do LPS in vivo, iv) controle da inflamacao intestinal e v) prevencédo da
passagem bacteriana pela mucosa intestinal in vivo (LALLES, 2010).

O LPS bacteriano liga-se ao “tool like receptor 4” desencadeando a resposta
imune (LALLES, 2010). Além disso, a introducdo de bactérias vivas, mortas ou o LPS
isolado no intestino aumentam a atividade de FAI (LALLES, 2010). Curiosamente,
demonstrou-se que uma alca de retroalimentacao entre LPS e FAI é responsavel pelo
controle da inflamacéao intestinal (BATES et al., 2007). Assim, acredita-se que a maior
atividade de FAI em resposta a suplementacdo com AVI ou OEs é resultado de uma
maior exposicao do intestino ao LPS bacteriano, pela lise direta de bactérias Gram -,
ou pela aumento da proporcdo Gram -/Gram + na microbiota intestinal, j& que
avilamicina e OEs agem sobretudo em Gram + (BUTAYE et al., 2003; GIANNENAS
et al., 2013). Elevacdo da atividade de FAIl pode ser uma grande vantagem
especialmente na presenca bactérias patogénicas no intestino, quando infeccbes
subclinicas podem comprometer a salde intestinal e aumentar o gasto energético com
perpetuacdo da resposta imune de fase aguda, comprometendo o desempenho
(KLASING e JOHNSTONE, 1991). A reducédo do gasto com a resposta imune ja era
tida como uma das bases biologicas responsavel pelos ganhos de eficiéncia alimentar
e de desempenho em resposta aos APCs (DIBNER e RICHARDS, 2005). Nossos
dados sugerem um mecanismo de agao parecido para os OEs.

O aumento da atividade de APN e a tendéncia de aumento de MALT indicam

melhora da fungéo digestiva das aves dos tratamentos AVI e OEs. A distribuicdo da
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atividade das enzimas de membrana ao longo do eixo cripta/vilo depende da taxa de
secrecdo enzimatica, migracdo celular e extrusao (1J1 et al., 2001b). A discrepancia
entre as quantidades de RNAmM de MGAM, Sl e ANPEP e a atividade de MALT e APN
neste estudo, indica que a elevacéo das atividades ndo ocorreu pela maior sintese da
enzima. As maiores atividades encontradas podem ser o resultado de uma menor
perda epitelial e alteracdo da renovagéo celular com a suplementagdo com APC e
OEs. APCs e OEs séo substancias antimicrobianas e reducéo da atividade microbiana
na digesta ou ao nivel da mucosa pode conferir maior integridade da mucosa
(HUGHES, 2003). De fato, suinos criados em ambiente gnotobi6tico com microbiota
normal ou E. coli apresentam maior renovacgéo celular que animais “germ-free” ou
alimentados com L. fermentum (WILLING e VAN KESSEL, 2007).

A maioria das enzimas digestivas sdo secretadas como precursores inativos,
tornando-se ativas apenas apds a maturacdo do enterocito (1JI et al., 2001a), assim
as células maduras do vilo sdo mais funcionais em secretar enzimas e absorver
nutrientes que ceélulas imaturas (UNI et al., 1998; FERRARIS, 2001). No entanto,
dependendo da taxa de renovacéo celular, o enterécito pode tornar-se senescente
antes de ser extrudido na ponta da vilosidade (1JI et al., 2001b). A maior atividade de
APN e MALT dos tratamentos AVI e OEs pode envolver a mudanca da taxa de
migracdo dos enterdcitos para favorecer a sintese e alocacdo das proteinas na
membrana.

Recentemente o estudo da suplementacdo associada de diferentes classes de
aditivos, como probiéticos, OEs e acidos organicos tem sido proposto na busca de
eventuais efeitos sinérgicos (BRENES e ROURA, 2010). No presente estudo o
tratamento BS + OE promoveu reducao da expressao de MGAM aos 7 e aos 21 dias
e redugcdo de ATP1Al aos 21 dias, enquanto a atividade de MALT manteve-se
inalterada. Os beneficios da administracdo de OEs na fisiologia intestinal ndo estéo
presentes quando se combina o aditivo com Bacillus subtilis. Provavelmente o efeito
do Bacillus subtilis em anular os efeitos dos OEs se deve a alteracdes na microbiota
em decorréncia da multiplicacdo dos Bacillus. Estudos futuros envolvendo o
sequenciamento da microbiota poderdo elucidar estas possiveis relacées.

Para o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a investigar o efeito de
um probidtico e de uma mistura de OEs na expressao de genes relacionados a
digestédo e absorcao de carboidratos e proteinas. A maior atividade das enzimas da

borda em escova estudadas (FAlI e APN) em aves alimentadas com avilamicina ou
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OEs deve ser mais investigada, especialmente em situacdes adversas como a criagao
em piores condi¢des sanitarias, onde a suplementacdo poderia contribuir para uma
melhor utilizacdo de carboidratos e proteinas, e consequentemente, melhor conversao
alimentar. A administragdo continua de Bacillus subtilis na racdo aumentou a
quantidade de RNAm de PepTl1 o que sugere aumento no transporte transcelular de
peptideos. Melhora na utilizacéo da proteina dietética ndo apenas pode se traduzir em
economia para a industria avicola, como pode reduzir o impacto ambiental da
excrecdo de nitrogénio. Na presente pesquisa as aves foram criadas em condi¢cbes
adequadas de higiene e receberam ingredientes altamente digestiveis o que pode ter
limitado o potencial das alteracdes observadas em melhorar o aproveitamento dos
nutrientes e o desempenho. Assim, estudos adicionais poderiam elucidar melhor a
capacidade do Bacillus subtilis e dos OEs testados em melhorar a utilizagédo de

carboidratos e proteinas em condi¢fes adversas.

4.2.2. Influéncia daidade

A compreensédo da capacidade do intestino assimilar aminoacidos e glicose é
fundamental para a formulacdo de dietas adequadas ao perfil enzimético e de
transportadores de nutrientes no intestino delgado em determinado momento. A
atividade de enzimas pancreaticas geralmente é similar entre aves de postura e de
corte, contudo a atividade das enzimas da borda em escova em frangos é menor,
especialmente com o avancar da idade (NIR et al., 1993; MAHAGNA e NIR, 1996).
Neste sentido, tém sido sugerido que a digestdo membranosa de carboidratos é
limitante em frangos (GILBERT et al., 2007).

Neste experimento genes codificadores de enzimas responsaveis pela digestédo
de carboidratos na borda em escova apresentaram maior expressao aos 42 dias que
ao término da primeira semana de vida (2,5 vezes para MGAM e 2,58 vezes para Sl),
0 que esta de acordo com o aumento na atividade de MALT no mesmo periodo (3,78
vezes). No entanto, enquanto a atividade de MALT aumentou aumentou 2,03 vezes
entre 7 e 21 dias, a expressdo de MGAM e SI, manteve-se relativamente estavel no
mesmo periodo (0,85 e 1,31 vezes, respectivamente). O aumento da atividade de
MALT neste estudo é similar ao encontrado por UNI et al. (2003), os quais observaram
gque a as atividades de sacarase e maltase aumentaram gradualmente entre quatro e

11 dias em outra linhagem de frangos.
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A maior atividade de MALT com a idade no presente trabalho pode ter ocorrido
por dois processos distintos, inicialmente por alteragdes pos-transcricionais, em
seguida por reprogramacéao celular. Foi demonstrado, que apos 14 dias de idade, a
taxa de migracdo celular nas vilosidades intestinais de frangos é reduzida
drasticamente, levando a uma maior densidade de enterdcitos maduros (1J1 et al.,
2001a). Embora o enterdcito maduro seja mais funcional, quando a taxa de migragéo
celular é reduzida ele pode se tornar senescente antes de ser extrudido na ponta da
vilosidade (1JI et al., 2001b). Em frangos com 21 dias, o pico da atividade de alfa-
glicosidase ocorre em torno de 300 um da ponta da cripta, e acima desta altura a
atividade sofre redugdo gradual pelo aumento da degradagédo enzimatica (1J1 et al.,
2001b). Desta forma, a maior atividade de MALT entre 7 e 21 dias sugere uma maior
estabilidade enzimatica na linhagem estudada. Por outro lado, 0 aumento da atividade
de MALT entre 21 e 42 dias envolveu aumento da expressdo de génica, o que pode
ser uma resposta a maior quantidade de carboidratos fornecida pela dieta no periodo.
De fato, a regulacdo pelo substrato e controle ao nivel transcricional ja havia sido
demonstrados para maltase e sacarase (UNI et al., 2003; KARASOQV et al., 2010).

O aumento da atividade de MALT com a idade indica que a digestao dos
carboidratos pode nao ser limitante para a digestao da linhagem de frangos estudada,
conforme sugerido anteriormente para frangos de outras linhagens (GILBERT et al.,
2007). A selecéo genética para o crescimento da linhagem utilizada neste estudo pode
ter favorecido a reprogramacao celular para uma menor degradacdo enzimatica e
maior sintese de maltase para uma maior digestdo de carboidratos.

Existem evidéncias de que o padrdo de desenvolvimento das funcdes
digestivas e absortivas em galinhas se assemelha ao desenvolvimento em
vertebrados herbivoros, ou seja funcdes relacionadas com a assimilacdo de
carboidratos aumentam (disacaridases e transporte de hexoses), enquanto fungdes
relacionadas ao aproveitamento de proteinas (proteases e transporte de aminoacidos)
diminuem com a idade (BUDDINGTON e DIAMOND, 1989). Na presente pesquisa, a
expressdo do gene associado com a digestdo de proteinas manteve-se estavel com
0 avancar da idade das aves de acordo com a atividade da respectiva proteina,
indicando que a digestdo proteica pode ser limitante para as aves estudadas
(ANPEP). No entanto, a atividade relativamente estavel de APN pode ser considerada
uma vantagem se comparada com a queda de atividade apresentada por outra

linhagem de frangos (Steggles® x Ross®) (1JI et al., 2001a). Por outro lado, um estudo
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com pintainhos Arbor Acres® reportou niveis crescentes de RNAm de ANPEP do
nascimento aos 14 dias de idade (GILBERT et al., 2007). Por tras das diferencas para
as variaveis relacionadas com a digestdo proteica de membrana entre nossos
achados e a literatura podem residir diferencas na habilidade de cada linhagem
assimilar a proteina dietética. Tais diferencas podem ser determinantes para a curva
de crescimento de cada linhagem, conforme sugerido por GILBERT et al. (2007), que
encontraram diferentes niveis de expressdao de ANPEP entre linhagens selecionadas
com dietas com diferentes relacdes proteina / carboidrato.

Neste estudo, o padréo de expressdo de FAI até os 21 dias € consistente com
os achados de lji et al. (2001b) em pintainhos de corte. Os autores encontraram menor
atividade especifica de FAI ao longo do intestino delgado da eclosdo aos 21 dias de
vida, com atividade concentrada sobretudo no topo das vilosidades. A queda na
atividade de FAI pode ter ocorrido pelo mesmo motivo proposto para a elevagéo de
MALT no mesmo periodo, ou seja, devido a uma possivel queda na migracao dos
enterocitos e acumulo de células com menor atividade nas vilosidades (I1JI et al.,
2001b). A estabilidade da atividade de FAI entre 21 e 42 dias reflete a maturagéo
intestinal logo aos 21 dias de idade, uma vez que a enzima possui papel importante
na manutengdo da homeostase intestinal e em sua integridade (LALLES, 2010).

A presente pesquisa também avaliou o padrdo temporal de expressao de
genes codificadores de proteinas envolvidas na absorcao de hexoses (GLUT2, SGLT1
e ATP1A1) e de di e tripeptideos (SLC15A1 e ATP1Al). Todos os genes envolvidos
com a absorcéo estudados apresentaram maior expressdo com o avancar da idade,
exceto ATP1A1, cuja expressao cresceu com a idade apenas nos tratamentos BS e
AVI. Estes achados corroboram os resultados de CHEN et al. (2005), que mostraram
gue a abundancia de RNAmM de SLC15A1 tende a aumentar da eclosdo aos 35 dias
em frangos Cobb®. Nossos achados também suportam os resultados de GILBERT et
al. (2007), que observaram aumento linear dos niveis de RNAm de SLC2A2, SLC15A1
e SLC5Alentre a ecloséo e os 14 dias de idade em pintainhos Aviangen®.

O aumento da quantidade de RNAmM de genes relacionados com a absorcao de
hexoses (SLC2A2 e SLC5A1) de 21 a 42 dias pode ser atribuido a maior quantidade
de carboidrato fornecido pela dieta de crescimento, de maneira similar ao ocorrido
com a expressao de Sl e MGAM e a atividade de MALT. Em contrapartida, o aumento
da expressao de SLC15A1 de 21 a 42 dias nao parece ter sido determinado pelo

substrato, uma vez que no periodo houve reducdo da quantidade de proteina
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fornecida na dieta, enquanto a expressdo de ANPEP e a atividade de APN
permaneceram inalteradas.

Os valores de AUC apresentaram queda linear com a idade neste estudo,
indicando aumento da capacidade do intestino absorver glicose a medida que o frango
cresce. Além disso, houve aumento da altura das vilosidades intestinais de 7 a 21
dias, a qual manteve-se estavel até os 42 dias (dados mostrados no capitulo 3).
Normalmente a absorcdo absoluta de nutrientes aumenta com a idade devido ao
aumento da area absortiva (RAYO et al., 1992), mas a eficiéncia de absorcdo em
relacdo as massas intestinal e corporal diminui (I1J1 et al., 2001c). A reduc¢ao na taxa
de transporte em relagdo a massa intestinal a medida que os animais crescem esta
associada com o aumento da afinidade dos transportadores, que leva a reducéo de
sua capacidade (NAVAB e WINTER, 1988). De maneira geral, a capacidade de
absorcéo € igual a ingestao de determinado nutriente, mas em animais de producéo,
com alta ingestdo de nutrientes, a absorcdo pode ser limitante para o crescimento
(OBST e DIAMOND, 1992). Assim, aumentar o numero de transportadores de
nutrientes no intestino, poderia ser uma forma de compensar a queda de sua
funcionalidade com o desenvolvimento, especialmente a partir de 21 dias, quando a
area de absorcao nao sofre grandes alteracdes, conforme indicado pela altura das

vilosidades (dados mostrados no capitulo 3).
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V CONCLUSOES

A adicéo de Bacillus subtilis ou éleos essenciais na racao induz alteraces na
expressdo de genes e atividade de enzimas relacionados a digestdo e absor¢cédo de
acucares e peptideos, porém nao promove melhora no desempenho zootécnico. Os
resultados servem como parametro para estudos adicionais com os mesmos aditivos
simulando o ambiente comercial.

Durante o desenvolvimento, o intestino do frango sofre alteragfes especificas
gue podem ser levadas em conta para a formulagéo de dietas que melhor se adequem
ao perfil de enzimas e transportadores de nutrientes expressados no intestino ao longo

do tempo.
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CAPITULO 3 — MORFOMETRIA E MICROBIOTA DA MUCOSA DO INTESTINO
DELGADO DE FRANGOS SUPLEMENTADOS COM AVILAMICINA, Bacillus
subtilis E OLEOS ESSENCIAIS

RESUMO - Bacillus subtilis e éleos essenciais (OEs) tém sido investigados
como substitutos a antibidticos promotores de crescimento (APC). Tais aditivos
demonstraram-se capazes de melhorar o desempenho zootécnico de frangos,
presumivelmente através da modulagdo da microbiota intestinal. O presente estudo
investigou os efeitos da avilamicina e da adi¢ao isolada ou combinada de Bacillus
subtilis e de uma mistura de OEs (carvacrol, cinamaldeido, cineol e extrato de
pimenta) na morfometria do jejuno, e na abundancia de grupos bacterianos de maior
predominancia na mucosa do ileo de frangos de corte entre aos 7, 21 e 42 dias de
idade. Os dados também foram avaliados em funcdo do tempo para verificar a
sucessdo bacteriana. Para tanto, 1320 frangos foram distribuidos em cinco
tratamentos, de acordo com a suplementacdo [dieta basal como controle (CON);
Bacillus subtilis (BS); Bacillus-subtilis + 6leos essenciais (BS + OES); 0leos essenciais
(OEs); avilamicina como controle positivo (AVI)]. As andlises morfométricas
constituiram-se da analise da altura das vilosidades, profundidade de criptas, relacao
vilo/cripta e contagem de células caliciformes. A analise da colonizacéo bacteriana da
mucosa do ileo buscou revelar o numero de cépias do gene 16S DNAr dos grupos
Enterobacteriaceae, Enterococcus e Lactobacillus, através de PCR quantitativo em
tempo real (QPCR). Conclui-se que a suplementacdo com BS ou OEs promove
alteragbes momentaneas na morfometria intestinal dos frangos. Os Lactobacillus
predominam na mucosa do ileo, e sua maior prevaléncia ocorre no dia 7, seguida pelo
dia 42. A utilizagéo de AVI ou OEs altera o padrédo de sucessao dos Enterococcus,
enquanto a dieta BS + OEs reduz os Lactobacillus.

Palavras-chave: 16S DNAr, aditivos alimentares, antibiético promotor de
crescimento, fisiologia intestinal, probiotico
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CHAPTER 3 - MORPHOLOGY AND MICROBIOTA OF THE SMALL INTESTINE
MUCOSA OF BROIILERS SUPPLEMENTED WITH AVILAMYCIN, Bacillus subtilis
AND ESSENTIAL OILS

ABSTRACT - Bacillus subtilis and essential oils (EOs) have been
investigated as replacements for antibiotic growth promoters (AGPS) by improving the
performance of chickens. This study investigated the effects of avilamycin and the
single or combined supplementation of Bacillus subtilis and essential oils (carvacrol,
cinnamaldehyde, cineole and pepper extract) in jejunum morphology, and abundance
of the major bacterial groups in association with the ileum mucosa, at 7, 21 and 42
days of age. Data were also evaluated over the time course to verify bacterial
succession. Therefore, 1320 broiler chickens were divided among five treatments,
according to supplementation [basal diet as control (CON); Bacillus subtilis (BS);
Bacillus subtilis + essential oils (BS + EOs); essential oils (EOs); avilamycin as positive
control (AVI)]. The morphometric analyzes consisted of the analysis of villus height,
crypt depth, villus / crypt ratio and goblet cell count. The analysis of bacterial
colonization of the ileum mucosa involved 16SrDNA copy numbers the quantification
of the number of copies of the the analysis of bacterial colonization of the ileum mucosa
sought to reveal the 16SrDNA copy numbers of the Enterobacteriaceae, Enterococcus
and Lactobacillus groups trough quantitative real time PCR (qPCR). In conclusion, BS
or EOs supplementation promotes momentary changes in intestinal morphology of
broilers. Lactobacilli predominate in the mucosa of the ileum, and their higher
prevalence occur at day 7 and then at day 42. The use of AVI or EOs changes the
pattern of succession of Enterococcus, while BS diet + EOs reduces Lactobacillus.

Keywords: 16S rDNA, antibiotic growth promoter, feed additives, intestinal
physiology, probiotic
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| INTRODUCAO

Os antibioticos promotores de crescimento (APCs) foram utilizados com
bastante sucesso para melhorar o desempenho zootécnico de animais. No entanto,
efeitos colaterais vem sendo relatados, como a presenca de bactérias patogénicas
resistentes e residuo de antibiotico em produtos avicolas (DIARRA e MALOUIN,
2014). Consequentemente, ha uma tendéncia global para a criagcdo de frangos de
corte com base em dietas livre APCs. Este fen6meno tem forcado os nutricionistas de
aves pela busca de novas alternativas aos APCs, dentre as quais destacam-se
probioticos e 6leos essenciais (OEs). Estes aditivos tém sido associados com a
melhora da fisiologia intestinal e com aumento do ganho de peso de frangos (JANG
et al., 2007; BASMACIOGLU MALAYOGLU et al., 2010; WANG e GU, 2010).

O mecanismo de acéo dos APCs, Bacillus subtilis e OEs ainda néo é totalmente
compreendido, mas ha um consenso de que todos tém propriedades seletivas sobre
a microbiota, conferindo protecdo contra patdégenos intestinais (LEE et al., 2003;
BRENES e ROURA, 2010; VILA et al., 2010). Acredita-se que os APCs e os OEs
atuam pela reducdo do numero de bactérias e de seus metabdlitos, resultando em
menor competi¢cdo por nutrientes com o hospedeiro (HARDY, 2002)(IMMERSEEL et
al., 2004), enquanto a acdo do probidtico esté relacionada com a inibicdo de bactérias
especificas (VILA et al., 2010).

Existem evidéncias de que probidticos e OEs também podem elevar a secrecao
de enzimas pancreaticas e promover melhorias na morfometria intestinal, como
aumento das vilosidades que podem beneficiar a digestibilidade dos nutrientes (KIEN
et al., 2007; WINDISCH et al., 2008; ALIAKBARPOUR et al., 2012; MURUGESAN,
GABLER, et al., 2014; MURUGESAN, ROMERQO, et al., 2014). Probidticos também
podem secretar enzimas e assim aumentar a quebra de moléculas de carboidratos e
proteinas (WANG e GU, 2010; RAY et al.,, 2012) disponibilizando acucares e
aminoacidos no intestino. A composicdo dos substratos disponiveis para as bactérias
pode afetar a proliferacéo bacteriana total e também de cepas especificas no intestino
(DEPLANKE; GASKINS, 2001), podendo afetar também a producéo e composicao
do muco (FORDER et al.,, 2007; AZZAM et al., 2011). O muco interage com a
microbiota devido a sua composic¢ao rica em carboidratos e pelos nutrientes exdégenos
nele presentes (DEPLANKE; GASKINS, 2001), provendo ambiente e substratos
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favoraveis ao estabelecimento da microbiota comensal (ALIAKBARPOUR et al.,
2012).

A populacédo de bactérias no intestino atua em simbiose com o hospedeiro,
regulando aspectos como, eficiéncia de absorcéao, tempo de passagem do alimento,
utilizacdo de nutrientes, maturacao intestinal, colonizacdo por patdgenos, integridade
intestinal, imunidade, bem como disponibiliza vitaminas e energia para o hospedeiro
(AMIT-ROMACH et al., 2004; OVIEDO-RONDON, 2009). A comunidade microbiana
intestinal pode ser dividida em duas subpopulacdes, uma associada a mucosa e a
outra dispersa no conteudo do limen. A primeira € altamente especializada e com
habilidade de influenciar a estrutura funcional da mucosa, e a segunda diretamente
relacionada com os alimentos ingeridos, participando de sua hidrolise e fornecendo
nutrientes para si e o hospedeiro (LUNEDO et al., 2014).

A maior parte dos estudos da sucessao da comunidade microbiana intestinal
em frangos envolve o conteddo do ileo e do ceco (LU et al, 2003; WISE e
SARAGUSA, 2007). Os trabalhos que caracterizam a populacdo bacteriana no ileo
mostram que populacdes de Lactobacillus e Enterobacteriaceae sdao as de maior
ocorréncia, seguidas por membros do grupo Enterococcus (WISE e SARAGUSA,
2007; LUNEDO et al., 2014).

Embora muitos fatores estejam envolvidos na regulacdo da microbiota
intestinal, como pH, localizac&o e idade (APAJALAHTI et al., 2004), a dieta é o maior
determinante do perfil microbiano (OVIEDO-RONDON, 2009). Pesquisas da
microbiota frente a suplementacdo com aditivos alimentares concentra-se nos APCs
(WISE e SARAGUSA, 2007). Ainda ndo esta claro se os APCs reduzem ou néao a
microbiota Gram+ no intestino dos animais, pois foram reportados reducdes (VAN
ASSCHE et al, 1974; VERVAEKE et al., 1979; ENGBERG et al., 2000;
KNARREBORG et al., 2002) e elevagdes (COLLIER et al., 2003; DUMONCEAUX et
al., 2006)destas bactérias com o uso de APCs em animais. Até o presente momento
a microbiota associada a mucosa do ileo de frangos suplementados com aditivos foi
pouco estudada, especialmente a adicdo de Bacillus subtilis e OEs isolados ou
combinados. Em suinos os OEs promoveram reducdo da relacao
Enterobacteriaceae/Lactobacillusstudo no ceco e assim a saude intestinal dos
animais, contudo tanto os OEs, como a avilamicina ndo alterou o numero total de
bactérias (CASTILLO et al., 2006).
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O presente estudo investigou os efeitos da avilamicina e da adi¢ao isolada ou
combinada de Bacillus subtilis e de uma mistura de OEs (carvacrol, cinamaldeido,
cineol e pimenta extrato) na morfometria intestinal do jejuno, e na quantificacdo do
gene 16S DNAr de grupos bacterianos especificos presentes na mucosa do ileo de

frangos de corte entre 1 e 42 dias de idade.

I MATERIAL E METODOS

2.1. Local, animais e dieta

O local, as aves, o desenho experimental, as dietas e o manejo utilizados foram
os mesmos descritos no Capitulo 2, nos itens “2.1, Local” e “2.2 Animais, dieta e
manejo”, exceto que para as analises da microbiota foram utilizadas apenas 4
repeticbes por tratamento. Além disso, a coleta das amostras deste experimento foi

realizada em aves diferentes daquelas utilizadas para as analises do Capitulo 2.

2.2. Coleta de amostras

Aos 7, 21 e 42 dias uma ave de cada repeticdo (seis aves por tratamento) foi
abatida por deslocamento cervical, apds jejum alimentar de 8 horas, para a andlise
dos parametros morfométricos intestinais. O jejuno foi delimitado desde a al¢ca
duodenal até o diverticulo de Meckel e em seguida isolado do restante do intestino.
Um fragmento de aproximadamente 10 cm de comprimento da regido medial do jejuno
foi isolado, aberto longitudinalmente e fixado imediatamente em formol a 10%,
tamponado com fosfato pH 7.4 por 24 horas. Em seguida as amostras seguiram para
o laboratério de microscopia Optica.

Para a andlise da microbiota associada a mucosa foram utilizadas amostras de
quatro repeticdes por tratamento, sendo que cada amostra foi formada pelo material
colhido de trés aves (“pool”), totalizando 12 aves por tratamento em cada momento
de coleta. O nimero de animais foi determinado seguindo recomendacdes de ZHOU
et al. (2007), que estudou diferentes tamanhos de amostragem para a garantia de
variabilidade em analises de microbiota de amostras intestinais de frangos de corte.

As aves foram abatidas por deslocamento cervical na auséncia de jejum e o

trato gastrintestinal foi exposto. O ileo foi delimitado desde o diverticulo de Meckel até
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a uniao ileo-cecal e em seguida separado por ligaduras, isolado e acondicionado em
uma placa de petri contendo PBS esterilizado (8mM Na2HPO4, 137mM NaCl, 2,7mM
KCI, 1,5mM KH2PO4; pH 7,4). As placas com os segmentos foram mantidas em
ambiente resfriado e com fluxo continuo de CO2 durante o transporte do galp&o para
o laboratorio e até o inicio da manipulacdo da amostra para a formagédo do pélete
bacteriano. Este cuidado foi tomado com a finalidade de diminuir a proliferacdo das
colbnias presentes nos tecidos coletados e também evitar a proliferacdo de bactérias
aerobias néo colonizadoras do trato durante o periodo entre a coleta das amostras e

sua manipulacgéo laboratorial.

2.3. Morfometria da mucosa do intestino delgado

As amostras foram fixadas em formol 10% (tamponado com fosfato pH 7.4) por
24 horas. Em seguida, cada fragmento de jejuno foi lavado em &lcool 70% para
retirada do fixador e, posteriormente, desidratado em série de concentracdo crescente
de etanol (70, 80, 90 e 100%), diafanizado em xilol e infiltrado em parafina. Foram
feitos cinco cortes histolégicos semi-seriados de 5um de espessura. Os cortes foram
desparafinizados em xilol e reidratados. Em seguida, incubados em &cido perioédico
0,5% por 15 minutos, lavados e incubados com reagente de Schiff, por 30 minutos.
Em seguida, foram realizadas lavagens, uma com agua sulfurosa (10mL de
metabissulfito de sodio, mais 10 mL &cido cloridrico 1IN com 200 mL de agua
destilada), outra com agua corrente seguida por agua destilada. Apés esta bateria de
coloracéo, os cortes foram desidratados, diafanizados e finalmente as laminas foram
montadas. As andlises morfométricas. Imagens dos cortes com 50x e 200x de
aumento foram capturas utilizando um sistema de andlise de imagens! e foram
analisadas utilizando-se o programa Image J (COLLINS, 2007). As variaveis
estudadas foram: altura dos vilos (AV), profundidade das criptas (PC) e nimero de
células caliciformes (NCC). Para AV e PC utilizou-se as imagens com 50x de aumento,
sendo que foram realizadas 30 mensuracdes/variavel/ave. O numero de células
caliciformes (PAS+) foi determinado com base nas imagens com aumento de 200x,

ao longo de 200 pm na parte média do vilo, em um total de 10 vilos por amostra.

L LEICA: Microscopio DM2500, camera digital DFC280 e Leica QWin Software.
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2.4. Andalise da microbiota intestinal

2.4.1. Preparo do “pellet” bacteriano

Para a analise da microbiota associada a mucosa do ileo realizou-se a
concentragao da fracdo bacteriana das amostras, de acordo com a metodologia de
Gong et al. (2002). Neste procedimento, depois de retirado o conteudo presente no
limen, uma porcao de 10cm da regidao mediana de cada segmento intestinal do “pool”
amostrado foi aberta longitudinalmente, presa em uma placa limpa, lavada com
solugcéao PBS e colocada em tubo Falcon com 30mL de solugcéo PBS (1% Tween80).
Apds agitagao vigorosa por um minuto, os segmentos de cada “pool” foram retirados
do tubo e a solucédo centrifugada a 27000g por 20 minutos, formando um pélete
bacteriano. Os péletes foram ressuspendidos em TE 10:1 (10mM Tris-HCI, 1mM
EDTA,; pH8,0), centrifugados a 16800rpm por 20 minutos, o sobrenadante descartado
e 0s péletes bacterianos congelados a -80°C até a extracdo de DNA. Segundo o autor
a metodologia de coleta é capaz de recuperar mais de 95% das células bacterianas

presentes no material coletado.

2.4.2. Extracdo de DNA das amostras de microbiota intestinal

A extracdo do DNA total das amostras coletadas foi realizada com o AxyPrep
Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit® (Axygen), seguindo as instrucdes do fabricante.
Uma aliquota de 25 mg do pélete bacteriano foi pesada e dissolvida em 150uL do
“‘buffer” S (contendo RNAse A) por vigorosa homogeneizagdo em “vortex”. Foram
adicionados 20uL da enzima lisozima (50mg/mL), os tubos homogeneizados e
incubados a 37°C durante 30 minutos. Adicionou-se também 25uL da enzima
proteinase K (20mg/mL), seguido de homogeneizacdo e nova incubacédo a 55°C
durante 30 minutos. Foram adicionados 30uL de EDTA (0,25M; pH 8,0), as amostras
incubadas no gelo por 5 minutos, seguidos de adigao de 450uL de “buffer” G-A
(responsavel pela finalizacdo da lise das células bacterianas e exposicdo do DNA),
agitagao no “vortex” por 15 segundos e incubagéo a 65°C por 10 minutos. Apés a lise,
adicionou-se 400uL do “buffer” G-B, o qual se complexa com as proteinas presentes
na amostras, e 1mL do “buffer” DV, que separa o DNA das proteinas complexadas.
Apoés centrifugacao, a fase superior, contendo o tampéao e as proteinas foi descartado
e mais 1mL do “buffer’ DV adicionado, repetindo a centrifugacdo. A fase superior com

o tampdao foi novamente descartada, e a fase inferior, contendo o DNA extraido,
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recuperada e transferida para um “spin-filter’, passando por posterior centrifugagao.
Ao centrifugado, foram adicionados 400uL do “buffer” de ligagdo BV, a solugéo
homogeneizada e transferida para uma coluna, seguido de posterior centrifugacéao.
Descartou-se o filtrado e foram realizadas: uma lavagem com o “buffer” W1 e duas
lavagens com o “buffer” W2. Apos as lavagens, a coluna foi transferida para um novo
tubo e o DNA eluido da coluna pela adigao de 50uL agua ultrapura aquecida a 65°C.
A qualidade do DNA extraido foi verificada, uma amostra de trabalho diluida a 10ng/uL
para os procedimentos iniciais, e as amostras concentradas congeladas a -20°C. A
concentragcdo das amostras de DNA foi determinada mediante leitura da absorbancia
em espectrofotdometro (NanoDrop®, Thermo Fisher Scientific) no comprimento de onda
de 260nm e por fluorometria (Qubit 1.0 fluorometer® , Life Technologies). Foram
avaliadas também as relacées dos comprimentos de onda 260/280 e 260/230 pelo
espectrofotdbmetro, a primeira estima a contaminacao por proteinas, a segunda por
sais (SAMBROOK et al., 1989).

A partir da quantificacdo por fluorometria, as amostras de DNA foram diluidas
a uma concentracao de 1,25 ng/uL em agua ultrapura, e estas solugdes de trabalho

armazenadas a 20°C para a utilizagdo no ensaio de qPCR.

2.4.3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados e cobertura de estirpes

Para a realizacdo do ensaio de PCR quantitativo, foram escolhidos quatro
conjuntos de “primers” (oligonucleotideos iniciadores) previamente descritos na
literatura (Tabela 1). Foram escolhidos primers que contemplam os principais grupos
bacterianos presentes no intestino proximal de frangos de corte, para possibilitar a

analise das variacfes globais na microbiota deste ambiente.
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Tabela 1. “Primers” utilizados nas reac¢des de qPCR.

Microorganismo T. T. T. Sequéncia (5'3) Referéncia
Alvo am. an. m.
(pb)t  (°C)*? (°C)°
Grupo Bacteroides- 418 59 F* GAAGGTCCCCCACATTG Bartosch et
Prevotella R5: CAATCGGAGTTCTTCGTG al. (2004)
Familia 195 63 829 F:ATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC Bartosch et
Enterobacteriaceae ' R: CTCTACGAGACTCAAGCTTGC al. (2004)
Género 144 61 804 F: CCCTTATTGTTAGTTGCCATATT Rinttila et al.
Enterococcus spp. ' R: ACTCGTTGTACTTCCCATTGT (2004)
Heilig et al.
Grupo 341 58 826 F: CACCGCTACACATGGAG (2002)
Lactobacillus " R: AGCAGTAGGGAATCTTCCA Walter et al.
(2001)

1T. am.: Tamanho do “amplicon” em pares de bases.

2T. an.: Temperatura de anelamento dos oligos para gPCR.

8T. m.: Temperatura média de melting dos “amplicons” obtidos a partir das curvas de dissociagéo.
4F: “forward” “primer”

5R: “reverse” “primer”

Bartosch et al. (2004) confirmaram a especificidade do conjunto de primer para
0 grupo Bacteroides-Prevotella com cepas de Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus,
Bacteroides thetaiotaomicron e Bacteroides vulgatus. Os mesmos autores
confrmaram a especificidade do conjunto de primer para a Familia
Enterobacteriaceae com cepas de Escherichia, Shigella e Salmonella. Além destes
géneros, este grupo também inclui géneros como Yersinia, Klebsiella, Enterobacter,
Morganella, Pantoea, Proteus e Serratia.

Heilig et al. (2002), Rintilla et al. (2004) e Walter et al. (2001), verificaram a
especificidade do conjunto de primers para o grupo Lactobacillus, e confirmaram a
amplificacdo das seguintes cepas: L. acetotolerans, L. acidophilus, L. agilis, L.
alimentarius, L. amylolyticus, L. amylophilus, L. amylovorus, L. animalis, L. aviarius, L.
bifermentans, L. brevis, L. buchnei, L. casei, L. collinoides, L. coryniformis, L. crispatus,
L. curvatus, L. delbrueckii, L. farciminis, L. fermentum, L. fermentus, L. fructivorans, L.
gasseri, L. helveticus, L. johnsonii, L. kefiri, L. mali, L. manihotivorans, L. mucosae, L.
murinus, L. oris, L. panis, L. paracasei, L. pentosus, L. perolens, L. plantarum, L.
pontis, L. reuteri, L. rhamnosus, L. ruminis, L. sakei, L. salivarius, L. sharpeae, L.
vaginalis, L. zeae. Além destas, este primer também anelou com os géneros
Leuconostoc spp., Pediococcus spp. e Weissella spp.

Para o género Enterococcus spp., Rintilla et al. (2004) verificaram a
especificidade do conjunto de primer com as cepas: E. asini, E. avium, E. azikeevi, E.
27 canis, E. casseliflavus, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. flavescens,

E. gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hermanniensis, E. hirae, E.
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malodoratus, E. moraviensis, E. mundti, E. pallens, E. phoeniculicola, E.
pseudoavium, E. raffinosus, E. rottae, E. saccharolyticus, E. villorum.

A especificidade dos oligonucleotideos iniciadores utilizados tambéem foi
avaliada in silico, utilizando-se a ferramenta Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e, posteriormente pelo

sequenciamento de “amplicons” obtidos nas reagbes de PCR realizadas com
amostras de DNA do presente estudo. Além disso, apos a amplificacdo e clonagem
em vetor plasmideo, a especificidade foi reconfirmada pelo sequenciamento de
“amplicons” obtidos nas reagbes de PCR realizadas com amostras de DNA do

presente estudo.

2.4.4. Amplificacdo das amostras de DNA genémico

As amostras de DNA gendmico foram amplificadas pela reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). Para cada reacdo de PCR, utilizaram-se 50ng de DNA gendmico,
tampéao (10mM Tris-HCI, 50mM KCI), 0,2mM de cada dNTP, 1,5mM de MgCI2, 66ng
de cada oligonucleotideo iniciador, 2,5U de taq DNA polimerase e agua ultra-pura para
um volume final de 50uL. A reacdo de PCR foi realizada utilizando a seguinte
sequéncia de termo-ciclos: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
temperatura de anelamento especifica para cada primer (Grupo Lactobacillus 52°C;
Familia Enterobacteriaceae e Enterococcus spp. 62°C; Dominio Bacteria 60°C) por 40
segundos, 72°C por 1:30 minutos e 72°C por 7 minutos. Os “amplicons” gerados foram
confirmados por eletroforese em gel de agarose a 2%, diluido em tampédo TAE 1X
(Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM; pH 8,0), conforme as recomendac¢fes de Sambrook
e Russell (2001). Previamente a clonagem os produtos de PCR foram purificados
através do Kit MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN), conforme protocolo

recomendado pelo fabricante.

2.4.5. Clonagem em vetor plasmideo TOPOTA®

Apds a obtencao dos “amplicons” os fragmentos amplificados por PCR foram
clonados utilizando o kit comercial TOPOTA® (Invitrogen), especifico para clonagem
de produtos de PCR, seguindo as instru¢des do fabricante. Apos a insercao, 3uL da
reacdo de ligacdo foram adicionados a células quimicamente competentes de
Escherichia coli DH10B, a solugéo incubada no gelo por 30 minutos, e um choque

térmico provocado colocando os tubos em banho-Maria a 42°C por 45 segundos,
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inserindo assim o plasmideo na célula competente. Para recuperacéo e multiplicagdo
das células transformadas, foi adicionado 1mL de meio SOC (triptona, extrato de
levedura, 9,2mM de NacCl, 2,5mM de KCI, 37mM MgClI2, 0,75% de glicose), e os tubos
incubados a 37°C, com agitacdo constante de 220rpm durante 90 minutos.

Placas de Petri foram preparadas com meio de cultura 2xTY (1,2% de agar),
acrescido de 50ug/mL do antibiético canamicina. Apés solidificagdo do meio, 40uL de
X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) e 25uL de IPTG (isopropil
B-D-1-tiogalactopiranosideo) foram espalhados sobre o meio com o auxilio de uma
alca de Drigalski esterilizada, com o objetivo de identificar as col6nias de bactérias
gue continham o inserto ligado ao vetor plasmideo. Apés secagem da solugéo IPTG
— X-GAL, 200uL das células transformadas cultivadas em meio SOC foram aplicados
nas placas de Petri com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski, e as placas incubadas a
37°C durante 12 — 16 horas.

2.4.6. Cultivo de clones bacterianos e extracdo de DNA plasmidial

Uma coldnia positiva (contendo o inserto) e isolada de cada placa foi coletada
com o auxilio de palitos de madeira esterilizados e transferida para um tubo contendo
meio de cultura 2xTY, acrescido de 50ug/mL do antibiético canamicina. O meio foi
incubado sob agitacdo constante (220rpm), a 37°C, durante 12 — 16 horas.

O DNA plasmidial dos clones foi extraido por lise alcalina seguindo protocolo
estabelecido por Sambrook e Russel (2001). Uma aliquota de 2mL de colbnia
multiplicada em meio liquido foi transferida para um novo tubo, e centrifugada a
12000g por 1 minuto, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano
ressuspendido em 200uL de tampao GET (50mM glicose, 25mM Tris, 10mM EDTA;
pH 8,0), contendo RNAse A, seguido de incubacdo a 37°C por 30 minutos. Foram
adicionados 200uL da solucao Il (0,2M NaOH, 1% SDS), seguido de incubagao em
gelo por 5 minutos, adicao de 150uL da solugao Il (acetato de potassio 3M; pH5,5), e
incubado novamente no gelo por 5 minutos. Este processo visou a separacdo do DNA
plasmidial do DNA genbmico da bactéria, de forma que, na centrifugacao que se
segue no protocolo, ocorreu a precipitacdo do DNA gendmico complexado com
proteinas, enquanto o DNA plasmidial permaneceu no sobrenadante, o qual foi
transferido para um novo tubo. Foram adicionados 500uL de fenol:cloroformio:alcool
isoamilico (25:24:1), e a solucdo centrifugada a 12000g, por 5 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi recuperado e uma segunda extracdo com cloroférmio foi realizada.
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Ao sobrenadante recuperado, foi adicionado 1mL de etanol absoluto e a solucdo
incubada “overnight” a -20°C para precipitagdo do DNA plasmidial. Apés a incubacgéo,
a solucao foi centrifugada a 12000g, por 5 minutos, a 4°C, e o pellet resultante mantido
e lavado com 500puL de etanol 70%. Apds a lavagem, o pellet foi seco sob vacuo para
total evaporacdo do etanol, e ressuspendido em 50uL de agua ultra-pura. A
concentragdo de DNA nas amostras foi mensurada espectofotometricamente através
do aparelho NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific), e as amostras diluidas para uma
solugdo de trabalho de concentracdo 100ng/pL, a qual foi encaminhada para

sequenciamento.

2.4.7. Sequenciamento dos clones e comprovacdo da especificidade dos
“primers”

A reacao de sequenciamento foi realizada com a enzima AmpliTag polimerase
e BigDye Terminator (Applied Biosystems) conforme as recomendacdes do fabricante,
utilizando o conjunto de oligonucleotideos iniciadores M13, especificos para a regido
do vetor TOPO TA (Invitrogen) que flanqueia o inserto. O sequenciamento foi
realizado em aparelho ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram visualizadas e manipuladas no programa
Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation). As sequéncias “forward” e “reverse” foram
filtradas respeitando um minimo de 85% de correspondéncia entre as sequéncias e
sobreposi¢cao minima de 20%. Em seguida,com auxilio do programa Chromas 1.45
(Griffith  University, Australia) a localizagdo exata dos primers foi encontrada.
Utilizando a ferramenta BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), o fragmento
clonado foi comparado com as sequéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), admitindo-se concordancia de no minimo
95% para confirmacao da especificidade da sequéncia.

Apébs confirmacdo da sequéncia clonada, os plasmideos foram purificados e

preparados para confeccdo das curvas-padrao.

2.4.8. Purificacdo e linearizacdo dos plasmideos para a construcdo das curvas-
padrao

O DNA plasmidial foi aplicado em gel de agarose padréo a 1,5% fundido em
tampado TAE 1X (40mM Tris-acetato, 1mM EDTA; pH 8,0), seguindo as

recomendacdes de Sambrook e Russell (2001). As bandas de DNA plasmidial
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visualizadas foram identificadas e cortadas do gel com auxilio de lamina estéril. Entao,
o DNA plasmidial presente no fragmento de gel foi purificado utilizando o kit QlAprep®
Spin Miniprep (QIAGEN), conforme o protocolo descrito no kit.

Com base no mapa da regido do gene “LacZ operon” do vetor utilizado e o
auxilio do programa Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation), foi verificada a
inexisténcia de sitios de restricdo para as enzimas candidatas nas sequéncias dos
insertos clonados. Os plasmideos foram linearizados com a enzima de restricao
BamHI. Para a reacdo de restricao, incluiu-se 5uL de 10X “fast digest buffer”
(Fermentas), 1ug de DNA plasmidial, 3uL da enzima BamHI e agua ultra-pura para
um volume final de 50uL de reacdo. Os tubos foram incubados a 37°C durante 3 horas
e entdo a enzima inativada por incubacao de 20 minutos a 80°C. Uma aliquota de 2uL
do produto da reacéo de restricao foi visualizado em gel de agarose padrédo a 1,5%
fundido em tampéao TAE 1X (40mM Tris-acetato, 1ImM EDTA; pH 8,0), em corrida
realizada seguindo as recomendacdes de Sambrook e Russell (2001).

ApoOs confirmacdo da digestdo total, os plasmideos linearizados foram
purificados com o kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), seguindo
recomendacdes do fabricante.

2.4.9. Construcao da curva padrédo e quantificacdo absoluta

As curvas-padrdo foram construidas a partir de plasmideos linearizados,
contendo o inserto alvo previamente confirmado por sequenciamento. A partir da
soma do tamanho do inserto e do vetor plasmidial, calculou-se o nUmero de copias do

gene em cada ponto da curva-padrao a partir da seguinte equacéao:

x gde DNA
tamanho do plasmideo em pbx 660

Y

moléculas/reagio —

x 6,022x10%

Onde: tamanho do plasmideo corresponde a soma do vetor mais o inserto; 660
€ a média do peso molecular em Daltons de um par de bases de DNA dupla fita; 6,022
x 1022 é a constante de Avogadro.

Para cada gene sob estudo foi gerada uma curva-padréo, através de 7 diluices
do DNA de plasmideo contendo o inserto especifico com concentracdes de 1,94 x 10
1a1,94x10" ng/uL para Enterobacteriaceae, 1,88 x 10! a 1,88x107 ng/uL para Grupo
Lactobacillus e 2,02 x 10! a 2,02 x 107 ng/uL para Género Enterococcus. Ndo se
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construiu a curva-padréo para Bacteroides-Prevotella, pois durante a padronizacéo
das reacdes, as amostras médias testadas (uma amostra por tratamento por idade de
coleta) apresentaram valor de CT acima do limite de deteccdo. Assim, nao se efetuou

a quantificacdo deste grupo bacteriano nas amostras de mucosa.

2.4.10. Reacbes de PCR em tempo real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em um equipamento
GeneAmp 7900 (Applied Biosystems®), em um volume final de 12,5 pl contendo 1,25
ul de agua livre de DNA, 6,75 ul de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem), 2,5
ul (100 mM/ul) de cada oligonucleotideo iniciador e 2 pl da amostra de DNA. Para o
grupo Lactobacillus a concentragdo dos “primers” foi alterada para 200 mM/ul. As
condi¢cbes de amplificac&o incluiram um periodo inicial de 50°C por 2 minutos, depois
10 minutos a 95 °C, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, temperatura de
anelamento especifica (Tabela 1) por 1 minuto. Ao final da reacao foi empregado um
ciclo de vinte minutos com temperatura crescente de 60 a 95°C para obtencéo da

curva de dissociacao dos produtos da amplificacéo.

2.4.11. Analise de “threshold” e eficiéncia das curvas-padrédo

Os valores de CT foram obtidos e analisados pelo software 7900 System SDS
v2.4 (Applied Biosystems). Para definicdo do “threshold” de cada curva-padrao, foi
realizada analise conjunta da eficiéncia destas curvas, a partir do valor de “slope”,

referente a inclinacao da reta, conforme equacao abaixo.

e= 10[5“’;9] -1

Onde: e = eficiéncia

Todas as curvas apresentaram valor de “slope” entre -3,6 e -3,1, ou seja 0s
valores de eficiéncia ficaram entre 90 e 110% conforme recomendado por (LIVARK e
SCHMITTGEN, 2001), exceto a do género Enterococcus spp. que ficou com eficiéncia
de 88%. Apesar disso, as comparacgoes entre idades e tratamentos foram mantidas,
ja que a subestimacdo € da curva-padrdo e, portanto, proporcional para todas as
amostras.

Apos definido na curva-padrao, o “threshold” foi aplicado as demais placas de
mesmo grupo bacteriano, os valores das amostras controle comparadas e, havendo

concordancia, os valores de CT de todas as amostras guardados. Além disso para
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cada curva também foi definida uma faixa de deteccéo, a partir da analise das curvas
de dissociacdo e dos controles negativos. Todas as amostras testadas cairam dentro
da faixa de deteccéo dos alvos estudados.

A partir das curvas de amplificagdo obtidas, os valores de “threshold” para cada
placa foram ajustados, de forma que a eficiéncia das curvas-padrao atingisse o valor
de 100%. Os “slopes”, as equacgdes e demais informagdes sobre as curvas-padréo

estao na Tabela 2.

Tabela 2. Equacdes das curvas-padrédo e valores de “slope”, r?2 e eficiéncia dos
grupos bacterianos estudados.

Grupo de “Slope” Equacéo r? e
bactérias
Familia - _
Enterobacteriaceae  3,4380243 Y =-3,4380243x + 35,43786 0,99937785 0,9537
ge”em -3,652789 Y =-3,652789x+36,5278900  0,9992876 0,8783
nterococcus spp.
Grupo - _
Lactobacillus 3,3329866 Y =-3,3329866x+34,063400  0,9938435 0,9954

e = eficiéncia da reacédo de PCR

ApOs todas as analises, os valores de CT foram transformados em nimero de
cbpias a partir da equacéo linear resultante das curvas-padrdo estimadas, pela

seguinte férmula:

(CT-b)

N=10 @

Onde: N = numero de cépias na amostra; CT = ciclo de “threshold”; a = slope;

b = intercepto.

2.5. Andélise estatistica

A andlise estatistica neste trabalho foi a mesma descrita para as variaveis
laboratoriais do Capitulo 2 (item 2.8), exceto que neste capitulo efetuou-se as
comparacdes entre tratamentos pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.
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I RESULTADOS

3.1. Morfometria intestinal

A morfometria intestinal (altura de vilos, profundidade de cripta, relagc&o vilo/cripta e
namero de células caliciformes) de frangos foram avaliados aos 7, 21 e 42 dias de
idade. Foram observadas interacfes significativas entre dieta e idade para as
variaveis PC (0,0168) e AV/PC (0,0006) e efeito principal da idade sobre a AV
(P<0,0001) (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da andlise de variancia das variaveis morfométricas estudadas
através de um modelo linear misto.

Efeitos GL Valores de P
AV PC AV/PC NCC
Tratamento 4 0,3842 0,4311 0,0484 0,9688
Idade 2 <,0001 0,0013 <,0001 0,0584
Interacao 8 0,2795 0,0168 0,0006 0,0650

Os valores de P representam a soma de quadrados do tipo lll.
Efeito significativo encontra-se destacado em negrito.

GL = graus de liberdade.

AV = Altura de vilos.

PC = Profundidade de cripta.

AV/PC = Relacéo vilo/cripta.

NCC = Numero de células caliciformes.
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Tabela 4. Morfometria da mucosa do jejuno de frangos de corte (N=6) aos 7, 21 e
42 dias de idade.

Altura de vilos, pm

Tratamento
CON BS BS + OEs OEs AVI Médiat
Idade
7 837 786 805 861 813 820+ 26 B
21 1240 1320 1240 1308 1178 1257 £ 32 A
42 1398 1545 1335 1221 1359 1372+ 40 A

Média® 1158 £45 1217 +39 1127+39 1130+41 1117+44

Profundidade de cripta, pm

Tratamento
CON BS BS + OEs OEs AVI Média
Idade
7 168 169 B 163 134B* 144 156 + 3
21 182 148 B 170 170 A 164 1675
42 179 193 A 171 195 A 174 182+5
Média 176 £ 6 1705 168+5 166 + 6 160+ 6
Relacéo vilo/cripta, pm/ pum
Tratamento
CON BS BS + OEs OEs AVI Média
Idade
7 4,96 B 4,65 B 493 B 6,42 * 5,69B 533+£0,14
21 6,78 A 8,72 A* 7,02 A 7,56 7,20 A 7,46 £ 0,23
42 6,87 A 8,092 A 7,37 A 6,32 7,84 A 7,30 £ 0,27

Média 6,20+£0,23 7,16+0,25 6,44+0,24 6,77+0,35 6,91+0,25

Numero de células caliciformes, em 200 pm

Tratamento
CON BS BS + OEs OEs AVI Média
Idade
7 8,30 9,50 9,00 9,50 8,83 9,03+0,18
21 9,38 8,78 8,64 7,88 8,50 8,64 £ 0,20
42 8,66 7,97 8,18 8,43 8,88 8,42+0,14

Média 8,78+0,23 8,75+0,23 8,61+0,22 8,60+0,23 8,74 +0,23

IMédia + erro padrao da média.

ABValores seguidos de letras iguais ndo diferem nas comparacdes entre idades pelo teste T (P <
0,05).

* indica diferenca significativa pelo teste de Dunnet (p< 0,05).

CON = tratamento controle.

BS = tratamento suplementado com Bacillus subtilis.

BS + OEs = tratamento suplementado com Bacillus subtilis e 6leos essenciais.

OEs = tratamento suplementado com 6leos essenciais.

AVI = tratamento suplementado com avilamicina.
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Os tratamentos ndo influenciaram a altura das vilosidades e o numero de
células caliciformes nas trés idades avaliadas (Tabela 4). Contudo, menor
profundidade de criptas foi observada nas aves do tratamento OEs quando
comparado ao controle aos 7 dias de idade (P<0,05), o que contribuiu para a elevacdo
na relagdo vilo/cripta na mesma idade (P<0,05). Também foi observada maior relagéo
vilo/cripta nas aves do tratamento BS que nas aves controle aos 21 dias de idade
(P<0,05).

A profundidade de criptas e a relagéo vilo/cripta sofreram alteracédo ao longo do
tempo de acordo com o aditivo alimentar na dieta (Tabela 4). Neste sentido, a
profundidade de criptas nas aves alimentadas com BS sofreu aumento de 21 para 42
dias (P<0,05), enquanto nas aves recebendo OEs tiveram elevacdo da profundidade
das criptas entre 7 e 21 dias (P<0,05) (Tabela 4). Por outro lado, a relagcéo vilo/cripta
sofreu aumento de 7 para 21 dias em todos os tratamentos (P<0,05), exceto no OEs
gque apresentou relagéo vilo/cripta constante nas trés idades de coleta (Tabela 4).

Efeito principal de idade foi verificado para a altura de vilos, que sofreu aumento
de 7 para 21 dias (P<0,05), mantendo-se estavel até o final do experimento (Tabela
4).

3.2.  Microbiota presente na mucosa intestinal

A influéncia da dieta e da idade no nimero de cépias da regido variavel do gene
16S DNAr para a familia Enterobacteriaceae, género Enterococcus sp e grupo
Lactobacillus foi avaliada na mucosa do ileo de frangos aos 7, 21 e 42 dias e o0s
resultados da analise de variancia encontram-se na Tabela 5. Adicionalmente, foram
criadas figuras com o numero de cépias/g de mucosa de cada grupo considerando-se
a média de todos tratamentos em cada idade (Figura 1), ou com o valor separado por

tratamento (Figura 2).
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Tabela 5. Resultados da anélise de variancia do numero de copias do gene 16S para
0S grupos bacterianos estudados através de um modelo linear misto.

Efeitos GL Valores de P
Enterobacteriacea  Enterococcus Grupo E/L
e spp. Lactobacillus
Tratament 0,0998
o] 4 0,1117 0,0650 0,0382
Idade 2 0,0572 <,0001 0,0004 0,0005
Interacdo 8 0,0971 0,0064 0,2239 0,4996

Os valores de P representam a soma de quadrados do tipo .
Efeito significativo encontra-se destacado em negrito.

GL = graus de liberdade.

E/L = relacdo Enterobacteriaceae/Lactobacillus

As contagens do gene 16S relacionadas a familia Enterobacteriaceae nao
variaram entre tratamentos (Tabela 6), bem como n&o sofreram alteracdo ao longo
das idades de coleta.

Efeito principal de tratamento foi verificado no numero de cépias do gene 16S
do grupo Lactobacillus, com menor numero de cOpias nas aves do tratamento
BS+OEs que no controle (P<0,05) (Tabela 6).

Foi verificada interacdo significativa entre dieta e idade para o numero de
copias do gene 16S do género Enterococcus sp. (Tabela 5). O desdobramento da
interacdo mostrou que, aos 21 dias de idade, as aves do tratamento AVI apresentaram
maior nimero maior de copias de 16S do género Enterococcus spp. que o controle
(P<0,05). Além disso, todos os tratamentos apresentaram reducdo de Enterococcus
spp. de 7 para 21 dias (2,28 vezes em média). Entre 21 e 42 dias, a contagem de 16S
de Enterococcus spp. se estabilizou nos tratamentos CON, BS e BS+OEs, sofrendo
aumento no tratamento OEs (P<0,05) e reducéo nas aves do AVI (P<0,05).

O numero de copias de 16S de Lactobacillus foi maior aos 7 dias que aos 21 e

42 dias, sendo que houve aumento de 21 para 42 dias (P<0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6. Numero de cépias! bacterianas da familia Enterobacteriaceae, do Género
Enterococcus spp. e do Grupo Lactobacillus e relacdo Enterobacteriaceae
/Lactobacillus na mucosa do ileo de frangos de corte (N=4) aos 7, 21 e 42 dias de
idade.

Familia Enterobacteriaceae

Tratamento Média?
CON BS BS + OEs OEs AVI
Idade
7 2,57 2,66 2,59 2,66 2,73 2,64 £ 0,04
21 2,52 2,33 2,51 2,56 2,79 2,54 + 0,05
42 2,37 2,64 2,37 2,37 2,49 2,45 £ 0,06

Média? 249+005 254+005 249+005 2,53+0,06 2,67+0,06

Género Enterococcus spp.

Tratamento Média
CON BS BS + OEs OEs AVI
Idade
7 4,61 A 3,61A 4,19 A 4,43 A 4,32 A 4,23+0,14
21 1,67 B 1,54 B 1,78 B 1,68 C 2,56 B* 1,85 £ 0,09
42 1,62 B 1,76 B 1,82 B 2,35B 1,5C 1,81 + 0,10

Média 264+012 230+0,13 260+0,12 282+0,15 2,80+0,13

Grupo Lactobacillus

Tratamento Média
CON BS BS + OEs OEs AVI
Idade
7 4,81 4,46 4,34 4,31 4,43 447 +0,10 A
21 3,69 3,06 3,36 3,61 4,06 3,55+0,10C
42 3,93 4,16 3,70 4,01 4,48 405+0,10B

Media 4,14+0,13 3,89+0,12 3,80+0,12* 3,98+0,12 432+0,13

Familia Enterobacteriaceae/Grupo Lactobacillus

Tratamento Média
CON BS BS + OEs OEs AVI
Idade
7 0,53 0,60 0,60 0,65 0,62 0,60+0,01B
21 0,68 0,76 0,75 0,71 0,69 0,72+0,01 A
42 0,60 0,64 0,64 0,59 0,56 0,61 +0,03 B

Média 0,61+0,02 0,67+0,02 066+0,02 0,65+0,02 0,62+0,02

1log10 do numero de cépias do gene 16S DNAr em 2,5ng de DNA gendmico;

2Média * erro padrdo da média.

AB.CValores seguidos de letras iguais ndo diferem nas comparagGes entre idades pelo teste T (P <
0,05).

* indica diferenca significativa pelo teste de Dunnet (p< 0,05).

CON = tratamento controle.

BS = tratamento suplementado com Bacillus subtilis.

BS + OEs = tratamento suplementado com Bacillus subtilis e 6leos essenciais.

OEs = tratamento suplementado com 6leos essenciais.

AVI = tratamento suplementado com avilamicina.



88

4,D0E4+10
3,500+10

3.00E+10
B Enterococcus spp.
2.50E410 . :
®m Familia Enterobacteriaceae

= 00BN 10 | Grupo Lactobacillus

]

1.50E+10

1,00E+10

)

Mamero de copias/g de mucosa

5,00E+09

/! dias 21 das 42 dias

0,008 00

Figura 1. Valor total de cépias do gene 16 S rDNA gen6mico de cada um dos grupos
estudados na mucosa do ileo de frangos de corte aos 7, 21 e 42 dias de idade.
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IV DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Morfometria intestinal

Efetuou-se a analise temporal das variaveis morfométricas com a finalidade de
se encontrar possiveis relacbes com as andlises da microbiota. O desenvolvimento
da mucosa intestinal ja € bem conhecido em frangos, assim ndo foram feitas
observacfes mais profundas a seu respeito. Foi verificado aumento da altura de vilos
dos 7 aos 21 dias, que contribuiu para maiores médias da relagéo vilo/cripta e
tendéncia de reducdo do numero de células caliciformes. Estudos morfométricos do
intestino delgado de frangos ja haviam indicado que a altura de vilos dobra nas
primeiras 48 h apds a ecloséo, atingindo o pico entre seis e oito dias no duodeno, e
apos 10 dias no jejuno e no ileo (SKLAN, 2001). Foi sugerido que 0 aumento em area
superficial do intestino tende a acompanhar alteracdes na altura das vilosidades, ja
gue o crescimento da largura dos vilos € bem menor que o de sua altura (SKLAN,
2001).Desta forma, entre 7 e 21 dias provavelmente ocorreu aumento da capacidade
de digestao e absorcao intestinal em decorréncia do aumento da area de superficie.
A tendéncia de reducdo da contagem de células caliciformes entre 7 e 21 dias
provavelmente seja resultado da elevacdo na altura das vilosidades, conforme
ocorrido em outros estudos (GEYRA et al., 2001).

Existem relatos na literatura indicando que uma das formas pela qual os APCs,
probiéticos e OEs promovem o ganho de peso, se da pela melhora da estrutura fisica
da mucosa intestinal (DEMIR et al., 2003; MURUGESAN; GABLER e PERSIA, 2014)
(MANZANILLA et al., 2006), indiretamente a partir da modulacdo da microbiota
intestinal. Neste sentido, o beneficio com a elevacgéo da altura das vilosidades envolve
0 aumento da area superficial da mucosa intestinal, que reconhecidamente leva a
maior digestdo e absorcdo de nutrientes pela maior expressdo de enzimas e
transportadores de membrana (PLUSKE et al., 1996).

Os dados de morfometria intestinal nesta pesquisa revelam que a
suplementacdo com avilamicina, Bacillus subtilis ou OEs promoveu alteracdes
pontuais nas varidveis morfométricas. A suplementacdo com OEs reduziu a
profundidade das criptas aos 7 dias, elevando a relagéo vilo/cripta. Na mesma idade,
também se verificou menor média de profundidade de cripta nas aves que receberam

avilamicina. Reducéo na profundidade de cripta também foi encontrada por Demir et
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al. (2003) em frangos suplementados com tomilho e aumento da relacao vilo/cripta em
suinos suplementados com uma combinacdo de 6leos essenciais (OETTING et al.,
2006). KROISMAYR et al. (2008) encontraram reducao na profundidade de criptas no
célon de leitbes em resposta a suplementacdo com avilamicina, e atribuiram seus
achados a reducao da atividade microbiana no local. Criptas menos profundas indicam
reduzido “turnover” no epitélio intestinal, menor demanda para a formacgéo tecidual, e
gasto energético de mantenca (SAVAGE et al., 1997). Tais alteracdes podem ter
ocorrido devido a acao antimicrobiana dos APCs e OEs, que possivelmente promoveu
reducdo da atividade de bactérias especificas que perturbam a integridade da mucosa
(HUGHES, 2003), uma vez que em termos absolutos, o nUmero de copias do 16S dos
grupos estudados foi bem semelhante ao verificado nos tratamentos BS e BS + OE.

A menor profundidade de cripta e a maior relacdo vilo/cripta aos 21 dias nas
aves alimentadas com Bacillus subtilis coincidiu com 0 momento em que a soma do
namero de cépias do 16S dos trés grupos bacterianos estudados foi mais baixa
considerando todo o experimento, o que pode ter contribuido para a menor
profundidade de cripta em decorréncia de uma menor extrusdo na ponta das
vilosidades. CHICHLOWSKI et al. (2007) encontraram reducdo de segmentos
filamentosos como bactérias no jejuno de aves alimentadas com probidtico através da
técnica de microscopia de varredura. Os mesmos autores, observaram camada de
muco menos espessa e com menor densidade de bactérias nas aves tratadas com
antibiético (CHICHLOWSKI et al., 2007).

Grande atencédo tem sido dada atualmente para 0 muco que reveste 0s
enterocitos, o qual além de conferir protecdo aos enterécitos pela reducéo do atrito
proporcionado pelo bolo alimentar, fornece um ambiente adequado para o
estabelecimento da microbiota comensal da ave e para 0s processos finais de
digest&o e absor¢io de nutrientes (DEPLANKE; GASKINS, 2001). E plausivel afirmar
gue a composicdo e a taxa de producdo de mucina, bem como 0s agentes que a
modulam, sao fatores decisivos na coloniza¢ao por bactérias. Maior niumero de células
indica, teoricamente, maior produ¢cdo de mucina e, consequentemente, mais nutrientes
para proliferacdo bacteriana. Jamroz et al. (2005) estudando a adicdo de mistura
contendo principios vegetais ativos (carvacrol, cinamaldeido e capsaicina) sobre a
histologia e morfometria do proventriculo e jejuno observaram que frangos de corte
alimentados com os OEs apresentaram intensa secrecao de muco no proventriculo e

na parede do jejuno, sugerindo a existéncia de propriedades protetoras das
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vilosidades. Segundo os autores isto pode explicar a reducédo da adeséo epitelial de
E coli, C. perfringens e fungos no conteudo intestinal das aves do estudo (JAMROZ
et al., 2005). Pesquisas reportaram aumento do namero de células caliciformes em
suinos recebendo avilamicina (MANZANILLA et al., 2006) e aumento da expressao
génica do gene codificador da mucina intestinal (MUC 2) e da contagem de células
caliciformes produtoras de mucina &cida em animais suplementados com
Lactobacillus (ALIAKBARPOUR et al., 2012). Os dados da presente pesquisa nao
suportam estas evidéncias, ao menos no que se refere a contagem de células
caliciformes produtoras de mucina neutra (PAS+).

Em linhas gerais, como as altera¢des encontradas nas variaveis morfométricas
com o uso dos aditivos alimentares foram pontuais, ndo é possivel afirmar se elas

implicam em beneficios aos processos de digestédo e absorcéo das aves.

4.2. Microbiota presente na mucosa intestinal

O presente estudo avaliou o perfil temporal de colonizacdo de importantes
grupos bacterianos na mucosa do ileo de frangos de corte. O niumero de copias da
Familia Enterobacteriaceae manteve-se relativamente estavel nos trés momentos de
coleta avaliados, como uma ligeira tendéncia de queda (3,49x108, 2,77x108% e 2,47x108
copias/g de mucosa, respectivamente aos 7, 21 e 42 dias) (Figura 1). Os Lactobacillus
foram predominantes durante todo periodo experimental, enquanto os Enterococcus
ocuparam parcela expressiva da populacao associada a mucosa do ileo aos 7 dias,
perdendo esta condicdo em seguida. Os valores estdo de acordo com trabalhos que
estimaram o numero de copias destes grupos na mucosa do ileo de frangos com as
mesmas idades pela técnica de gPCR (WISE e SIRAGUSA, 2007; LUNEDO et al.,
2014). Wise e Saragusa (2007) também encontraram predominancia de sequéncias
de Lactobacillus no ileo, com nimeros bem menores de representantes dos géneros
Enterococcus e Streptococcus.

Lunedo et al. (2014) ndo encontraram variacdo do numero de cépias da Familia
Enterobacteriaceae em aves alimentadas com dieta a base de sorgo e farelo de soja
nas mesmas idades avaliadas no presente estudo (+ 3x10% cdpias/g de muco),
contudo esta populacédo sofreu reducdo de 61 vezes entre 7 e 42 dias (3x10° para
3x107 copias/g de muco) nas aves alimentadas com a dieta contendo milho. Segundo
0s autores, com o avancar da idade, a capacidade das aves alimentadas com sorgo

7

controlar a invasdo das Enterobactérias € menor que das recebendo milho em
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decorréncia das lesdes que o0 sorgo causa na mucosa intestinal. Em nosso
experimento as aves foram alimentadas com milho e n&o foi observada uma reducgao
tdo expressiva com o avancar da idade o que diverge de Lunedo et al. (2014).
Possivelmente este fato esteja relacionado com a diferenca no ambiente de criacao
das aves, ja gue neste experimento as aves foram criadas em cama de maravalha ao
contrario do referido experimento (LUNEDO et al., 2014) em que as aves foram
criadas em gaiolas. As aves criadas em piso tém o habito de ciscar as particulas da
cama, o que lhes proporciona maior consumo de fibras que as aves em gaiolas,
auxiliando o desenvolvimento da funcao intestinal (SHIELDS e GREGER, 2013).
Aumento da altura das vilosidades, relagéo vilo/cripta e profundidade da mucosa nas
aves criadas em piso, podem levar a uma maior estabilidade da populagcéo bacteriana,
bem como menor carga de patdégenos (WILLIS et al., 2002). Neste experimento, logo
aos 7 dias, foi observado grande desenvolvimento das caracteristicas morfométricas
e maior atividade de fosfatase alcalina intestinal (FAI) (Capitulo 2), a qual atua na
prevencdo da passagem bacteriana pela mucosa intestinal e na detoxificacdo do LPS
bacteriano no limen (LALLES, 2010).

A cama recebe as fezes das aves e possui temperatura e umidade favoraveis
a multiplicacdo bacteriana, o que é capaz de alterar a microbiota das aves (SAMLI et
al., 2010), e servir como agente de exclusdo competitiva (WILLIS et al., 2002). Neste
sentido, foi demonstrado que a taxa infeccéo de frangos por Salmonella, uma bactéria
de importancia para a saude publica e das aves, € muito menor em aves criadas em
piso do que em gaiolas (WILLIS et al., 2002). Samli et al., (2010) trabalhando com
bactérias em meio de cultura, encontraram maiores contagens de bactérias
produtoras de &cido latico e de Escherichia coli no conteudo do ileo de frangos com
21 dias de idade criados em cama de maravalha do que nos mantidos em gaiolas. Em
condicbes em que a microbiota comensal est4 estabelecida, as Enterobactérias
enfrentam maior dificuldade para se multiplicar no nicho e mesmo invadir o
hospedeiro. Assim, a estabilidade da populacdo de Enterobacterias em relacdo ao
estudo de Lunedo et al. (2014), pode indicar que aos 7 dias a microbiota das aves
deste estudo encontrava-se mais madura. Possivelmente estdo envolvidos neste
processo fatores intestinais, como a elevada atividade de FAI aos 7 dias e o precoce
desenvolvimento das caracteristicas morfométricas, bem como o contato com o0s

microrganismos da cama.
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Nossos dados revelam que a maturidade da microbiota ainda ndo estava
completamente atingida aos 7 dias. A contagem do 16S DNAr do grupo Enterococcus
spp. foi maior aos 7 dias, sofrendo reducédo de 240 vezes para o dia 21, quando
manteve-se estavel até os 42 dias (Figura 1). Estes dados estdo de acordo com
Lunedo et al. (2014), que encontraram reducao de 305 vezes desta populacdo na
mucosa do ileo entre 7 e 21 dias em aves alimentadas com dieta a base de milho e
farelo de soja. Os Enterococcus sdo bactérias Gram-positivas, anaerébias
facultativas, pertencentes a subdivisado das bactérias acido-laticas e fermentadoras de
glicose. Sao organismos comensais da microbiota intestinal de homens e animais,
tendo como principal caracteristica a grande capacidade de resisténcia ao estresse
ambiental, sobrevivendo a amplas faixas de temperatura e pH (GONCALVES, 2009).
Tais propriedades tém permitido classificar os Enteroccous como cepas oportunistas,
gue possuem capacidade de ocupar o espaco deixado por outras bactérias mais
sensiveis a determinado habitat (WISE e SARAGUSA, 2007). Assim, a predominancia
dos Enterococcus aos 7 dias neste estudo pode ser entendida como reflexo de uma
microbiota em desenvolvimento, cujos colonizadores naturais ainda ndo haviam se
estabelecido totalmente, deixando o nicho disponivel para estas cepas oportunistas.
Por sua vez, o amadurecimento da microbiota, cria um ambiente mais hostil aos
Enterococcus, resultando na expressiva queda de sua presenca na camada de muco
aos 21 e 42 dias.

A predominancia dos Lactobacillus nos trés momentos de coleta (Figura 1) esta
de acordo com outra pesquisa envolvendo técnicas moleculares, em que se constatou
que de 2 a 4 dias poés-eclosdo sdo encontradas principalmente cepas de
Streptococcus e Enterobacteria, e, ap6s uma semana, Lactobacillus predominam no
intestino delgado e se mantém ao longo da vida do animal (AMIT-ROMACH et al,
2004). Esses, dados também estdo de acordo com pesquisas com meio de cultura
(BARNES et al., 1972; MEAD e ADAMS, 1975).

O numero de copias do gene 16S referentes ao grupo Lactobacillus sofreu
gueda de 8,32 vezes entre 7 e 21 dias, elevando-se 3,16 vezes em seguida (entre 21
e 42 dias). Estes resultados divergem de Lunedo et al. (2014), que encontraram
aumento do numero de copias do 16S dos Lactobacillus na mucosa e no contetdo
apenas entre 21 e 42 dias de idade em frangos alimentados com dietas contendo
milho ou sorgo. Possivelmente a divergéncia entre os estudos novamente esteja

relacionada com uma maior complexidade da microbiota nas aves criadas em piso
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(SAMLI et al., 2010), que possivelmente propicia maior desafio (competi¢cao) para a
multiplicacéo dos Lactobacillus, a medida que a cama se torna mais contaminada.

Outro fator pode ter contribuido para a queda do nimero de cépias do 16S do
grupo Lactobacillus entre 7 e 21 dias. Foram formuladas duas dietas, com aumento
da relacdo energia/proteina na dieta administrada a partir dos 22 dias, de modo que
aos 21 dias possivelmente as aves tinham déficit de carboidrato na rac¢édo. Este fato,
associado ao aumento da absorcdo de acucar mostrado pelo ensaio de absorcao in
vitro (Capitulo 2) em decorréncia do aumento da area disponivel para a absorcao
(aumento na atura das vilosidades), deve ter limitado ainda mais o substrato para a
multiplicagdo destas cepas. Por outro lado, a ascensdo das contagens de
Lactobacillus dos 21 para os 42 dias pode envolver uma maior disponibilidade de
oligossacarideos na camada de muco em decorréncia da maior ingestdo de
carboidratos.

A relacdo Enterobactérias/Lactobacillus tem sido utilizada tradicionalmente
como indicador da saude intestinal dos animais e € desejavel que o nimero de
Lactobacillus supere o nimero de Enterobactérias para aumentar a robustez do
intestino a agentes oportunistas (CASTILLO et al., 2006). Além disso, o aumento de
espécies de Lactobacillus em amostras de fezes de pintainhos e patos jovens foi
associada com aumento do ganho de peso (ANGELAKIS e RAOULT, 2010). Neste
estudo as aves foram criadas em condi¢cdes adequadas de higiene, e também nao
foram infectadas por microrganismos patogénicos. Estas condicbes de manejo e o
fato de que os Lactobacillus naturalmente possuem maior ocorréncia na mucosa do
ileo justificam os baixos valores encontrado para a relacdo na presente pesquisa.
Contudo, o aumento relativo da relacdo Enterobactérias/Lactobacillus aos 21 dias
neste estudo, principalmente em decorréncia da queda dos Lactobacillus, pode indicar
gue este periodo pode ser critico quando as aves sdo cridas em condi¢cfes adversas,
gue propiciem o contato com microrganismos patogénicos. Nestas condigoes,
medidas de manejo que evitem uma queda tdo grande na populacéo dos Lactobacillus
na mucosa do ileo, poderiam beneficiar a salde das aves. Neste contexto, a criacao
de aves com um maior numero de dietas, especificas para cada fase, poderiam
favorecer a multiplicacdo destas importantes bactérias comensais.

Em relacdo ao efeito das dietas, a suplementacdo com avilamicina, Bacillus
subtilis ou OEs nédo reduziu o nimero de copias de Enterobacteriaceae, Enterococcus

spp. e do grupo Lactobacillus bem como a relagdo Enterobacteriaceae/Lactobacillus,
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sendo que a avilamicina esteve associada com maiores valores numéricos de cépias
do 16S dos trés grupos estudados, e com maior contagem de Enterococcus aos 21
dias em relacdo ao controle. De maneira similar, UTIYAMA et al. (2006) né&o
observaram alteracdo das contagens de microrganismos (UFL/g de conteudo do
intestino delgado) de leitdes em resposta a adicao de extrato vegetal (cravo + eugenol,
orégano + carvacrol e tomilho) em trés niveis na racao (700, 1400 e 2100ppm). No
mesmo estudo foi verificado maior nUmero de microrganismos totais, Gram positivos,
Gram negativos, Bacillus spp., Streptococcus spp., Escherichia coli e Clostridium
perfringens (UFC/g de conteudo no intestino delgado) em leitdes alimentados com
APC (50 ppm de bacitracina de zinco + 50 ppm de alaquindox + 50 ppm de colistina).
A suplementacdo com avilamicina ou extrato de plantas (carvacrol 5%, cineol 3% e
capsaicina 2%) também néo alterou o numero de copias de 16S de bactérias totais no
contetdo do estdmago, jejuno, ceco e colon distal de suinos, bem como na mucosa
do jejuno (CASTILLO et al., 2006). No entanto, o estudo obteve maior numero de
Lactobacillus no ceco de aves alimentadas com o extrato de plantas (CASTILLO et
al., 2006).

A avilamicina e os OEs atuam sobretudo em bactérias Gram-positivas, desta
maneira seria esperado uma reducéo do numero de cépias do 16S de Lactobacillus e
Enterococcus spp. com seu uso, 0 que n&o foi observado. Outros autores utilizando a
avilamicina como APC (50ppm) também nao encontraram diferenca no namero de
bactérias (DECUYPERE et al., 2002). De maneira similar, COLLIER et al. (2003),
utilizando outro macrolideo como APC (tilosina), verificaram aumento de Gram-
positivas, o que reflete a complexidade das interacdes bacterianas na microbiota
intestinal.

O aumento dos Enterococcus spp. em animais alimentados com APC como a
virginamicina foi observado em outros estudos (WELTON et al., 1998; JENSEN et al.,
2002) WISE e SARAGUSA, 2007). E possivel que a maior presenca destas bactérias
nas aves alimentadas com avilamicina esteja relaciona com a presenca de resisténcia,
de modo que estas cepas tenham utilizado o nicho deixado por outras bactérias ndo
resistentes ao APC. Os Enterococcus possuem carater oportunista reconhecido e
também alta capacidade de trocar material genético com outras bactérias, resultando
em relatos de cepas resistentes e na preocupagao com a contaminacao de produtos
de origem animal (FERREIRA, 2005).
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Evidéncias demonstram que o Bacillus subtilis pode promover a secrecao de
muco nas células caliciformes (ALIAKBARPOUR et al., 2012), aumentar a digestéao
das aves pela secrecao bacteriana de enzimas ou pela estimulacdo das enzimas no
hospedeiro (WANG e GU, 2010; RAY etal., 2012;) (LEE et al., 2014), além de modular
sua resposta imune (LEE et al., 2014). Tais a¢cBes possivelmente influenciam a
interacdo da microbiota com o epitélio intestinal. Contudo, no presente estudo a dieta
contendo Bacillus subtilis ndo influenciou o niumero de copias de Enterobacteriaceae,
Enterococcus spp. e do grupo Lactobacillus bem como a relagao
Enterobacteriaceae/Lactobacillus, exceto pela reducdo dos Lactobacillus quando o
Bacillus subtilis foi associado ao 6leo essencial. Nao esta claro se esta redugéo possui
alguma base fisioldgica.

Foi demonstrado que o nivel de inclusdo do Bacillus subtilis determina a sua
capacidade de elevar o numero de cépias do 16S do grupo Lactobacillus em suinos
desmamados, enquanto a suplementacgéo por si s6 reduz o numero de coépias de E.
coli e a diarreia (HU et al., 2014). No referido estudo, foram testados trés niveis de
Bacillus subtilis na dieta (2x10°, 4x10° e 20x10° UFC/kg da dieta), sendo que apesar
das dietas alterarem de forma distinta a composicdo da microbiota, apenas a maior
concentracao do aditivo proporcionou aumento do nimero de copias de Lactobacillus.
Na presente pesquisa, o Bacillus subtilis foi adicionado na dose de 5x10% UFC/kg de
racao, conforme a recomendacédo do fabricante, o que pode ter limitado o efeito do
probidtico em alterar o niumero de bactérias pertencentes ao grupo Lactobacillus. Por
outro lado, é possivel que o niumero de bactérias especificas dentro de cada grupo
tenha sido alterado, sem que a mudanca tenha se refletido em alteracdo no niumero
de cdpias do grupo como um todo.

Na auséncia de efeitos dos aditivos suplementados na quantificacdo do 16S
dos grupos bacterianos estudados, € possivel que os antibiéticos e as outras
alternativas disponiveis como probidticos e 6leos essenciais atuem na selecdo de
bactérias especificas, alterando a complexidade da microbiota. A alteracdo na
composigdo da microbiota intestinal em resposta ao uso de APC, Bacillus subtilis ou
extratos de ervas foram confirmadas em frangos (PEDROSO et al., 2005) e suinos
(COLLIER et al., 2003; CASTILLO et al., 2006; HU et al., 2014) através de técnicas
de fragmentagdo do DNA da comunidade intestinal (“fingerprinting”).

A resposta das bactérias mais abundantes no ileo de frangos alimentados ou

nado com APC (bacitracina de zinco) e infectados com Clostridium perfringens foi
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avaliada pelas técnicas de DDGE (“denaturating gradiente gel eletrophoresis”) e gPCR
(FENG et al., 2010). Os autores encontraram um padrao distinto de bandas entre os
tratamentos 2 dias apos a infeccao, sendo que as analises por qPCR identificaram
reducdo de Lactobacillus, especialmente L. aviarius, associadas a maiores danos no
epitélio nas aves ndo tratadas. Em linhas gerais, os aditivos testados neste
experimento ndo influenciaram o nimero de cépias dos grupos avaliados, nem a
relagédo Enterobacteriaceae/Lactobacillus, um tradicional marcador da saude intestinal
(CASTILLO et al., 2006), o que ser o reflexo das boas condi¢cdes de higiene em que
as aves foram criadas, evidenciadas pelo vazio sanitario de 6 meses praticado,
desinfeccéo e utilizacado de cama de maravalha nova.

As aves utilizadas nesta pesquisa também foram alimentadas com ingredientes
altamente digestiveis, o que pode ter limitado a capacidade dos aditivos alterar a
proliferacdo bacteriana, pois naturalmente a microbiota ja deve ter sido suprida de
condicbes adequadas para sua colonizacdo. Em situac¢des distintas, como quando se
substitui o milho pelo sorgo na dieta, por exemplo, foi demonstrado recentemente que ha
maior perda de epitélio e queda do indice mitético no duodeno e no jejuno, maior producéo
de mucina e alteracdo na populacao das Enterobactérias (TORRES et al., 2013).

V CONCLUSOES

A suplementacé&o com Bacillus subtilis ou 6leos essenciais promove alteracdes
momentaneas na morfometria intestinal dos frangos.

Os Lactobacillus predominam na mucosa do ileo, e sua maior prevaléncia
ocorre no dia 7, seguida pelo dia 42.

A utilizacdo de avilamicina ou 6leos essenciais altera o padrdo de sucessao
dos Enterococcus, enquanto a associacdo Bacilllus subtilis e 6leos essenciais reduz

os Lactobacillus.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

A hipdtese deste projeto se baseou em que a adicdo de avilamicina (AVI)
(antibidtico promotor de crescimento), Bacillus subtilis (probiético) e 6leos essenciais
(OEs) (carvacrol, cinamaldeido, cineol e extrato de pimenta), eleva o desempenho
zootécnico de frangos a partir de beneficios ha mucosa intestinal e na microbiota a ela
associada. Demonstrou-se que a suplementacao de AVI ou OEs na racao de frangos
de 1 a 42 dias de idade promove maior atividade de fosfatase alcalina intestinal e
aminopeptidase, enquanto a adicdo de Bacillus subtilis promove maior quantidade de
RNAmM do gene codificador do transportador de peptideos 1 (SLC15A1). A utilizacao
de AVI ou OEs promove alteracdes momentaneas na morfometria intestinal e modifica
0 padréo de sucessao dos Enterococcus, enquanto a associacao de Bacillus subtilis
e OEs na dieta reduz os Lactobacillus. Apesar dos efeitos observados, os aditivos
alimentares ndo promoveram alteracdo no desempenho zootécnico.

Nosso estudo foi elaborado para avaliar o efeito dos aditivos em aspectos
ligados a digestdo e absorcdo de nutrientes. Possivelmente, o fato das aves terem
sido criadas sem desafio por patdgenos que comprometessem a integridade intestinal,
associado ao fato de receberem alimentos altamente digestiveis para uma formulacéo
voltada para ganho de peso superior, pode ter limitado a capacidade destes aditivos
aumentarem o desempenho. O elevado indice zootécnico das aves do tratamento
controle suportam esta explicagdo, pois possivelmente o crescimento das aves
controle foi proximo do limite da linhagem. Portanto, qualquer melhoria dos aditivos
na fisiologia intestinal que tenha favorecido os processos de digestédo e absorcédo dos
nutrientes, provavelmente nao teve reflexo no ganho de peso devido a capacidade
metabolica da ave ganhar peso ter sido atingida no tratamento controle. O fato da
microbiota associada a mucosa do ileo néo ter variado muito entre as dietas, também
pode reforcar esta hipotese, pois provavelmente o substrato oriundo da digestdo ou
da secrecdo de mucina disponiveis para as bactérias ndo variou muito entre 0s
tratamentos. E possivel que em situacdes em que a dieta seja formulada com niveis
mais baixos de nutrientes, como em condi¢cdes de maior inclusdo de fibra na ragao,
eventuais melhorias na fisiologia intestinal nas aves suplementadas seja traduzida em
melhora do ganho de peso.

Por outro lado, existem evidéncias de que probiéticos e OEs atuam na funcao

imunoldgica das aves, o que ndo foi objeto de estudo neste projeto. Como nao



106

ocorreram alteragcfes substanciais nos processos ligados a fungéo digestiva com a
suplementacdo dos aditivos testados, ndo se pode descartar que a sua principal
contribuicdo para as aves envolva aspectos ligados a resposta imune. Neste sentido,
a presente pesquisa demosntra claramente a possibilidade de se criar animais sem o
uso de aditivos com indices zootécnicos similares ou até superiores em termos de
média. Além disso, apesar de termos escolhido genes codificadores de enzimas e
transportadores de importancia para os processos de digestdo e absorcéo, bem como
algumas enzimas de membrana ligadas a estes processos, ndo foram abordadas
todas as vias envolvidas no aproveitamento de hexoses e aminoacidos no intestino.
Neste sentido, a correlacdo do desempenho com o estudo da expressédo géncica
global do intestino seguido pela validacdo dos genes diferentemente expressos por
RT-gPCR e quantificacdo de suas respectivas proteinas, nas circunstancias em que
se realizou a presente pesquisa, e em condicbes de desafio, poderia auxiliar a
desvendar a verdadeira importancia de cada um dos diversos papéis atribuidos a
estas substancias na literatura.

A analise da microbiota intestinal neste estudo, realizada através da
guantificacdo absoluta do numero de cépias do 16 S dos grupos de maior ocorréncia
no ileo das aves, néo revelou diferencas substanciais do numero de cépias entre os
tratamentos. Outros estudos ja haviam relatado tendéncias similares. No passado,
estudos da diversidade bacteriana revelaram diferenca no perfil bacteriano em
resposta a suplementagcdo com aditivos alimentares, contudo os resultados muitas
vezes nao identificavam com exatiddo quais espécies bacterianas sofriam variacéo.
Desde entdo, houve uma grande evolucédo das técnicas para o estudo da comunidade
microbiana, de forma que as metodologias modernas de sequenciamento em larga
escala tém ampliado muito o conhecimento da diversidade bacteriana em diversos
ecossistemas com tempo e custos reduzidos. Neste sentido, como existem evidéncias
de que o efeito dos aditivos empregados neste projeto afeta especies especificas de
bactérias e a técnica utilizada envolveu a quantificacdo de grupos, projetos
objetivando avaliar o efeito de aditivos na microbiota intestinal poderiam envolver o
estudo da diversidade bacteriana com a tecnologia do sequenciamento em larga
escala, procedido pela confirmacdo das espécies que eventualmente sofreram
alteracdo por gPCR. Esta abordagem tem se mostrado altamente sensivel e confiavel
e poderia ser uma excelente ferramenta para se avaliar a interac&o entre as diferentes

classes de aditivos e a microbiota.
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Embora néo tenha sido o objetivo principal deste projeto, as variaveis
fisiologicas e de microbiota foram avaliadas em funcéo do tempo. A analise revelou
gue durante o seu desenvolvimento, o intestino do frango sofre alteracfes especificas
e inespecificas que podem ser levadas em conta para a formulacdo de dietas que
melhor se adequem ao perfil de enzimas e transportadores de nutrientes expressados
no intestino ao longo do tempo. As alteracdes especificas na expressao de genes e
atividade de enzimas devem ser investigadas em outras linhagens, para se discriminar
a influéncia da dieta e da genética em sua regulacdo. Ademais, investigacoes
envolvendo o emprego de diferentes estratégias de manejo alimentar, como a
administracdo de um maior numero fases de dieta, em animais criados em condi¢des
de higiene que simulem as condi¢cdes comerciais, poderiam ser encorajadas para se
verificar o perfil da relacdo Enterobacteriaceae/Lactobacillus e a saude intestinal em
animais de producéo.

Finalmente, ao invés de se buscar de forma desenfreada uma substancia
bioldgica ou quimicamente ativa para substituir os APCs, maior importancia deveria
ser dada por nutricionistas e pesquisadores para medidas sanitarias e de manejo
adequadas, pois nossos resultados deixam claro que ao menos nas condi¢ées em

gue se realizou a presente pesquisa, todos aditivos testados sdo desnecessarios.



