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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Introducéo

A avicultura de corte vem apresentando constante crescimento nos ultimos
anos. O crescimento da industrializacéo e a existéncia de um mercado globalizado
tém exigido dos produtores rurais a utilizacdo de modernas tecnologias
relacionadas a produc¢ao animal.

Antes da introducdo dos sistemas de produgado intensiva atualmente
preconizados, os pintainhos recém eclodidos permaneciam junto as maes,
ingerindo microorganismos existentes no solo, incluindo, os presentes nas fezes
das aves adultas, o que lhes proporcionava a aquisicdo de uma microbiota
intestinal ja nos primeiros dias de vida. No sistema de producao avicola atual, com
a eliminacéo do contato entre a geragao paternal e sua prole e a utilizagdo de um
sistema de higiene e desinfeccédo eficientes, ocorre um atraso na aquisicdo e
desenvolvimento da microbiota intestinal, o que deixa os pintainhos vulneraveis a
infec¢des por enteropatégenos (FOWLER & MEAD, 1989).

A microbiota intestinal das aves € composta de inumeras espécies
bacterianas, formando um sistema complexo e dinamico, responsavel por
influenciar decisivamente em fatores microbiol6gicos, imunoldgicos, fisiolégicos e
bioquimicos no hospedeiro, podendo ser modulada pela composicdo da dieta
(TANNOCK, 1998). Grandes variagées na digestibilidade de nutrientes ocorrem
em funcédo da idade do animal (NIR et al. 1988; DOESCHATE et al. 1993), as
quais, segundo BENICIO (1996), sdo determinadas pela quantidade e pelo tipo de
microrganismos que colonizam o trato gastrintestinal.

A populacao microbiana normal do trato intestinal age no hospedeiro como
uma barreira de defesa, através da criagdo de um meio ambiente nocivo aos
microrganismos patogénicos (MILES, 1993). Esse efeito protetor da microbiota
intestinal contra a colonizag&o por patdogenos é conhecido ha muitos anos e tem
sido amplamente aceito (PARRA, 1994).



Atualmente faz-se necessario utilizar alternativas para suprir essa
deficiéncia na aquisicdo da microbiota intestinal natural (VAZQUEZ, 1997), o que
tem despertado o interesse pelo uso de probidticos na alimentacdo de frangos de
corte. Os probioticos sao introduzidos como aditivos na ragcao e contribuem para
um melhor estabelecimento e manutencéo de populagdes microbianas no trato
digestério dos animais, competindo com microrganismos indesejaveis,
especialmente os patogénicos, por espaco e nutrientes (LIMA et al. 2003). Quando
sdo usados na alimentacdo de aves, os probidticos melhoram a eficiéncia
alimentar, proporcionam melhor qualidade ao alimento, atuam como promotor
natural de crescimento, diminuem as perdas devido a doencas infecciosas e
reduzem os sintomas de estresse (KOZASA, 1989).

Outra forma de suprir a deficiéncia na colonizacado do trato digestorio de
pintos recém-eclodidos é a inoculagdo via esofagica de microbiota intestinal
natural de aves adultas utilizada no método de exclusdo competitiva para
impossibilitar que uma populagdo de microrganismos patdgenos se estabeleca no
intestino (DAY, 1992).

Microbiota Intestinal Natural

A microbiota intestinal desempenha importancia vital no que se refere a
nutricao, fisiologia e imunologia do animal hospedeiro. Esta microbiota intestinal é
composta de uma mistura complexa de microorganismos, incluindo bactérias,
protozoarios ciliados e flagelados, fungos e bacteriéfagos (LEEDLE, 2000).

GEDEK (1986) relatou que a microbiota natural do trato gastrointestinal &
de dificil definicdo e composta por aproximadamente 400 espécies em equilibrio
entre si e com o hospedeiro. Estima-se que noventa por cento da microbiota
intestinal seja composta por bactérias facultativas (aerobicas e anaerobicas) e
produtoras de acido lactico (Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp), incluindo as
bactérias exclusivamente aerdbicas como os Bacteridides spp, Fusobacterium spp
e Eubacterium spp. Os dez por centos restantes desta microbiota intestinal sao
constituidos de bactérias consideradas nocivas ao hospedeiro, entre estas a

Escherichia coli, Clostridium spp.



Como ja mencionado anteriormente, em condigdes naturais, aves jovens
obtém sua microbiota intestinal por contato direto com a m&e e com o meio
ambiente. A formacdo desta microbiota intestinal se da imediatamente apos o
nascimento, e aumenta durante as primeiras semanas de vida (MACHADO, 2000).
Segundo SAVAGE (1987) e MILES (1993), os microrganismos que primeiro se
estabelecem, na maioria dos casos, sdo aqueles que colonizam e persistem
durante toda a vida do animal.

O equilibrio entre os diferentes componentes da microbiota intestinal parece
ser fundamental para o funcionamento normal e saudavel da fungéo digestiva e
geral do hospedeiro. Sendo assim, a presencga da microbiota intestinal normal, em
equilibrio, é tdo necessaria quanto benéfica para o bem-estar do animal
(CORNELI, 2004).

A colonizagédo intestinal por inoculagédo de microbiota nas primeiras horas
apo6s o nascimento desenvolve-se rapidamente, formando uma barreira de defesa
que previne o estabelecimento e multiplicacdo das bactérias patogénicas, como as
Salmonella (FOWLER & MEAD, 1989; OLIVEIRA et al. 2000; STERZO et al.
2005), E. coli (HOFACRE et al. 2002; SOERJADI-LIEM et al. 1981; WEINACK et
al. 1981; WEINACK et al. 1982; WEINACK et al. 1984; STAVRIC et al. 1992 e
HAKKINEN & SCHNEITZ, 1996), Yersinia enterocolitica (SOERJADI-LIEM et al.
1984b) e Campylobacter jejuni (SOERJADI-LIEM et al. 1982; SOERJADI-LIEM et
al. 1984a; HAKKINEN & SCHNEITZ, 1999; STERN et al. 2001).

STERZO (2007) analisou a eficacia da utilizagdo da inoculagdo via
esofagica de microbiota intestinal de ave adulta antes e ap6s infeccao
experimental por Salmonela enterititis, verificando que a colonizag&o intestinal
realizada precocemente, ou seja, antes da infecc¢ao, evita a colonizagao intestinal
pela bactéria patogénica.

Além do controle do patogeno, GOREN et al. (1984) relataram que
inoculacdo intestinal de microbiota de aves adultas, o tratamento de exclusao
competitiva (EC), melhora o crescimento e diminui a mortalidade das aves. De
acordo com os mesmos autores, houve melhoria na taxa de crescimento de

frangos que foram pulverizadas com microflora intestinal. Inoculagcado de microbiota



cecal apo6s eclosdo promove maior peso corporal, melhor conversao alimentar, e
menor mortalidade (ABU-RUWAIDA et al. 1995 ; BOLDER et al. 1995 ; CORRIER
et al. 1995).

Conforme descrito por FULLER (1989), os probidticos sao produtos
constituidos por microorganismos vivos que, uma vez introduzidos no organismo
animal, influenciam beneficamente o hospedeiro através da melhoria do balango
microbiano intestinal.

Isso tem levado varios pesquisadores a analisar os efeitos da introducao de
probidticos como aditivos na alimentacao de frangos de corte. ANDREATTI FILHO
& SAMPAIO (1999) relataram que os probioticos devem ser utilizados o mais cedo
possivel nas aves, a fim de que as bactérias presentes nos mesmos colonizem e
multipliquem-se no trato intestinal das aves, iniciando suas atividades benéficas ao
hospedeiro antes desse ser contaminado por algum patégeno.

Os mecanismos de acao dos probioticos na melhoria da digestibilidade e,
consequentemente, na melhora no desempenho de frangos de corte podem ser
resumidos a reducéo do pH, resultante da producdo de acidos orgéanicos, e ao
crescimento e desenvolvimento diferenciados das bactérias, criando-se um
ambiente de exclusdo competitiva (CORNELI, 2004).

Trato Gastrintestinal

Na eclosdo, o sistema digestério da ave esta anatomicamente completo,
mas sua capacidade funcional de digestdo e absorcdo ainda esta imatura, se
comparado a de aves adultas (OVERTON & SHOUP, 1964; CHAMBERS & GREY,
1979 citados por MAIORKA et al. 2002). Assim, pds-ecloséo, o trato gastrintestinal
sofre grandes alteragdes, como maturacdo funcional do intestino, as quais
envolvem mudancgas morfoldgicas e fisioldgicas que proporcionam um aumento na
area de superficie de digestao e de absor¢do. Segundo IMONDI & BIRD (1966),
BARANYIOVA (1972) e BARANYIOVA & HOLMAN (1976), as alteragbes
morfoldégicas mais significativas sdo: aumento no comprimento do intestino, na
altura e densidade dos vilos e, conseqlentemente, no nimero de enterdcitos,

células caliciformes e células enteroendécrinas.



As vilosidades ou vilos, que as aves apresentam ao longo do intestino
proporcionam aumento na superficie interna do 6rgdo, ou seja, na area de
digestdo e absorcao intestinal. Para que essas areas funcionem plenamente &
fundamental a presenga de alimento no intestino delgado (BARANYOVA, 1972;
BARANYOVA & HOLMAN, 1976). A altura e a forma do vilo variam ao longo do
intestino, sendo que, no duodeno os vilos sdo normalmente mais longos e
digitiformes, enquanto que no jejuno e ileo geralmente se apresentam de forma
lameliformes com aspecto follheaceo. Os vilos sédo revestidos por epitélio simples,
constituido por trés tipos celulares estruturais: as células caliciformes, os
enterécitos e as células enteroenddécrinas, que sdo responsaveis pela defesa,
digestdo e absorcdo, e regulacdo desses processos pela proliferagdo e
diferenciacédo dos mesmos (BOLELI et al. 2002).

O processo de desenvolvimento da mucosa intestinal consiste
primariamente de dois eventos citoldgicos associados: renovacgao celular e perda
de células. O equilibrio entre esses dois processos chama-se turnover celular. A
mucosa do trato gastrintestinal tem uma caracteristica unica entre os tecidos do
frango de corte que é a de ter a mais alta taxa de turnover de todos tecidos do
corpo.

Conforme mencionado por MAIORKA et al. (2002), o equilibrio entre esses
dois processos (proliferagdo e extrusao) possibilita a manutencédo do tamanho dos
vilos e, portanto, a manutencéo da capacidade digestiva e absortiva.

Quando o intestino responde a algum agente com desequilibrio da
renovacao celular (“turnover’) a favor de um desses processos, ocorre
modificag&o na altura dos vilos. Assim, se ocorrer aumento na taxa de mitose com
auséncia, diminuigdo ou manutengao da taxa de extrusdo, devera haver aumento
no numero de células e, conseqiientemente, aumento no tamanho dos vilos. Se o
estimulo levar ao aumento na taxa de extrusdo, havendo manutengcédo ou
diminuicdo da taxa de proliferacéo, o intestino devera responder com redugdo no
tamanho dos vilos e, consequientemente, com diminuicdo em sua area de digestao
e absorcao. O maior ou menor desenvolvimento da mucosa intestinal é avaliado

por meio de dados morfométricos do tamanho e numero de vilos, da profundidade



das criptas, altura do epitélio, altura e numero de microvilos enterociticos e
integridade da mucosa ou perda de epitélio (STERZO, 2007).

Tem sido estimado que, para a manutencdo do epitélio intestinal e
estruturas de suporte anexas, o custo em energia representa aproximadamente
20% da energia bruta consumida pela ave (McBRIDE & KELLY, 1990, citado por
MAIORKA et al. 2002).

Desta forma, a manutengdo da mucosa intestinal em condigbes fisiologicas
normais, tem custo energético elevado para o frango. A energia economizada pelo
reduzido turnover de células no epitélio intestinal podera ser utilizada para o
desenvolvimento da massa muscular.

Em frangos de corte, é observado aumento mais acentuado na altura dos
vilos no duodeno, o crescimento comec¢a ainda no ovo, do 17° dia de incubacao
até o 7° dia pos-eclosdo. No jejuno e ileo o crescimento continua até o 14° dia,
resultando em aumento no numero de enterécitos por vilo (UNI et al. 1998).

De maneira geral, o sistema digestério da ave nos primeiros dias de idade
cresce mais rapidamente que o restante do corpo ou até mesmo os érgéos
essenciais como coragéo e pulmdes (NITSAN et al. 1991).

O intestino delgado & o principal 6rgdo responsavel pela digestdo e
absorcédo de nutrientes, assim quanto antes as aves alcangcarem sua capacidade
funcional, mais cedo poderéo utilizar os nutrientes da dieta, crescer eficientemente
e demonstrar seu potencial genético, resistir a infecgdes e doengcas metabdlicas
(UNI & FERKET, 2004).

Segundo STERZO (2007), a inoculagdo via esofagica de microbiota
intestinal de ave adulta, antes ou ap6s a infec¢cao por Salmonela, age sobre o
epitélio do intestino delgado de pintos acentuando o processo de renovacgao
celular. Este mesmo autor também verificou que a inoculagao antes da infecgéo
evita os efeitos negativos desta ultima sobre o desenvolvimento dos vilos
duodenais e do ileo.

Varias pesquisas realizadas nos ultimos anos mostraram resultados
extremamente promissores pela adigdo de probidticos na dieta de frangos de

corte. A administracdo de Bacillus cereus var. toyoii (CUEVAS et al. 2000) e



Bacillus subtilis (SANTOSO et al. 1995; FRITTS et al. 2000) na ra¢do, aumentou o
ganho de peso e melhorou a converséo alimentar de frangos de corte.

Bactérias do género Lactobacillus, adicionadas a ragdo, aumentaram o
ganho de peso e melhoraram a converséo alimentar dos animais suplementados
(JIN et al., 1998a; JIN et al., 1998b; KALAVATHY et al., 2003). Da mesma forma,
MORENO et al. (2002) comprovaram os efeitos positivos de probidticos de

Lactobacillus sobre a digestibilidade e ganho de peso em frangos de corte.

Hematologia

O emprego da hematologia e de quimica sanguinea possibilita o
estabelecimento de um diagnostico rapido e definitivo, permitindo orientar e
aprofundar a natureza de diversas situacgdes fisiopatologicas que afetam as aves
(CHARLES NORIEGA, 2000).

O hemograma fornece dados sobre a série vermelha ou eritrocitica
[contagem de glébulos vermelhos (RBC), dosagem de hemoglobina (HGB),
hematdécrito (HCT) e volume corpuscular médio (MCV)] os quais fornecem dados
sobre deficiéncias nutricionais e respiratérias, e dados da série branca ou
leucocitaria (contagem total e diferencial de leucécitos) que fornecem dados sobre
a resposta imunocitaria do organismo (NAKAGE, 2007).

Nas aves, os mondcitos, macréfagos, heterdéfilos e linfécitos constituem os
componentes celulares das respostas imunolégicas (ELSBACH, 1980; POWELL,
1987; MORGULIS, 2002). Os trombdcitos sao células altamente fagociticas
(CAMPBELL & DEIN, 1984; CHARLES NORIEGA, 2000), enquanto que os
monocitos possuem capacidade de fagocitar particulas estranhas, mas pouca
capacidade regulatéria (MORGULIS, 2002). A principal fungao dos heterofilos é de
fagocitose (MORGULIS, 2002), e estes sao importantes mediadores da imunidade
natural das aves (HARMON, 1998). Os trombdcitos circulam em grande numero
no sangue das aves e sdo células importantes na resposta imune inespecifica
(GRECCHI et al.,, 1980), e sua principal caracteristica € a funcao fagocitica
(CAMPBELL & DEIN, 1984; CHARLES NORIEGA, 2000).



O hematocrito permite avaliar a parte globular em uma amostra de sangue.
Os valores normais variam com a idade. Baixo indice de hematécrito pode ser
observado em doencas agudas ou crbnicas, septicemias e doengas hemorragicas
(CAMPBELL & DEIN, 1984).

A concentragdo da hemoglobina & importante para determinar a capacidade
de oxigenagédo tissular que prevalece nos seres vivos (CHARLES NORIEGA,
2000) e também para classificar um processo anémico (STURKIE, 1976).

Os indices de Wintrobe (WINTROBE, 1933) - hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e volume
corpuscular médio (MCV) - detectam a presengca de anemia e avaliam a
capacidade que a medula 6ssea tem de produzir hemacias de tamanho e
capacidade metabdlica normais, assim como o conteudo de hemoglobina (citado
por CARDOSO & TESSARI, 2003).

Conforme citado por HODGES (1977), o numero de hemacias varia de
acordo com as diferentes espécies aviarias, idade, sexo, influéncias hormonais e
meio ambiente. CHARLES NORIEGA (2000) relatou que a contagem total de
leucdcitos € necessaria para poder interpretar com maior certeza a natureza de
uma infeccdo viral ou bacteriana quando se associa com a interpretacédo da
contagem diferencial de leucécitos ou também quando se avalia o estado geral de
um animal.

A contagem diferencial de leucécitos € de extrema importancia para o
diagnéstico de doencgas aviarias (ANDERSON & STEPHENS, 1970) por
estabelecer a porcentagem e a quantidade de cada tipo de leucécito que se
encontra em uma determinada circunstancia, e em conjunto com a contagem total
€ possivel determinar o diagnéstico de maneira mais precisa (CHARLES
NORIEGA, 2000).

A razao heterofilo: linfécito (H/L) tem sido considerada indicadora de
estresse em varios estudos (GROSS & SIEGEL, 1980; DAVIDSON & FLACK,
1981; GROSS & SIEGEL, 1983; GONZALES et al. 2003; THRALL et al. 2004) e
tem sido aplicada como critério de avaliagdo do desempenho na producdo e
reproducéo de frangos (AL-MURRANI et al. 2006).



Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito da aquisicao precoce de
microbiota intestinal proveniente de aves adultas e saudaveis, poedeiras e de
corte, sobre os parametros sanglineos (hemograma) e intestinais (nUmero de
células caliciformes, altura e densidade de vilo, renovacgao epitelial e profundidade

de cripta) de pintos de corte machos, durante a primeira semana pos-ecloséo.
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CAPITULO 2 - INFLUENCIA DA INOCULACAO VIA ESOFAGICA DE
MICROBIOTA INTESTINAL DE AVES ADULTAS SOBRE OS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS DE PINTOS DE CORTE

RESUMO - Foram avaliados os parametros hematolégicos de pintos
submetidos a inoculacédo de microbiota intestinal de aves adultas poedeiras e de
corte. Para isso, foi feito um experimento para testar o efeito da técnica de
inoculacéo via esofagica. E este nao afetou os parametros hematologicos. Num
segundo experimento, foram utilizados pintos machos recém eclodidos (linhagem
COBB). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, seguindo
fatorial 3 x 4, sendo 3 tratamentos [sem inoculacdo (Controle), inoculacdo de
microbiota intestinal de frangos de corte (IMIFC), inoculagdo de microbiota
intestinal de aves de postura adultas criadas em gaiola (IMIP)] e 4 periodos (1°, 3°,
5° e 7° dia pos-inoculagédo). A cada periodo, cinco aves por tratamento foram
pesadas e sacrificadas para analise dos seguintes parametros: contagem total de
eritrécitos (RBC, x10%/mm?®), hemoglobina (HGB, g/dL), hematécrito (HCT, %),
volume corpuscular médio (MCV, um?®), contagem total e diferencial de leucdcitos
e relacéo heterdfilo:linfécito. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as meédias comparadas pelo Teste de Tukey. Houve resposta temporaria dos
pintos que receberam in6culo independente do tipo de microbiota. Essa resposta
foi observada através do aumento do RBC, HCT e HGB que durou até o 3° dia.
Nao ocorreu depressao do sistema imune, apenas variagdo da porcentagem de

heterofilos e linfocitos na circulagéo.

Palavras-Chave: hematologia, microbiota intestinal, pintos de corte
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CHAPTER 2 - INFLUENCE OF ESOPHAGEAL INOCULATION OF ADULT

CHICKENS INTESTINAL MICROBIOTA ON HEMATOLOGICAL PARAMETERS
IN BROILER CHICKS

SUMMARY - Two experiments were conducted to determine if the
technique of esophageal inoculation (Experiment 1) and the esophageal inoculation
of intestinal microbiota evaluated of adult birds influence the haematological
parameters of male broiler chicks. In experiment |, technique of inoculation had no
significant effects on haematological parameters [erythrocytes (RBC), hemoglobin
(HGB), hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), counting total and
differential leukocyte and the rate heterophil: lymphocyte]. In experiment Il, the
experimental design was entirely randomly, following factorial 3 x 4, [3 treatments:
no inoculation (Control), inoculation of intestinal microbiota of broiler chickens
(IIMBC), inoculation of intestinal microbiota of layer hens (IIMLH); 4 periods: 1, 3, 5
and 7 days post-inoculation]. Inoculation of intestinal microbiota caused a increase
in the RBC, HCT and HGB already in the 1 *' day post-inoculation. This effect
remained until the 3 " day, but only in the chicks of the treatment IIMBC. In the 3
day, an increase in the heterophil percentage and a reduction in the lymphocyte
percentage were also observed. The results showed that inoculation of intestinal

microbiota caused an immediate and temporary heamatological response.

Keywords: hematology, intestinal microbiota, broiler chicks
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Introducéao

Embora a hematologia aviaria ainda ndo esteja bem desenvolvida como a
dos mamiferos, a mesma vém ganhando importancia e comegando a ser melhor
entendida (ANDERSON & STEPHENS, 1970; CAMPBELL & DEIN, 1984).

O hemograma possibilita detectar anormalidades e estabelecer um
diagnéstico definitivo, ajudando a orientar e aprofundar a natureza de diversas
situacbes fisiopatologicas importantes que afetam as aves e que se refletem no
sangue (CHARLES NORIEGA, 2000).

Os dados sobre a série vermelha ou eritrocitica [contagem de globulos
vermelhos (RBC), dosagem de hemoglobina (HGB), hematécrito (HCT) e volume
corpuscular médio (MCV)] fornecem dados sobre deficiéncias nutricionais e
respiratérias, enquanto que os dados da série branca ou leucocitaria (contagem
total e diferencial de leucocitos) fornecem dados sobre a resposta imunocitaria do
organismo (NAKAGE, 2007).

Os monocitos, macrofagos, heterdéfilos, trombdcitos e linfocitos constituem
os componentes celulares das respostas imunologicas nas aves (ELSBACH,
1980; POWELL, 1987; MORGULIS, 2002).

Muitos dados de literatura demonstram que os probidticos,
microorganismos vivos que atuam no organismo animal melhorando o equilibrio
da microbiota intestinal (FULLER, 1989), possuem efeito imunomodulador
(COPPOLA & TUNES, 2004) e que seus efeitos ndo estdo restritos ao sistema
imune local da mucosa intestinal (ERICKSON & HUBBARD, 2000; PERDIGON et
al. 1995).

Probidtico tém capacidade de induzir respostas imunes sistémicas,
aumentando o numero e atividade de células fagociticas do hospedeiro. O tecido
linfatico espalhado ao longo do trato intestinal das aves (placas de Peyer, tonsilas
cecais, além da Bolsa de Fabricius) captam antigenos disponibilizados no trato
digestorio, que estimulam as células B precursoras de IgA e, células T
colaboradoras das placas de Peyer, para desenvolvimento de uma imunidade

geral e inespecifica. Pelo estimulo imunolégico da mucosa, ocorre producao de
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anticorpos tipo IgA, que bloqueiam os receptores e reduzem o numero de
bactérias patogénicas na luz intestinal (FURLAN et al. 2004). Além disso, o
probidtico ativa a agdo de macréfagos e a proliferagdo de células T (SILVA, 2000).

O presente estudo objetivou avaliar o efeito da aquisi¢cdo precoce de
microbiota intestinal de aves poedeiras e de corte, adultas, sobre os parametros

sangulineos de pintos de corte.

Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido no galpao experimental do Setor de Avicultura
do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
Unesp, Campus de Jaboticabal — SP. Ele consistiu de dois experimentos, nos quais
foram utilizados pintos de corte recém-eclodidos, linhagem Cobb-500, machos,
com peso médio de 44,40 g, obtidos de incubato6rio comercial.

O primeiro experimento foi realizado para verificarmos se a técnica de
inoculagédo em si influenciava o hemograma. Nele, 120 pintos foram divididos em 2
tratamentos [sem inoculacdo (controle) e com inoculacdo de agua destilada
(Inoculagéo)], sendo 4 repeticbes de 15 aves/tratamento. A inoculacdo de agua
(100ul) foi realizada com seringa de insulina.

O segundo experimento foi realizado para analisarmos o efeito da aquisicao
precoce de microbiota intestinal sobre os parametros sangiiineos. Nele, 225 pintos
foram divididos em 3 tratamentos [sem inoculagdo (controle), inoculacdo de
microbiota intestinal de frangos de corte (IMIFC) e inoculagdo de microbiota
intestinal de poedeiras (IMIP)], distribuidas em 5 repeti¢cdes por tratamento (15
pintos/repeticao/tratamento). O preparo da cultura de microbiota intestinal de aves
adultas e a inoculagdo via esofagica da mesma foram efetuados seguindo a
metodologia adotada por OLIVEIRA et al. (2000). Inicialmente, amostras de fezes
cecais frescas de aves adultas saudaveis da linhagem Isabrown (poedeiras com
33 semanas de idade) e Cobb (frangos com 35 dias de

idade)(N=10aves/linhagem) foram coletadas e utilizadas para o preparo das duas
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suspensdes de cultura cecal, misturando-se as fezes cecais com caldo nutriente
(OXOID CM 67, 1:10 Peso/Volume). Em seguida, as suspensdes foram incubadas
a 37°C durante 24 horas, para crescimento da microbiota intestinal. Entéo, cerca
de 100 yL da parte liquida foi inoculada via esofagica, com uma seringa de
insulina, em pintos de um dia de idade.

Em ambos os experimentos, as aves foram alojadas em galpéo
experimental de alvenaria, cujos boxes mediam 2,50 m de comprimento X 1,50 m
de largura (totalizando 3,75 m?) continham cama de maravalha e lampadas
infravermelhas (250 W) para aquecimento. A distribuicdo das aves nos boxes foi
baseada no peso médio do lote, visando a homogeneidade entre os tratamentos.
Elas foram alimentadas ad libitum com &gua e racao inicial comercial (22% PB,
2.900 Kcal EM / Kg, sem adi¢ao de antimicrobianos).

Ao final do 1°, 3° 5° e 7° dia pds-inoculacéo, as aves foram pesadas
(balanga Marte eletrénica; 0,0001) e 5 aves por tratamento (1 de cada repeticao)
foram utilizadas para coleta do sangue. O sangue foi coletado da veia jugular,
acondicionado em tubos plasticos (tipo Eppendorf) de 1,5 mL contendo EDTA
(15ul/MmL de sangue) e mantidos sob gélo para a a obtencdo dos dados do
eritrograma [contagem total de eritrocitos (RBC, x10%/mm?®), hemoglobina (HGB,
g/dL), hematocrito (HCT, %) e volume corpuscular médio (MCV, um?)]. Foram
realizadas duas leituras de sangue por ave, em um contador automatico de células
sanglineas (Mod. 550, Celm, Barueri, SP), utilizando 20uL de sangue por ave
para cada leitura.

Para as contagens totais de leucécitos (LEU), utilizou-se uma amostra de
sangue e a solugdo de NATT & HERRICK (1952), em uma diluicdo de 1:100,
realizando-se a contagem (n° leucécitos/pL de sangue) em camara de Neubauer.

A contagem diferencial de leucdécitos e a relacao heterdfilo/linfécito (H/L)
foram obtidas pelas analises de esfregacos sangulineos, corados individualmente
com o kit Panético Rapido LB (Laborclin). Os dados de contagem diferencial
(monocitos, linfécitos, heterdfilos, basofilos e eosindfilos) foram obtidos
analisando-se e contando-se um total de 100 leucécitos e os valores foram

expressos em porcentagem. Os dados referentes a relagdo H/L foram obtidos
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dividindo-se a porcentagem de heterofilos pela de linfocitos (segundo MCKEE &
HARRISON 1995).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os
tratamentos foram distribuidos em um arranjo fatorial 2x4, para o primeiro
experimento, e 3x4 para o segundo experimento.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo cada
ave considerada uma parcela. A comparacéo entre médias foi realizada pelo teste

de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Resultados

Experimento 1- Efeito da técnica de inoculacdo de microbiota via esofagica e

daidade sobre os parametros sanglineos de pintos de corte

A contagem de globulos vermelhos (RBC), a concentragédo de hemoglobina
(HGB) e o volume corpuscular médio (MCV) foram influenciados apenas pelo
periodo de tratamento (p<0,05). Os valores de RBC foram maiores no 1° dia pds-
inoculacdo. Os valores de HGB no 1° dia p6s-inoculagdo foram maiores que os
apresentados no 7° dia pés-inoculagédo. Os valores de MCV foram menores no 1°
dia p6s-inoculagdo do que no 3° 5° e 7° dias p6s-inoculagdo, nos quais os pintos
apresentaram valores similares de MCV (Tabela 1).

Nao houve interacdo entre tratamento e periodo de tratamento (p>0,05)
para os valores de RBC, hematécrito (HCT), HGB e MCV (Tabela 1).

Na Tabela 2 constam os dados de contagem diferencial de leucécitos. Nao
houve efeito significativo (p>0,05) do tratamento sobre nenhum dos tipos de
leucécitos (mondcitos, basdfilos, eosindfilos, heterdfilo, linfécitos, trombécitos) e
nem sobre a relacdo heterdfilo/linfocito (H/L), mas ocorreu efeito significativo
(p<0,05) da idade sobre a porcentagem de heterofilos, linfocitos, trombécitos e,
consequentemente, sobre H/L. As porcentagens de heterofilos foram

significativamente (p<0,05) reduzidas ja do 1° ao 3° dia poés-inoculagao, foram
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reduzidas também do 3° para o 5° dia, pds-inoculagdo mantendo-se menores e
constantes do 5° até o 7° dia pds-inoculacdo. Dados similares foram obtidos para
a relacaéo H/L e trombdcitos, enquanto que para linfécitos dados inversos foram
registrados.

Com relacédo a contagem total de leucocitos (LEU), ndo ocorreu efeito
significativo (p>0,05) do tratamento e nem do periodo de tratamento. Também nao
houve interacao significativa (p<0,05) entre tratamento e dias pds-inoculagéo para

este parametro (Tabela 3).
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Tabela 1. Efeito dos tratamentos (sem inoculagéo: Controle, inoculagdo de agua

destilada: Inoculagéo), e dias pés-inoculagcao (DPI)

1, 3, 5, 7 dias)

sobre a contagem global de hemacias (RBC, x10°/mm®), taxa de
hematécrito (HCT, %), concentracdo de hemoglobina (HGB, g/dL) e
volume corpuscular médio (MCV, ym®) em pintos de corte.

RBC HCT HGB MCV
Tratamentos (T)
Controle 1,81 17,33 8,43 92,71
Inoculacéo 1,82 17,39 8,35 92,73
DPI
1 2,09 a 18,16 10,66 a 88,63 b
3 1,73 b 16,01 8,61 ab 94,04 a
5 1,72 b 17,61 7,78 ab 94,11 a
7 1,72 b 17,65 6,50 b 94,09 a
Probabilidade
T 0,805 NS 0,928 NS 0,930 NS 0,960 NS
DPI < 0,01 0,137 NS 0,014 <0,01
T x DPI 0,990 NS 1,000 NS 0,999 NS 1,000 NS

a-b: comparagéo nas colunas. Médias com letras distintas diferem significativamente

entre si (p<0,05). NS: nao significativo.
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Tabela 3. Efeitos dos tratamentos (sem inoculagéo: Controle, inoculagéo de agua
destilada: Inoculagéo), e dias pos-inoculagao (DPI) (1, 3, 5, 7 dias) sobre
a contagem total de leucédcitos (LEU, 10%uL), em pintos de corte

machos.
LEU
Tratamentos (T)
Controle 10,75
Inoculacéo 10,96
DPI
1 10,87
3 10,74
5 11,09
7 10,73
Probabilidades
T 0,957 NS
DPI 0,734 NS
T xDPI 0,589 NS

NS: nao significativo.
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Experimento 2 — Efeito da inoculacdo de microbiota intestinal de aves

adultas sobre os parametros sanguineos de pintos de corte

Ocorreram interacdes significativas (p<0,05) entre tratamento e dias pos-
inoculacéo para a contagem de glébulos vermelhos (RBC), o hematdécrito (HCT) e
a concentragdo de hemoglobina (HGB) (Tabelas 4 e 5). Ao longo do periodo
experimental, os pintos Controle apresentaram reducdo de RBC do 1° para o 3°
dia p6s-inoculagao, manutencao dos valores até o 5° dia e aumento dos mesmos
do 5° para o 7° dia, recuperando os valores apresentados no 1° dia. Os pintos do
tratamento IMIFC apresentaram uma reducgédo continua do 1° ao 5° dia, cujos
valores foram mantidos até o 7°. Por sua vez, nos pintos do tratamento IMIP, a
RBC foi reduzida do 1° ao 3° dia p6s-inoculagao, a partir do qual os valores foram
mantidos. Ainda de acordo com a interacdo entre tratamento e dias pods-
inoculagao, houve efeito do inéculo sobre os valores de RBC apenas até o 3° dia
pds-inoculagéo. No 1° dia, os valores de RBC foram significativamente (p<0,05)
maiores nos pintos dos tratamentos IMIFC e IMIP do que nos pintos Controle,
sendo os valores para o tratamento IMIP maior do que para o tratamento IMIFC.
Ja no 3° dia, os valores de RBC apresentados pelos pintos Controle e pelos pintos
do tratamento IMIP foram similares entre si, mas significativamente (p<0,05)
menores do que os registrados para pintos do tratamento IMIFC. Dados similares
aos descritos para RBC foram encontrados para HCT. Em relagdo aos valores de
HGB, a interacdo entre tratamento e dias pos-inoculagédo (Tabela 5) mostrou que
os pintos Controle apresentaram valores constantes do 1° ao 7° dia pos-
inoculacédo, enquanto que os pintos dos tratamentos IMIFC e IMIP tiveram as
redugdes nos valores de HGB registradas para RBC e HCT.

O volume corpuscular médio (MCV) foi influenciado apenas pelo periodo de
tratamento (p<0,05), e ndo houve interacdo entre tratamento e dias pos-
inoculagao (p>0,05) (Tabela 4). Os valores de MCV foram menores com um dia do
que com 3, 5 e 7 dias poés-inoculagdo, nos quais os pintos apresentaram valores
similares de MCV.

N&o ocorreu efeito significativo (p>0,05) do tratamento e nem do periodo de

tratamento sobre a contagem total de leucocitos (LEU), nem houve interacao
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significativa (p<0,05) entre tratamento e dias pés-inoculacdo para este parametro
(Tabela 6).

Os dados de contagem diferencial de leucécitos constam na Tabela 7. Nao
houve efeito significativo (p>0,05) do tratamento sobre nenhum dos tipos de
leucécitos (mondcitos, basofilos, eosindfilos, heterdfilo, linfécitos, trombdcitos) e
nem sobre a relagdo H/L, mas ocorreu efeito significativo (p<0,05) do periodo de
tratamento sobre a porcentagem de heterdfilos, linfocitos, trombécitos e,
consequentemente, sobre H/L. As porcentagens de heteréfilos foram mantidas do
1° ao 3° dia pés-inoculagéo, mas foram significativamente (p<0,05) reduzidas do
3° para o 5° dia, mantendo-se menores e constantes do 5° até o 7° dia pos-
inoculacédo. Dados similares foram obtidos para trombdcitos, enquanto que para
linfécitos dados inversos foram registrados.

Contudo, houve interacao significativa (p<0,05) entre tratamento e dias pos-
inoculacao para heterdfilos, linfécitos e H/L (Tabela 7). De acordo com a interagéo
(Tabela 8), apenas os pintos do tratamento IMIFC apresentaram os efeitos do
periodo de tratamento sobre as porcentagens de heterdfilos descritos
anteriormente. Os pintos Controle apresentaram reducao significativa (P<0,05) e
progressiva nas porcentagens de heterdfilos do 1° para o 5° dia pés-inoculagéo,
mantendo os valores deste ultimo até o 7° dia, enquanto que os pintos do
tratamento IMIP tiveram uma reducao significativa (p<0,05) nas porcentagens de
heterdfilos do 1° para o 3° dia pos-inoculagdo, mantendo valores similares até o 7°
dia. A interacao entre tratamento e dias pés-inoculagado também mostrou efeito do
periodo de tratamento sobre as porcentagens de heterdéfilos no 3° dia, sendo que
as mesmas foram menores (p<0,05) nos pintos do tratamento IMIP do que pintos
Controle e do tratamento IMIFC, que nao diferiram (p>0,05) entre si.

Em relacdo as porcentagens de linfécitos (Tabela 8), a interagcdo entre
tratamento e dias pos-inoculagdo mostrou que os efeitos principais do periodo de
tratamento foram apresentados pelos pintos Controle e do tratamento IMIFC,
enquanto que os pintos do tratamento IMIP apresentaram um aumento
progressivo e significativo (p<0,05) até o 5° dia po6s-inoculagéo, cujos valores

foram mantidos até o 7° dia. Além disso, também foram mostrados efeitos do
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tratamento sobre as porcentagens de linfécitos no 3° dia pés-inoculagédo, no qual
pintos Controle e do tratamento IMIFC tiveram porcentagens similares de
linfécitos, porém menores (p<0,05) do que as porcentagens registradas para
pintos do tratamento IMIP.

No que diz respeito aos valores de H/L (Tabela 8), a interacdo entre
tratamento e periodo de tratamento mostrou que os efeitos significativos do
tratamento e idade sobre H/L foram similares aos registrados para as
porcentagens de heterdfilos, com a diferenca de que os pintos do tratamento IMIP
tiveram efeitos similares aos apresentados pelos pintos Controle, ou seja, reducao
significativa (p<0,05) e gradativa até o 5° dia pos-inoculagdo e manutencao dos

valores até o 7° dia.
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Tabela 4. Efeito dos tratamentos (sem inoculacdo: Controle, inoculacdo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de
microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias p6s-inoculagao (DPI) (1,
3, 5, 7 dias) sobre a contagem global de hemacias (RBC, x10%/mm?),
taxa de hematécrito (HCT, %), concentracédo de hemoglobina (HGB,
g/dL) e volume corpuscular médio (MCV, um?®) em pintos de corte.

RBC HCT HGB MCV
Tratamentos
(M
Controle 1,66 14,69 6,58 89,21 a
IMIFC 2,26 19,72 9,19 87,59 a
IMIP 2,72 23,40 12,14 88,00 a
DPI
1 3,56 30,08 15,54 84,63 b
3 1,80 15,81 7,85 88,37 a
5 1,59 14,29 6,51 89,91 a
7 1,89 16,90 7,31 90,17 a
Probabilidade
T <0,01 <0,01 <0,01 0,146
DPI <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
T xDPI <0,01 <0,01 <0,01 0,273

a-b: comparagéo nas colunas. Médias com letras distintas diferem significativamente
entre si (p<0,05). NS: nao significativo.
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Tabela 5. Interagbes entre tratamentos (sem inoculagéo: Controle, inoculagao de
inoculacdo de
microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pos-inoculagao (DPI) (1,
3, 5, 7 dias) sobre a contagem global de hemacias (RBC, x10%/mm?),
taxa de hematécrito (HCT, %) e concentracdo de hemoglobina (HGB,
g/dL) em pintos de corte machos.

microbiota

intestinal de frangos de corte:

IMIFC,

Dias pés-inoculacéo

Tratamentos 1 3 5 7 p CV (%)
RBC
Controle 1,85 cA 1,49 bB 1,48 aB 1,84 aA <0,01 9,69
IMIFC 3,95bA 2,39 aB 1,51 aC 1,98 aBC <0,01 15,14
IMIP 570aA 1,53bB 1,79 aB 1,86 aB <0,01 10,49
p <0,01 <0,01 0,155 NS 0,624 NS
CV (%) 8,87 14,79 16,30 12,96
HCT
Controle 15,92 cAB 13,16 bC 13,50 aBC 16,18 aA <0,01 9,52
IMIFC 26,88 bA 20,68aB 13,36 aC 17,96 aBC <0,01 13,12
IMIP 47,44 aA 13,60bB 16,00aB 16,56 aB <0,01 9,57
p <0,01 <0,01 0,177 NS 0,367 NS
CV (%) 7,13 12,78 16,43 11,88
HGB
Controle 722cA  6,10bA 6,04 aA 6,96 aA <0,01 10,91
IMIFC 13,28 bA  9,92aB 6,18aC 7,38 aBC <0,01 16,93
IMIP 26,12aA 7,52abB 7,30 aB 7,60 aB <0,01 11,10
p <0,01 <0,01 0,197 NS 0,634 NS
CV (%) 8,21 19,37 17,39 17,47

a-c: comparagdo nas colunas. A-C: comparagédo nas linhas. Médias com letras distintas diferem
significativamente entre si (p<0,05). NS: n&o significativo.
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Tabela 6. Efeitos dos tratamentos (sem inoculagcéo: Controle, inoculagédo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de
microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pos-inoculagao (DPI) (1,
3, 5, 7 dias) sobre a contagem total de leucdcitos (LEU, 10°/uL), em
pintos de corte machos.

LEU
Tratamentos (T)
Controle 10,78
IMIFC 11,25
IMIP 11,54
DPI
1 11,32
3 11,18
5 11,08
7 11,38
Probabilidades
T 0,996 NS
DPI 0,660 NS
T x DPI 0,587 NS

NS: néo significativo.
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Tabela 8. Interagbes entre tratamentos (sem inoculagéo: Controle, inoculagdo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de

microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pos-inoculagao (DPI) (1,
3, 5, 7 dias) sobre a porcentagem de heterdfilos (%), porcentagem de
linfécitos (%) e relagcao heterdfilos/linfécitos (H/L) em pintos de corte

machos.
Dias pés-inoculacédo
Tratamentos 1 3 5 7 p CV (%)
Hetero6filos
Controle 31,33aA 25,33aB 14,00 aC 13,67 aC <0,01 10,60
IMIFC 27,00aA 25,00aA 12,67 aB 14,33 aB <0,01 10,64
IMIP 28,67 aA 16,00bB 14,33 aB 14,33 aB <0,01 8,62
p 0,181 NS <0,01 0,623 NS 0,831 NS
CV (%) 8,60 7,54 15,62 10,82
Linfocitos
Controle 36,67aB 37,67bB 71,33 aA 75,67 aA <0,01 4,81
IMIFC 40,00 aB 39,00bB 73,67 aA 73,67 aA <0,01 4,97
IMIP 37,33aC 47,33aB 73,00 aA 71,33 aA <0,01 4,19
p 0,418 NS <0,01 0,565 NS 0,189 NS
CV (%) 7,99 5,53 3,61 3,42
H/L
Controle 0,86 aA 0,67 aB 0,20 aC 0,18 aC <0,01 9,18
IMIFC 0,68 aA 0,64 aA 0,17 aB 0,19 aB <0,01 17,02
IMIP 0,77 aA 0,34 bB 0,20 aC 0,20 aC <0,01 10,06
p 0,123 NS <0,01 0,643 NS 0,640 NS
CV (%) 11,44 7,55 18,68 13,31

a-b: comparagédo nas colunas. A-C: comparagédo nas linhas. Médias com letras distintas
diferem significativamente entre si (p<0,05). NS: nao significativo.
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Discussao

O estresse pode causar neutrofilia, linfopenia, eosinopenia e, algumas
vezes, monocitoses (HALL, 1982). Além disso, segundo GROSS & SIEGEL (1983)
THRALL et al. (2004), elevacéo na relagdo H/L pode ser utilizado como indicador
de estresse. Os dados do primeiro experimento (presente estudo) mostraram que
a técnica de inoculagao via esofagica ndo altera os valores das séries eritrocitaria
(RBC, HCT, HGM e MCV) e leucocitaria. Esses dados indicam que a técnica de
inoculacao utilizada ndo estressa as aves inoculadas e que. Portanto. Os dados
obtidos no experimento 2 s&o resultantes da solugdo de microbiota intestinal
inoculada.

De acordo com os dados do 2° experimento, os pintos que receberam
inoculacédo de microbiota intestinal apresentaram valores maiores de RBC, HCT e
HGB, em comparacdo com os pintos Controle, ja no 1° dia pds-inoculagéo,
indicando uma reac&o imediata ao recebimento de microbiota intestinal adulta via
esofagica. O aumento nos parametros eritrocitarios, entretanto, foi muito maior nas
aves IMIP do que nas IMIFC. Tal reagéo foi mantida até o 3° dia pos-inoculagao
pelos pintos que receberam o tratamento IMIFC, caracterizando uma resposta
adaptativa a aquisicdo de microbiota intestinal mais lenta nas aves deste
tratamento do que nas do tratamento IMIP. Nas aves, como nos mamiferos, o
HCT é afetado pela alteragcdo no volume plasmatico, bem como pelo RBC e MCV
(THRALL et. al. 2004). Considerando que n&o houve alteracdo dos valores de
MCV (presente trabalho), o aumento de HCT deve ter ocorrido em funcdo do
aumento de RBC. Foi observado que os pintos ficavam ofegantes apo6s a
inoculacdo de microbiota intestinal. Sendo assim, é possivel que o aumento no
RBC, HCT e HGB dos pintos seja resultante de um aumento na taxa respiratéria
e/ou redugdo no volume plasmatico.

Aumento dos valores de RBC, HCT e HGB também foi registrado por
CETIN, GUCLU & CETIN (2005), para perus adultos que receberam racgao
complementada com probidtico a partir do 15° dia de idade. Resposta

hematologica similar também foi observada em caes adultos que receberam
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probidtico (Lactobacillus acidophilus) por BAILLON et al. (2004). Por outro lado,
ZHOU et al. (2000) ndo constataram modificacdo nos valores de RBC, HGB e
HCT em camundongos que receberam suplementacéo de bactérias acido lacticas
(Lactobacillu rhamnosos, L. acidophilus e Bifidobacterium lactis). Da mesma
forma, OZCAN et al. (2003) também n&o observaram alteragdo nos valores de
RBC, HGB, PCV, nos frangos (Ross-308) que receberam probidtico (Enterococcus
faecium Cernelle 68) desde o inicio do alojamento. Tais diferengcas nas respostas
a microrganismos intestinais entre os autores podem estar relacionadas com tipo e
concentragdo das suplementacdes e/ou inoculagdes.

Em relacdo ao leucograma, nossos dados n&o mostraram efeito da
inoculagéo de microbiota intestinal sobre as porcentagens de mondcitos, baséfilos
e eosindfilos. Os basofilos sédo granulécitos capazes de fagocitar apds
determinados estimulos imunologicos e que podem aumentar em alguns tipos de
parasitismo, enquanto que os eosindfilos ndo sdo encontrados nas reacdes
imunoldgicas, indicando que as aves nao respondem de forma similar aos
mamiferos (MORGULIS, 2002), o que pode estar relacionado a auséncia de
alteragdes nas porcentagens de tais leucécitos nos pintos que receberam inoculo
(IMIFC, IMIP).

De acordo com nossos dados, apenas as porcentagens de heterofilos e
linfocitos, e H/L foram alteradas, mas somente pelo tratamento IMIP e no 3° dia
poés-inoculagédo. Pintos que receberam o tratamento IMIP apresentaram menor
porcentagem de heterofilos, maior porcentagem de linfécitos e menor H/L que os
demais tratamentos. Tais dados mostram um efeito tardio e curto da inoculagao
de microbiota intestinal de poedeiras mantidas em gaiola sobre as porcentagens
de heterdfilos e linfécitos circulantes, ndo constatado em pintos que receberam
microbiota intestinal de frangos mantidos em sistema de cama. Considerando que
linfécitos sdo células do sistema imunocitario produzidas em resposta a presenca
de organismos e/ou corpos estranhos, esses dados indicam que a microbiota
existente na IMIFC, por ser a mesma que seria adquirida pelos pintos ao longo de
seu periodo de crescimento, ndo desencadeou nenhuma resposta por parte dos

mesmos.
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Heterofilos sdo fagdcitos importantes mediadores da imunidade natural das
aves, especialmente em aves jovens que ainda ndo desenvolveram a imunidade
adquirida (KOGUT et al. 1998). O acumulo dos mesmos no local lesado ou
estimulado representa a primeira linha de defesa celular das aves (MORGULIS,
2002). Sendo assim, a redugdo da porcentagem de heteréfilos nos pintos que
receberam IMIP pode ser resultante de uma migracédo de tais células para a
mucosa intestinal. Além disso, os heterdfilos tornam-se funcionalmente maturos
nos primeiros dias poés-eclosdo (MORGULIS, 2002), o que parece explicar a
resposta dos pintos a IMIP apenas no 3° dia pds-inoculagéo.

Dados similares aos do presente trabalho foram observados por SWANSON
et al. (2002) em caes alimentados com FOS acrescido de MOS, ou seja, nao
houve alteracdo na CTL e ocorreu diminuicdo de neutréfilos e aumento de
linfécitos. Da mesma forma, OZCAN et al. (2003) também n&o observaram
diferenca significativa na contagem total de leucocitos e trombdcitos em frangos
que receberam probidtico (Enterococcus faecium Cernelle 68). O mesmo ocorreu
com CETIN et al. (2005), observaram que contagem total e diferencial de
leucécitos ndo foram influenciadas por suplementagcdo de probidtico. Estas
conclusdes s&o semelhantes as relatadas por ALVAREZ et al. (2002) e ZHOU et

al. (2000), em camundongos.

Conclusdes

Aquisicdo de microbiota intestinal promove uma alteracdo hematoldgica
imediata e temporaria nos pintos, a qual consiste no aumento de RBC, HCT e
HGB, bem como aumento na porcentagem de linfécitos e redugcdo na de
heterdfilos e na relagao H/L.

N&o ocorreu depressdo do sistema imune, o que foi verificado pela nao
alteragdo na contagem total de leucocitos. Mas o sistema imune foi
temporariamente ativado pela microbiota de poedeira o que é mostrado pela

variagao das células (heterdfilos e linfécitos) na circulagao.
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CAPITULO 3 - AQUISICAO PRECOCE DE MICROBIOTA INTESTINAL
AUMENTA A DEFESA DO INTESTINO DELGADO DE PINTOS DE CORTE

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar se a aquisigéo precoce de
microbiota intestinal influenciava o numero de células -caliciformes (NCC)
produtoras de mucinas neutras e acidas, e a integridade epitelial dos vilos do
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) de pintos de corte. Foram utilizados
pintos machos de 1 dia de idade (COBB). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, fatorial 3 x 4, 3 tratamentos [sem inoculagao (controle),
inoculacdo de microbiota intestinal de frangos de corte (IMIFC), inoculacdo de
microbiota intestinal de poedeiras (IMIP)] e 4 periodos (1°, 3° 5° e 7° dia pds-
inoculacdo). Os resultados foram submetidos a analise de variancia, e as médias
comparadas pelo Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. A IMIFC
aumentou o NCC-PAS+ no duodeno (3° e 7° dia), jejuno (3° dia) e ileo (1° - 7° dia).
Com a IMIP, o NCC-PAS+ aumentou também no duodeno (1°-7° dia), no jejuno (1°
e 3° dia) e no ileo (1° e 3° dia). O NCC-AB+ aumentou com a IMIFC no duodeno
(1° e 3° dia) e no jejuno (3° dia) e diminui no ileo (7° dia). Com a IMIP, o NCC-AB+
aumentou no duodeno (1° ao 5° dia) e no jejuno (1°-3° dia). No ileo, ele diminui no
1° dia e aumentou no 5° dia. Com a IMIFC e IMIP, a perda de epitélio duodenal
comegou no 3° dia e foi menor que nas aves Controle. No jejuno a perda de
epitélio ocorreu apenas no 3° dia, como nas aves Controle, mas foi menor. No
ileo, a IMIFC evitou a perda de epitélio apresentada pelas aves Controle no 3° dia.
A IMIP, por sua vez, retardou a perda de epitélio para o 5° dia, mas foi mais
acentuada. IMIFC e IMIP aumentaram o NCC nos trés segmentos intestinais e
diminuiram a renovacgao epitelial, aumentando o numero de vilos com extrusdo

graus O e 1.

Palavras-Chave: células caliciformes, intestino delgado, microbiota intestinal,

mucina, pintos de corte
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CHAPTER 3 - EARLY ACQUISITION OF MICROBIOTA INTESTINAL
INCREASE INTESTINAL PROTECTION OF BROILER CHICKS

SUMMARY — We analysed whether early acquisition of intestinal microbiota
of adult birds influences the goblet cells number (GCN) and the epithelial integrity
of the intestinal villus (duodenum, jejunum and ileum) of broiler chicks. In
experiment, 1 -d- old male chicks were used. The experimental design was a
completely randomized, factorial 3 x 4, [3 treatments: no inoculation (control),
inoculation of intestinal microbiota of broiler chickens (IIMBC), inoculation of
intestinal microbiota of laying hens (IIMLH)] and 4 periods (1, 3, 5 and 7 days post-
inoculation). Inoculation of IIMBC increased the GCN-PAS+ in the duodenum (3 ™
and 7 " day), jejunum (3 ™ day) and ileum (1 S'to 7 ™ day). Inoculation of IMLH also
increased the GCN-PAS+ in the duodenum (1 *'to ™ day), jejunum (1 %' and 3 ™
day) and ileum (1 $tand 3 ™ day). Inoculation of IMBC increased GCN-AB+ in the
duodenum (1 %' to 3 ™ day) and jejunum (3 ™ day), but decreased it in the ileum (7 ™"
day). After inoculation of IMLH, GCN-AB+ increased in the duodenum (1 *'to 5 ™
day) and jejunum (1% to 3 ™ day). In the ileum, GCN-AB+ decreased in the 1 'day
and increased in the 5 " day post-inoculation. In chicks inoculated with IMBC and
IMLH, duodenum epithelium loss ocurred from the 3 ™ day and was lower than in
chicks Control. Jejunum epithelium loss occurred only on day 3, similarly to
observed for chicks Control, but in a lower percentage. In the ileum, inoculation of
IMBC avoided epithelium loss presented by the Control chicks in the day 3.
Inoculation of IMLH, in turn, delayed ileum epithelium loss for the 5 ™ day, but it
was more intense. The results showed that inoculation of intestinal microbiota
increased the GCN in the three intestinal segments and decreased the intestinal

epithelial renovation, increasing the intestinal mucosa protection of the chicks.

Keywords: goblet cells, small intestine, intestinal microbiota, mucin, broiler chicks
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Introducéo

Os vilos intestinais sao revestidos por epitélio simples constituido por
enterdcitos, células caliciformes e células enteroendodcrinas, responsaveis pela
digestao final e absorgéo, producédo de muco e controle da atividade celular do
epitélio, respectivamente. Tais células s&o originarias de células totipotentes,
localizadas nas criptas, cujas células filhas diferenciam-se dando origem aos
diferentes tipos celulares que compdem o epitélio (CHENG & LEBLOND, 1974).

A capacidade digestiva, absortiva e de prote¢cdo da mucosa intestinal estao
relacionadas com a densidade e tamanho de vilos, a altura do epitélio da mucosa,
a densidade e tamanho dos microvilos enterociticos, a densidade de células
caliciformes e a producgéo e secrecéo de mucinas pelas mesmas (MACARI, 1999)
e com o grau de renovacgao e preservacgao celular dos vilos.

A protecao do epitélio intestinal contra atritos provocados pela passagem
da digesta, acdo das enzimas digestivas, suco gastrico e agentes patogénicos é
exercida pela camada de muco que recobre o epitélio na luz intestinal. A camada
de muco protege os microvilos (FORSTNER & FORSTNER, 1994; FORSTNER et
al. 1995), e evita a perda de agua através da parede intestinal (MURPHY, 2002).
Ela também possui fungao transportadora e seletiva (UNI et al. 2003).

O principal componente da camada de muco sdo mucinas glicoprotéicas
(SMIRNQYV et al. 2006), as quais podem ser acidas ou neutras (UNI et al. 2003). A
mucina acida funciona como barreira bacteriana (FONTAINE et al. 1996;
ROBERTON & WRIGHT, 1997) ou sitio de ligagdo a microbiota intestinal.

Com a ingestao da dieta exdgena, o trato gastrointestinal passa a ser
colonizado por microbiota, a qual exerce papel fundamental na prevencgéo contra
enfermidades entéricas, juntamente com as funcdes digestorias, a barreira de
muco, a integridade da mucosa e a resposta imune. A integridade da mucosa do
trato gastrintestinal confere ao frango de corte condigcbes adequadas para a
digestao e absorgéo dos nutrientes. (PELICANO et al. 2003).

E conhecido que o intestino apresenta alteragbes morfo-funcional pés-

eclosdo em adaptacao a racado exodgena ingerida, bem como em adaptagdo a
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exposi¢do e a colonizacao intestinal por microbiota (KELLY et al. 1992; NOY &
SKLAN, 1997; KOJIMA et al. 1999).

Considerando que a manutencdo da sanidade do trato gastrintestinal é
fundamental para o bem estar animal e alto nivel de producgéo, estudos sobre a
manutencdo da integridade e maior e melhor desenvolvimento funcional do
mesmo se tornam indispensaveis. Assim, os objetivos do presente estudo foram
analisar o efeito da inoculagdo de microbiota intestinal de aves poedeiras e de
corte, adultas, sobre a integridade da mucosa intestinal e quantificar as células
caliciformes (produtoras de mucinas neutras e acidas), no intestino delgado de

pintos de corte, durante a primeira semana pos-eclosao.

Material e Métodos

Foram utilizados 60 pintos de corte machos (linhagem Cobb-500), recém-
eclodidos, com peso médio de 44,40 g, obtidos de incubatorio comercial. Os pintos
foram divididos em 3 tratamentos [sem inoculagcdo: Controle, inoculacdo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, e inoculacdo de microbiota
intestinal de poedeiras: IMIP. O preparo da cultura de microbiota intestinal de aves
adultas e a inoculagdo via esofagica da mesma foram efetuados seguindo a
metodologia adotada por OLIVEIRA et al. (2000). Inicialmente, amostras de fezes
cecais frescas de aves adultas saudaveis da linhagem Isabrown (poedeiras com
33 semanas de idade) e Cobb (frangos com 35 dias de
idade)(N=10aves/linhagem) foram coletadas e utilizadas para o preparo das duas
suspensdes de cultura cecal, misturando-se as fezes cecais com caldo nutriente
(OXOID CM 67, 1:10 Peso/Volume). Em seguida, as suspensbdes foram incubadas
a 37°C durante 24 horas, para crescimento da microbiota intestinal. Ent&o, cerca
de 100 uyL da parte liquida foi inoculada via esofagica, com uma seringa de
insulina, em pintos de um dia de idade. Em seguida, as aves de cada um dos
tratamentos (75 pintos por tratamento) foram distribuidas em 5 boxes (2,50 m x

1,5 m) (15 pintos por box), em galpao de alvenaria, com cama de maravalha, com
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aquecimento feito por lampadas infra-vermelhas de 250W, seguindo normas
tradicionais de manejo em avicultura de corte Elas foram alimentadas com agua e
ragao inicial, comercial (22% PB, 2.900 Kcal EM / Kg, Purina), ad libitum.

Ao final do 1°, 3° 5° e 7° dia pds-inoculagcéo, as aves foram pesadas
(balanga Marte eletrénica; 0,0001) e 5 aves por tratamento (1 de cada repeticéo,
sendo 5 repetigdes) foram sacrificadas por decapitacéo para coleta do intestino
delgado.

Para a quantificacdo das células caliciformes, de acordo com o tipo de
mucina produzida (neutra e acida), foram retirados fragmentos de
aproximadamente 2,0 cm de comprimento dos trés segmentos intestinais
(duodeno, jejuno e ileo) e fixados em Dietrick (4% de formalina, 28% de etanol,
0,34 N de acido acético glacial). Cortes semi-seriados, de 7um de espessura,
foram corados com PAS (para determinagcéo da mucina neutra) ou Alcian Blue pH
2,5 (para determinagdo da mucina acida), segundo McMANUS (1948) e LEV &
SPICER (1964) (citado por UNI et al. 2003). O numero de células caliciformes PAS
positivas (PAS+) e Alcian Blue positivas (AB+) foi obtido como o numero de
células em 300 um de epitélio. Foram realizadas cerca de dez contagens por
segmento/ave/tratamento, utilizando um sistema analisador de imagens (Leica-DM
2500).

A anadlise da perda de epitélio pelos vilos foi realizada sobre
eletromicrografias de varredura. Para isso, amostras com 3 cm de comprimento
(do duodeno, jejuno e ileo) foram abertas longitudinalmente, lavadas com tampéo
fosfato 0,1M pH 7,4 (para retirada do muco intestinal) e estiradas sobre papel e
fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato por 24 horas a 4°C. Em seguida,
foram lavadas na solugdo tampéo e pos-fixadas com tetroxido de 6smio 1% em
tampao fosfato, por duas horas. As amostras foram lavadas novamente em
tampéo fosfato e desidratadas em série de concentracao crescente de etanol (50,
60, 70, 80, 90, 100%). Ap6s a secagem em ponto critico, os fragmentos foram
metalizados com ouro e eletromicrografados em microscépio eletrénico de
varredura (modelo Jeol JSM 25II®). Os dados referentes ao numero total de vilos

por area (densidade de vilos e de vilos apresentando os diferentes graus de perda
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de epitélio/areal/regido do intestino foram obtidos a partir da contagem sobre 10
eletromicrografias (com area equivalente a 1.855.213,7 um?) por regido/ave, hum
total de 5 aves/tratamento/idade.

Os graus de perda de epitélio foram determinados segundo GOMIDE JR et
al (2004) (Figura 1), como: grau 0, sem extrusao aparente (vilo normal); grau 1,
pequena extrusdo no apice do vilo ou pontos de extrusao na porgéao apical e ao
longo do vilo (vilo normal ); grau 2, perda de epitélio com exposi¢cao do tecido
conjuntivo no apice do vilo; grau 3, perda de epitélio na porgéo apical do vilo e
exposicdo do tecido conjuntivo, assemelhando-se a extremidade de uma lingua;
grau 4, perda do epitélio de metade do vilo com exposi¢cdo do tecido conjuntivo;
grau 5, perda total do epitélio com exposic¢ao total do tecido conjuntivo do interior
do vilo, assemelhando a uma lingua totalmente exposta; e grau 6, perda do tecido
conjuntivo e consequente perda do vilo (vilo quebrado).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em um arranjo fatorial
3x4, sendo 3 tratamentos (sem inoculagdo: Controle, inoculagdo de microbiota
intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagcdo de microbiota intestinal de
poedeiras: IMIP) e 4 periodos (1°, 3°, 5° e 7° dia p6s-inoculagao). Os dados foram
submetidos a analise de variancia e teste de Tukey para comparagao entre

médias, considerando-se um nivel de significancia de 5%.



Figura 1. A — F: Graus de perda de epitélio em vilos intestinais de pintos. A: graus

Oe1,B:grau 2, C: grau 3, D: grau 4, E: grau 5 e F: grau 6. Barras: A, C,
D e F = 50um; B = 10um; E = 100pm (GOMIDE JUNIOR et al., 2004).
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Resultados

De acordo com os dados do presente trabalho, houve interacao significativa
(p<0,05) entre tratamentos e dias poés-inoculagcdo para o numero de células
caliciformes (NCC) PAS+ nos trés segmentos intestinais (Tabela 1). Como
mostrado pelos dados da Tabela 2, no duodeno, as aves do tratamento IMIFC
apresentaram maior NCC PAS+ que as aves Controle no 3° e 7° pés-inoculagao,
enquanto que as aves do tratamento IMIP tiveram maior NCC PAS+ do que as
aves Controle e do tratamento IMIFC em todas as idades analisadas (do 1° ao 7°
dia). Analise temporal (Tabela 2) mostrou que as aves Controle apresentaram
aumento gradativo e significativo (p<0,05) no NCC PAS+ a partir do 3° dia,
enquanto que nas aves inoculadas (IMIFC e IMIP) esse aumento ocorreu ja a
partir do 1° dia pds-inoculagéo.

No jejuno (Tabela 2), nao foi registrado diferenca significativa (p>0,05) no
NCC PAS+ entre os dois tratamentos de aves inoculadas em nenhum dos
periodos de tratamento analisados. Entretanto, tais aves (IMIFC e IMIP)
apresentaram maior (p<0,05) NCC PAS+ do que as aves Controle até o 3° dia
pbs-inoculacédo. Nos demais dias (5° e 7°), ndo ocorreu diferenga significativa
(P>0,05) entre os trés tratamentos para NCC PAS+. Ainda para jejuno, de acordo
com os dados da Tabela 2, nas aves Controle ocorreu um aumento gradativo e
significativo (p<0,05) no NCC PAS+ apenas até o 5° dia, cujos valores foram
mantidos até o 7° dia. Nas aves do tratamento IMIFC, o NCC PAS+ aumentou
(p<0,05) do 1° para o 3° dia pds-inoculagéo, manteve-se constante do 3° ao 5° dia,
e aumentou novamente do 5° para o 7° dia pos-inoculagdo. Ja nas aves do
tratamento IMIP também foi observado aumento gradativo e significativo (p<0,05)
no NCC PAS+ e ao longo dos 7 dias pds-inoculagéo.

No ileo (Tabela 2), foi registrado maior (p<0,05) NCC PAS+ nas aves
inoculadas (IMIFC e IMIP) do que nas aves Controle no 1°, 3° e 7° dia pos-
inoculagdo. Do ponto de vista temporal, nas aves Controle, ocorreu aumento
gradativo e significativo (p<0,05) no NCC PAS+ do ileo a partir do 3° dia. Nas
aves do tratamento IMIFC também houve aumento gradativo e significativo
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(p<0,05) no NCC PAS+, mas ao longo de todo o periodo experimental, enquanto
que nas aves do tratamento IMIP foi constatado um aumento significativo (p<0,05)
do 1° para o 2° dia, manutengcédo dos valores do 3° para o 5° dia, € um novo
aumento do 5° para o 7° dia pos-inoculagao.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que também ocorreu
Interac&o significativa (p<0,05) entre tratamentos e dias pds-inoculacéo para NCC
AB+ nos trés segmentos intestinais.

Como mostrado na Tabela 3, de acordo com a interagdo, houve diferencga
significativa (p<0,05) no NCC AB+ duodenal entre as aves inoculadas e as aves
Controle até o 5° dia. Mais precisamente, aves dos tratamentos IMIFC e IMIP
apresentaram maior NCC AB+ no duodeno do que as aves Controle até o 3° e 5°
dia, respectivamente. Os dois tratamentos de aves inoculadas diferiram entre si
apenas no 5° dia, sendo que as aves do tratamento IMIFC tiveram menor (p<0,05)
NCC AB+ do que as do tratamento IMIP. Os dados da Tabela 3 também mostram
que nas aves Controle ocorreu um aumento gradativo no NCC AB+ do 3° ao 7° dia
pds-inoculagédo, enquanto que nas aves inoculadas, de ambos os tratamentos
(IMIFC e IMIP), o NCC AB+ permaneceu inalterado ao longo do periodo analisado
(1° ao 7° dia).

Em relagdo ao NCC AB+ no jejuno (Tabela 3), ndo foi constatado diferenca
significativa (p<0,05) entre as aves dos tratamentos de inoculagdo em nenhum
dos periodos de tratamento. Por outro lado, aves do tratamento IMIFC
apresentaram maior NCC AB+ do que as aves Controle no 3° dia pés-inoculagao,
enquanto que maior NCC nas aves do tratamento IMIP em comparagao as aves
Controle ocorreu no 1° e 3° dia. Ainda de acordo com a interag&o significativa
(p<0,05) entre tratamentos e dias pos-inoculagéo (Tabela 3), nas aves Controle, o
NCC AB+ aumentou do 3° para o 5° dia, mantendo-se inalterado até o 7° dia pos-
inoculagcédo. Nas aves do tratamento IMIFC, ocorreu aumento no NCC AB+ do 1°
para o 3° dia pds-inoculagéo e do 5° para o 7°. Ja nas aves do tratamento IMIP,
ocorreu aumento apenas do 5° para o 7° dia pos-inoculagao.

Os dados da Tabela 3 também mostram que as aves do tratamento IMIFC

diferiram das aves Controle no NCC AB+ do ileo apenas no 7° dia, apresentando



o1

menor NCC AB+ do que as ultimas. As aves do tratamento IMIP, por sua vez,
diferiram das aves Controle quanto ao NCC AB+ no 1° e 5° dias, apresentando
menor e maior NCC do que as mesmas, respectivamente. Diferengas significativas
(p<0,05) no NCC AB+ entre as aves dos tratamentos de inoculagdo também foram
registradas. As aves do tratamento IMIFC apresentaram maior NCC AB+ no 1° dia
e menor no 5° e 7° dia pds-inoculagao do que as aves do tratamento IMIP. Analise
temporal (Tabela 3) mostra que as aves Controle tiveram um aumento significativo
(p<0,05) no NCC AB+ do 1° para o 3° dia e do 5° para o 7° dia pés-inoculagéo.
Nas aves do tratamento IMIFC foi registrado aumento significativo (p<0,05) do 1°
para o 3° dia, ficando os valores inalterados até o 7° dia pos-inoculagdo. Apenas
nas aves do tratamento IMIP, o NCC AB+ aumentou gradativa e significativamente
(p<0,05) ao longo do periodo experimental.

Como mostrado na Tabela 4, ocorreu interagao significativa (p<0,05) entre
os tratamentos e dias poés-inoculacdo para porcentagem de vilos normais (PVN)
(sem ou com extrusdo normal de epitélio, graus 0 e 1, respectivamente) nos trés
segmentos intestinais.

Os dados da interagédo para PVN no duodeno (Tabela 5) mostram que aves
do tratamento IMIFC diferiram significativamente (p<0,05) das aves Controle na
PVN até o 3° dia pés-inoculacdo, apresentando maior PVN que as mesmas. As
aves do tratamento IMIP, por sua vez, diferiram (p<0,05) das aves Controle na
PVN durante todo o periodo experimental. Elas apresentaram maior PVN que as
aves Controle até o 5° dia po6s-eclosdo e menor no 7° dia. Também houve
diferenca significativa (p<0,05) na PVN no duodeno entre as aves dos tratamentos
de inoculagéo no 3° e 7° dia pds-inoculagéo. No 3° dia, aves do tratamento IMIFC
apresentaram maior PVN que as aves do tratamento IMIP, enquanto que no 7° dia
dado inverso foi registrado. E importante ressaltar que, no 1° dia pés-inoculagéo,
as aves inoculadas (IMIFC e IMIP) apresentaram 100% dos vilos duodenais
normais.

Do ponto de vista temporal (Tabela 4 e 5), aves Controle apresentaram em
torno de 67% de vilos duodenais normais no 1° dia po6s-eclosdo, tiveram uma

queda significativa (p<0,05) e acentuada na PVN no 3° dia, seguida de um
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aumento significativo (p<0,05) acentuado do 3° para o 5° dia e manutencéo das
porcentagens do 5° até o 7° dia, mas né&o ultrapassando 87%. As aves do
tratamento IMIFC, por sua vez, apresentaram 100% dos vilos duodenais normais
no 1° dia, uma queda significativa (p<0,05) em torno de 15% no 3° dia, seguida de
um aumento significativo (p<0,05) do 3° para o 5° dia, cujo valor foi mantido até o
7° dia e em torno dos 90%. As aves do tratamento IMIP apresentaram
praticamente 100% de vilos duodenais normais até o 5° dia pds-inoculagéo, e
tiveram uma reducé&o em torno de 30% na PVN no duodeno do 30% do 5° para o
7° dia.

De acordo com os resultados constantes na Tabela 5, houve diferenga
significativa (p<0,05) na PVN no jejuno entre os tratamentos apenas no 3° dia, no
qual as aves inoculadas, de ambos os tratamentos, apresentaram PVN similares e
maiores que as aves Controle. Ainda de acordo com os dados da Tabela 5, ao
contrario do observado no duodeno, no jejuno, as aves Controle apresentaram
quase que 100% dos vilos normais ao longo de todo o periodo experimental.
Houve apenas uma queda significativa (p<0,05) em torno de 8% na PVN no 3° dia.
Dados similares foram registrados para as aves inoculadas. No tratamento IMIFC,
as aves apresentaram 100% de vilos jejunais normais no 1°, 5° e 7° dia, e uma
leve, mas significativa (p<0,05), queda de aproximadamente 3% na PVN do jejuno
no 3° dia. No tratamento IMIP, a queda foi significativa (p<0,05) e de apenas 2%.

No ileo (Tabela 5), houve diferenga significativa (p<0,05) na PVN entre os
tratamentos no 3° e 5° dia pds-inoculagéo. No 3° dia, as aves inoculadas (IMIFC e
IMIP) n&o diferiram (p>0,05) entre si quanto @ PVN no ileo (100 % de vilos
normais), e apresentaram maior (p<0,05) PVN do que as aves Controle (3%). No
5° dia, as aves Controle e do tratamento IMIFC tiveram 100% de vilos normais no
ileo e, portanto, maior (p<0,05) PVN (9%) que as aves do tratamento IMIP.
Analise temporal (Tabela 5) mostra que as aves Controle apresentaram 100% de
vilos iliacos normais no 1° e 5° dia pds-inoculagéo e duas quedas pequenas, mas
significativas (p<0,05) (3%) na PVNI, uma no 3° e outra no 7° dia pds-inoculagao.
As aves do tratamento IMIFC apresentaram 100% de vilos iliacos normais em

todas as idades analisadas. As aves do tratamento IMIP, por sua vez,
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apresentaram 100% de vilos iliacos normais durante quase todo o periodo
experimental. Apenas no 5° dia foi registrada uma queda (30%) na PVN.

As Tabelas 6, 7 e 8 mostram as porcentagens de vilos de acordo com os
respectivos graus de perda de epitélio, no duodeno, jejuno e ileo,
respectivamente.

Com relacdo ao duodeno, no 1° dia, as aves Controle apresentaram 32,79
% de vilos alterados com perda de epitélio de grau 2 a 5, sendo que a maior parte
deles (28,18 %) possui perda de epitélio grau 2. No 3° dia, essas aves
apresentaram 65,22 % de vilos duodenais alterados, sendo 43,83% de grau 2 e
21,39% de grau 3. No 5° dia, elas tiveram uma porcentagem bem menor de vilos
duodenais alterados (15,95 %), possuindo principalmente perda de epitélio de
graus 2 e 3, (6,09% e 9,23%, respectivamente) e uma pequena porcentagem
(1,61%) de grau 5. Ja no 7° dia, as aves Controle ainda apresentaram 13,28% de
vilos alterados, com perda de epitélio graus, 2 (2,33%), 3 (8,29%) e 6 (2,66%).

As aves do tratamento IMIFC apresentaram perda de epitélio nos vilos
duodenais a partir do 3° dia. No 3° dia, elas tiveram cerca de 14,92% de vilos com
perda de epitélio, sendo 10,48% de grau 2 e 4,44% de grau 3. No 5° dia, a
porcentagem de vilos alterados foi apenas 7,52% e de grau 2. No 7° dia, a
porcentagem de vilos alterados aumentou para 11,26% e de grau 6.

As aves do tratamento IMIP, por sua vez, também comegaram a apresentar
perda de epitélio a partir do 3° dia. Entretanto, nestas aves, a porcentagem de
vilos alterados no duodeno ficou abaixo de 1% dos vilos no 3° e 5° dia. Apenas no
7° dia, ocorreu uma alta porcentagem (24%) de vilos com perda de epitélio de
grau 1 a grau 6 (7,06% grau 2; 1,43% grau 3; 7,75% grau 4; 37,09% grau 5 e
3,97% grau 6).

Os resultados de perda de epitélio pelos vilos no jejuno apresentados na
Tabela 7 mostram que, no 1° dia pos-inoculagéo, as aves Controle e as inoculadas
tiveram praticamente 100% de vilos normais, registrando apenas 0,45% dos vilos
com perda de epitélio grau 6 nas aves do tratamento IMIFC e 0,51% de vilos com
grau 2 nas aves do tratamento IMIP. No 3° dia, as aves de todos os tratamentos

passaram a ter vilos com um grau maior de perda de epitélio. As aves Controle
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tiveram 7,45% de vilos com grau 2, enquanto que as do tratamento IMIFC tiveram
3,51% dos vilos com grau 3 e as do tratamento IMIP 2,36% de vilos com grau 4.
No 5° dia, apenas nas aves Controle e do tratamento IMIFC foram observados
vilos alterados (2,30% com grau 2 e 3,51% com grau 3, respectivamente). Por
sua vez, no 7° dia, apenas as aves Controle ainda apresentaram vilos alterados,
sendo 1,60% de vilos com perda de epitélio de grau 6.

No ileo (Tabela 8), as aves Controle apresentaram baixa porcentagem de
vilos com perda de epitélio ao longo do periodo experimental e apenas no 3° e 7°
dia pos-inoculagdo. No 3° dia, as aves Controle apresentaram 3,29% de vilos
ililacos com perda de epitélio e de grau 2 No 7° dia, estas aves voltaram a
apresentar vilos alterados (3,65%), sendo 1,49% de grau 4 e 2,16% de grau 6.

Como mostrado na Tabela 8, as aves do tratamento IMIFC n&o
apresentaram grau de perda de epitélio acima de 2. Ja as aves do tratamento IMIP
apresentaram vilos iliacos com perda de epitélio a partir do 5° dia. No 5° dia, elas
tiveram 24,36% dos vilos com perda de epitélio grau 2 e 4,67% com grau 3 No 7°
dia, as aves do tratamento IMIP apresentaram uma reduzida porcentagem de vilos

iliacos alterados (3,55%) e com perda de epitélio grau 2.
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Tabela 1. Efeitos dos tratamentos (sem inoculagdo: Controle, inoculagdo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculacdo de microbiota
intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pds-inoculagéo (1, 3, 5, 7 dias) sobre
0 numero de células caliciformes (PAS+ e AB+) do intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo), de pintos de corte machos.

Células Caliciformes PAS+ Células Caliciformes AB+
Duodeno  Jejuno ileo Duodeno Jejuno fleo
Tratamentos
(M
Controle 11,61 14,57 16,65 9,19 11,01 14,90
IMIFC 11,64 15,13 17,19 10,44 11,37 14,20
IMIP 13,72 14,99 17,07 10,82 11,77 14,88
DPI
1 10,45 12,87 15,83 9,35 10,82 12,56
3 11,99 14,54 16,48 10,17 11,12 14,41
5 12,95 15,71 17,29 10,28 11,51 15,27
7 13,91 16,46 18,29 10,81 12,09 16,43
Probabilidad
es
T <0,01 0,456 NS 0,255 NS <0,01 0,126NS  0,294NS
DPI <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
T x DPI <0,01 0,021 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

a-d: comparagdo nas colunas. Médias com letras distintas diferem significativamente entre si
(p<0,05). NS: nao significativo.
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Tabela 2. Interacdo entre tratamentos (sem inoculagdo: Controle, inoculagdo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de microbiota
intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pds-inoculagéo (1, 3, 5, 7 dias) sobre
o numero de células caliciformes (PAS+) do duodeno, jejuno e ileo, de
pintos de corte machos.

Dias pés-inoculacéo

Tratamentos 1 3 5 7 P CV (%)
Duodeno

Controle 9,92 bC 10,54 cC 1210bB 12,64 cA <0,01 3,19
IMIFC 10,30 bC 11,44bB 12,18 bAB 13,90 bA <0,01 2,62
IMIP 11,14 aC 13,98aB 14,58 aAB 15,20aA <0,01 4,08

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

CV (%) 4,26 3,46 21,73 2,55

Jejuno
Controle 12,34 bC  14,02bB 15,70aA 16,24 aA <0,01 2,83
IMIFC 13,04 abC 15,04aB 1566aB 16,78 aA <0,01 1,87
IMIP 13,24aD 14,56aC 1578aB 16,38 aA <0,01 2,71
P 0,022 <0,01 0,868NS  0,081NS
CV (%) 3,54 2,09 2,29 2,15
fleo

Controle 15,36 bC 15,56 bC 17,08aB 18,02 bA <0,01 1,74
IMIFC 16,14 aC 16,82 aBC 17,78 aAB 18,60 aA <0,01 1,58
IMIP 16,00aC 17,04 aB 17,02aB 18,24 abA <0,01 3,24

= <0,01 <0,01 0,060NS 0,029

CV (%) 2,14 2,50 2,88 1,62

a-c: comparagdo nas colunas, A-C: comparagao nas linhas. Médias com letras distintas diferem
significativamente entre si (p<0,05). NS: ndo significativo.
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Tabela 3. Interacdo entre tratamentos (sem inoculagdo: Controle, inoculagdo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de microbiota
intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pds-inoculagéo (1, 3, 5, 7 dias) sobre
o numero de células caliciformes (AB+) do duodeno, jejuno e ileo, de

pintos de corte machos.

Dias pés-inoculacédo

Tratamentos 1 3 5 7 P CV (%)
Duodeno
Controle 8,14 bC 8,27 bC 9,41 bB 10,95 aA <0,01 512
IMIFC 10,21aA  11,12aA 10,12 bA 10,29 aA <0,01 6,51
IMIP 9,69aA 11,12aA 11,30aA 11,18 aA 0,317NS 8,77
P <0,01 <0,01 <0,01 0,1005 NS
CV (%) 5,28 10,54 5,40 5,71
Jejuno
Controle 10,01 bB 10,16 bB 11,72 aA 12,16 aA <0,01 6,46
IMIFC 10,88 abC 11,55aAB 11,09aBC 11,95aA 0,032 2,61
IMIP 11,56 aB 11,65aAB 11,71aAB 12,16 aA <0,01 5,18
P <0,01 <0,01 0,045 0,598NS
CV (%) 5,18 5,19 3,49 3,06
fleo
Controle 13,09aC 14,30 aB 14,98 bB 17,26 aA <0,01 2,80
IMIFC 12,74 aB 14,38 aA 14,68 bA 15,02 bA <0,01 2,60
IMIP 11,85bD 14,54aC 16,16 aB 17,00 aA <0,01 2,50
P <0,01 0,626NS <0,01 <0,01
CV (%) 3,22 2,72 1,57 2,89

a-b: comparagdo nas colunas, A-C: comparagao nas linhas. Médias com letras distintas diferem

significativamente entre si (p<0,05). NS: n&o significativo.
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Tabela 4. Efeitos dos tratamentos (sem inoculagéo: Controle, inoculagédo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de
microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dos dias pds-inoculagéo (DPI)
(1, 3, 5, 7 dias) sobre a porcentagens de vilos normais na mucosa do
duodeno, jejuno e ileo, de pintos de corte machos.

Porcentagens de vilos normais

Duodeno Jejuno fleo
Tratamentos (T)

Controle 68,19 97,16 98,26
IMIFC 91,58 99,01 100,00
IMIP 92,34 99,28 91,85
DPI

1 89,07 99,68 100,00

3 73,05 95,56 98,90

5 91,89 99,23 90,32

7 82,13 99,47 97,59
Probabilidades

T <0,01 <0,01 <0,01

DPI <0,01 <0,01 <0,01

T x DPI <0,01 <0,01 <0,01




59

Tabela 5. Interagdes entre tratamentos (sem inoculagédo: Controle, inoculagdo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de microbiota
intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pds-inoculagéo (1, 3, 5, 7 dias) sobre
a porcentagens de vilos normais na mucosa do duodeno, jejuno e ileo,
de pintos de corte machos.

Dias pés-inoculacéo

Tratamentos 1 3 5 7 P CV (%)
Duodeno
Controle 67,21 bB 34,77 cC 84,04 bAB 86,72 aA <0,01 15,02
IMIFC 100,00 aA 85,07bC 92,47 abB 88,76 aBC <0,01 5,55
IMIP 100,00 aA 99,31aA 99,15aA 70,90 bB <0,01 3,07
P <0,01 <0,01 0,014 <0,01
CV (%) 9,25 6,11 7,41 10,42
Jejuno
Controle 100,00 aA 92,55bB 97,69 aA 98,40 aA <0,01 2,27
IMIFC 99,54 aAB 96,49aB 100,00 aA 100,00 aA 0,011 1,11
IMIP 99,48 aAB 97,63aB 100,00 aA 100,00 aA <0,01 0,87
P 0,518 <0,01 0,048 0,138
CV (%) 0,75 2,24 1,48 1,35
fleo
Controle 100,00 aA 96,70 bB 100,00 aA 96,34 aB <0,01 1,78
IMIFC 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA - -
IMIP 100,00 aA 100,00 aA 70,96 bB 96,45 aA <0,01 9,23
P - <0,01 <0,01 0,124
CV (%) - 1,25 10,48 3,02

a-b: comparagdo nas colunas, A-B: comparagéo nas linhas. Médias com letras distintas diferem
significativamente entre si (p<0,05). NS: n&o significativo.
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Tabela 6. Porcentagens de vilos, de acordo com o grau de perda de epitélio (0+1, 2,
3,4,5e6) (segundo GOMIDE JR et al., 2004) no duodeno de pintos de
corte, machos, de acordo com os tratamentos (sem inoculagédo: Controle,
inoculagéo de microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagéo
de microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pds-inoculagéo (1, 3, 5,
7 dias).

Tratamentos Grau 0+1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5 Grau 6

1° Dia pés-inoculacédo

Controle 67,21 28,18 3,38 0,49 0,74 0,00

IMIFC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIP 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia pés-inoculacéo

Controle 34,78 43,83 21,39 0,00 0,00 0,00

IMIFC 85,08 10,48 4,44 0,00 0,00 0,00

IMIP 99,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,69
5° Dia p6s-inoculacéo

Controle 84,05 6,09 9,23 0,00 1,61 0,00

IMIFC 92,48 7,52 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIP 99,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,85
7° Dia p6s-inoculacéo

Controle 86,72 2,33 8,29 0,00 0,00 2,66

IMIFC 88,76 0,00 0,00 0,00 0,00 11,24

IMIP 76,00 7,06 1,43 7,75 3,79 3,97

N = 5 aves/tratamento.
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Tabela 7. Porcentagens de vilos, de acordo com o grau de perda de epitélio (0+1,
2,3,4,5e6) (segundo GOMIDE JR et al., 2004) no jejuno de pintos de
corte, machos, de acordo com os tratamentos (sem inoculac¢ao: Controle,
inoculagdo de microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC,
inoculacdo de microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pés-
inoculacédo (1, 3, 5, 7 dias).

Tratamentos Grau 0+1 Grau 2 Grau 3 Grau4 Graub Grau 6

1° Dia pés-inoculacédo

Controle 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIFC 99,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,45

IMIP 99,49 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia pés-inoculacéo

Controle 92,55 7,45 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIFC 96,49 0,00 3,51 0,00 0,00 0,00

IMIP 97,64 0,00 0,00 2,36 0,00 0,00
5° Dia p6s-inoculacéo

Controle 97,70 2,30 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIFC 96,49 0,00 3,51 0,00 0,00 0,00

IMIP 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7° Dia p6s-inoculacéo

Controle 98,40 0,00 0,00 0,00 0,00 1,60

IMIFC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIP 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

N = 5 aves/tratamento.
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Tabela 8. Porcentagens de vilos, de acordo com o grau de perda de epitélio (0+1,
2,3,4,5¢e6) (segundo GOMIDE JR et al., 2004) no ileo de pintos de
corte, machos, de acordo com os tratamentos (sem inoculagéo:
Controle, inoculagao de microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC,
inoculacdo de microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pds-
inoculacéo (1, 3, 5, 7 dias).

Tratamentos Grau O+1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5 Grau 6

1° Dia pés-inoculacédo

Controle 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIFC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIP 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia pés-inoculacéo

Controle 96,71 3,29 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIFC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIP 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5° Dia p6s-inoculacéo

Controle 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIFC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIP 70,97 24,36 4,67 0,00 0,00 0,00
7° Dia p6s-inoculacéo

Controle 96,34 0,00 0,00 1,49 0,00 2,16

IMIFC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IMIP 96,45 3,55 0,00 0,00 0,00 0,00

N = 5 aves/tratamento.
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Discussao

As células caliciformes sintetizam e secretam uma camada de muco
composto predominantemente de mucinas glicoprotéicas que recobre o epitélio do
trato intestinal (SMIRNOV et al. 2004). Essa camada de muco age como medida
de protecédo, lubrificacdo, e transporte entre o conteudo luminal e as células
epiteliais (FORSTNER et al. 1995). Em suma, age como uma barreira entre o
conteudo luminal e o sistema absortivo do intestino (YAGI et al. 1990).

Trabalhos recentes sugerem que mucinas acidas (AB+) protegem contra a
translocacgéo bacteriana (FONTAINE et al., 1996; ROBERTON & WRIGHT, 1997).
Esta idéia € reforcada com a observacao de que células caliciformes em regides
intestinais densamente  colonizadas por microorganismos  expressam
predominantemente mucinas acidas (DEPLANCKE et al. 2000; ROBERTON &
WRIGHT, 1997; NIEUW AMERONGEN, et al. 1998).

No presente estudo, entretanto, tanto o NCC neutras (PAS+) quanto o NCC
acidas (AB+) foi aumentado pelos tratamentos de inoculagdo de microbiota
intestinal de aves adultas (IMIFC e IMIP), e o NCC neutras foi, aparentemente,
maior do que o NCC 4&cidas, diferindo assim das observac¢des dos autores
anteriores. Nossos dados corraboram com UNI et al. (2003), no que se refere a
populacdo microbiana poder afetar o tipo de mucina e a quantidade produzida.
Entretanto, eles sugerem uma maior relagcao das células caliciformes neutras, do
que das acidas, com a microbiota intestinal inoculada. Considerando que, no
presente estudo, foi realizada inoculagdo de microbiota intestinal de aves adultas
e, portanto, uma microbiota intestinal que seria adquirida teoricamente pelos
pintos ao longo de sua fase que crescimento, nossos dados sugerem que
aquisicdo de microbiota intestinal natural também induz um aumento no NCC
(neutras e acidas) na mucosa do intestino delgado dos pintos e, principalmente, de
células caliciformes sintetizando mucina neutra. Nossos dados reforcam os de
CAMPOS (2006), os quais também mostraram uma relagdo das mucinas neutras
com a colonizacdo intestinal pela microbiota e ndo exatamente com a acéao

protetora da mucina.
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De acordo com os dados do presente trabalho, o efeito do tratamento IMIP
sobre o NCC neutras e acidas foi, em alguns segmentos, mais imediato, intenso e
longo do que o do tratamento IMIFC. Entretanto, houve aumento, embora
temporario, no NCC em todos os segmentos. Tais dados podem ser resultantes do
fato da microbiota intestinal do tratamento IMIFC ser mais préxima da que os
pintos adquirem, ja que sao criados em sistema similar, e da diferenga entre os
in6culos dos tratamentos, visualizada inicialmente pela diferengca de coloracéo
entre as mesmas durante o preparo. SMIRNOV et al. (2001), verificaram que
dieta contendo probiético aumentou significantemente o numero de células
caliciformes em toda a area do intestino delgado. Dessa forma, nossos dados,
como os dos autores anteriormente citados, indicam que microbiota intestinal
altera o processo de biossintese da mucina e/ou degradacdo mediada por
alteragbes na populagdo bacteriana intestinal. Segundo SMIRNOV et al. (2001),
essa modificagcdo na dindmica da mucina influencia nas fungbes e sanidade do
trato digestivo.

Houve diferenca de resposta quanto ao NCC entre os trés segmentos
intestinais. O duodeno foi 0 segmento que apresentou influéncia mais longa dos
tratamentos sobre o NCC. Isso pode ser explicado pelo fato do duodeno ser a
por¢do do intestino delgado que apresenta as maiores taxas de proliferacéo e
migragao celular, e responder a agressdes e estimulos da mucosa de maneira
mais acentuada (UNI et al. 1998; OLIVEIRA et al. 2000; GEYRA et al. 2001).

No presente estudo também foi observado aumento no NCC PAS+ e AB+
com o aumento da idade, independentemente do tratamento. Nossos dados
concordam com os achados de NAKAGE (2007), UNI et al. (2003) e CAMPOS
(2006), os quais observaram aumento no NCC apdés a eclosdo, mais
precisamente, de 1 a5, 1 a8 e de 1 a 21 dias de idade em frangos de corte.
Quando ha aumento na proliferacdo celular e atividade microbial, a composigéo
das mucinas das células caliciformes podem ser alteradas. Um aumento na
proliferacao celular ira reduzir a idade e maturidade das células caliciformes, o que
pode afetar o tipo de mucina, produzida por estas células (YAGHOBFAR et al.

2007). A primeira semana de vida dos pintos, periodo de execug¢ao do presente
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estudo, corresponde a fase de maior taxa de crescimento intestinal (MURAKAMI
et al. 1992). Assim sendo, o aumento no NCC observado no presente estudo
deve estar relacionado com o crescimento dos vilos.

Em relacdo a integridade dos vilos intestinais, a dindmica de renovagéo do
epitélio intestinal apresentada pelos pintos Controle foi precoce, acentuada e
continua (1-7 dias), no duodeno; branda, tardia e continua (3-7 dias), no jejuno; e
branda, tardia e descontinua (3° e 7° dia) no ileo, envolvendo perdas de epitélio
principalmente de grau 2 a 3.

Mudancas na dieta ou habito alimentar induzem a um periodo de adaptacgéo
no trato gastrointestinal da ave, que envolve alteragcbes morfo-funcionais, que
proporcionam um aumento da area de superficie de digestdo e absorgéo intestinal
(OVERTON & SHOUP, 1964; BARANYIOVA & HOLMAN, 1976; MORAN, 1985).
Neste contexto, nossos dados indicam que renovacgao celular € um dos processos
envolvidos na maturacao morfo-funcional do intestino delgado dos pintos na pos-
eclosao frente a alimentacdo exégena. Além disso, eles mostram que a taxa de
renovacao ocorre de forma decrescente ao longo do intestino delgado. As
diferencas registradas entre os segmentos intestinais podem estar relacionadas
com a fungdo dos mesmos. Segundo MAIORKA et al. (2002), a maior taxa de
renovagao da mucosa duodenal pode ser explicada pelo fato de ser uma regiédo
extremamente importante para o processo digestivo, pois € onde ocorre a
liberacdo das secregbes biliar e pancreatica exdgenas, e também por ser o
primeiro segmento do intestino a receber estimulos fisicos, quimicos e hormonais,
desencadeados pela presenca de alimento no lumen.

Em comparagé&o com as aves Controle, as aves inoculadas com microbiota
intestinal de aves adultas (presente estudo) também apresentaram renovacéo
celular no duodeno, jejuno e ileo, mas tardia e branda, embora tenha sido
registrado certa porcentagem de vilos com perda de epitélio grau 6 no duodeno,
indicando uma renovacdo também mais rapida. Esse atraso e redugdo na
dinAmica de renovacao celular pode significar maior eficacia na digestdo e
absorcgéo de alimentos na primeira semana de vida, pois segundo VISEK (1978), e

STABILE (1996), quanto mais tardia e lenta a renovagdo celular ou menor o
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turnover, mais eficaz é a absor¢ao de nutrientes. Por outro lado, considerando que
o intestino delgado é o principal érgéo responsavel pela digestdo e absor¢cdo de
nutrientes, assim quanto antes as aves alcancarem sua capacidade funcional,
mais cedo poderdo utilizar os nutrientes da dieta, crescer eficientemente e
demonstrar seu potencial genético, resistir a infeccbes e doencas metabdlicas
(UNI & FERKET, 2004). Do ponto de vista da sanidade avicola, entretanto,
nossos dados parecem ter um significado especial ja que uma renovagdo mais e
tardia e branda pode representar uma maior integridade intestinal e, portanto, uma
maior protecdo a acao de entero-patoégenos.

Além de registrarem uma dinamica funcional distinta entre os segmentos
intestinais, nossos dados também mostram que a dindmica de renovacao epitélial
foi alterada pelos in6culos, devendo ser uma adaptagcdo a exposicao e a
colonizacao intestinal por microbiota, conforme KELLY et al. (1992), NOY &
SKLAN (1997) e KOJIMA et al. (1999).

O presente estudo também mostra que a inoculagao de microbiota intestinal
normal de aves adultas de corte e postura agem sobre o epitélio intestinal dos
pintos de forma similar, atrasando o processo de renovagao celular intestinal.

Os dados obtidos sugerem que a aquisigao precoce de microbiota intestinal
aumenta o NCC, retarda e reduz a renovacéao celular, caracterizando uma maior
protecdo intestinal. De acordo com STERZO (2007), aquisicao de microbiota
intestinal de aves adultas antes de infeccao por Salmonella impede a colonizagéo
intestinal por esta bactéria entero-patégena. Dessa forma, nossos dados mostram
que aumento no NCC e menor perda de epitélio sdo processos envolvidos na

protecao dos pintos contra bactérias entero-patogénicas.

Conclusbes

Os dados do presente estudo mostram que inoculagdo via esofagica de

microbiota intestinal de ave adulta induz aumento no NCC e retarda o processo de

renovagao celular nos vilos do intestino delgado de pintos de corte. Do ponto de
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vista pratico, eles mostram que os pintos respondem a aquisicdo de microbiota

intestinal aumentando sua defesa intestinal.
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CAPITULO 4 - AQUISICAO DE MICROBIOTA INTESTINAL INFLUENCIA A
ALTURA E DENSIDADE DOS VILOS E A PROFUNDIDADE DAS CRIPTAS DO
INTESTINO DELGADO DE PINTOS DE CORTE

RESUMO - Neste estudo foi avaliado o efeito da aquisigdo precoce de
microbiota intestinal de aves adultas sobre o comprimento do intestino delgado,
altura de vilo (AV) e densidade de vilo (DV) e profundidade de cripta (PC), para
duodeno, jejuno e ileo em pintos de corte. Para isso, foram utilizados pintos de 1
dia, machos (COBB). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
fatorial 3 x 4, 3 tratamentos [sem inoculagao (controle), inoculacdo de microbiota
intestinal de frangos de corte (IMIFC), inoculagdo de microbiota intestinal de
poedeiras (IMIP)] e 4 periodos (1°, 3°, 5° e 7° dia pds-inoculagéo). Os resultados
foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo Teste de
Tukey, significAncia de 5%. IMIFC causou redug¢ao na AV duodenais no 3° dia e
diminuicdo na PC no 1° e 7° dia. No jejuno, ela promoveu diminuigdo na AV no 1°
dia. No ileo, a AV foi reduzida no 1° dia e aumentada no 7° dia, a DV foi reduzida
no 1° dia e aumentada a partir do 3° dia, e a PC aumentada no 7° dia. IMIP
causou diminuigdo na AV duodenal no 3° dia e na DV no 1°, 3° e 7° dia. No jejuno,
ela promoveu aumento na AV no 5° e 7° dia e diminuicdo na DV no 3° dia seguido
de aumento a partir do 5° dia. No ileo, IMIP resultou em diminuigdo da AV no 1° e
7° dia e aumento no 5° dia, aumento na DV no 3° dia seguida de diminui¢cdo no 5°
dia. Tais dados mostram que a IMIFC nao influenciou crescimento do vilo no
duodeno e no jejuno, mas aumenta a AV no ileo, enquanto que a IMIP promoveu
aumento imediato e temporario na largura dos vilos nos trés segmentos intestinais

e aumento na altura dos mesmos no jejuno e ileo a partir do 5° dia.

Palavras-Chave: intestino delgado, microbiota intestinal, pintos de corte,

vilosidade intestinal
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CHAPTER 4 - ESOPHAGEAL INOCULATION OF INTESTINAL MICROBIOTA
EARLY IN LIFE INFLUENCE THE VILLUS GROWTH OF BROILER CHICKS

SUMMARY - This study evaluated the effect of early acquisition of intestinal
microbiota of adult birds on small intestine of broiler chicks (duodenum, jejunum
and ileum villus, height (VH) and density (VD) and crypt depth (CD), and intestine
length). In experiment, 1-d-old male was used. The experimental design was a
completely randomized, factorial 3 x 4, [3 treatments: no inoculation (control),
inoculation of intestinal microbiota of broiler chickens (IIMBC), inoculation of
intestinal microbiota of laying hens (IIMLH); 4 periods (1, 3, 5 and 7 days post -
inoculation)]. Inoculation of IMBC reduced duodenal VH at 3 ™ day and duodenal
CD at 1% and 7 " day, and jejunum, VH at 1 day. In the ileum, VH was reduced on
day 1 and increased on the 7 " day, VD was reduced at 1 day and increased from
day 3, and CD increased on the 7 th day. Inoculation of IMLH decreased duodenal
VH on day 3 and duodenal VD at 1, 3 and 7 day. In the jejunum, it ocorred
increase in the VH at 5 and 7 day and decrease in the VD on Day 3 followed by
increase from the 5 " day. Inoculation of IMLH reduced ileum VH at 1 and 7 day
and increased it in the 5 " day, increased ileum VD on day 3 and decreased in the
5 day. These data showed that inoculation of IMBC did not influence duodenum
and jejunum villus growth, but increased ileum VH, while inoculation of IMLH
promoted immediate and temporary increase in the villus width in the three

intestinal segments, and increased in the jejunum and ileum VH from the 5 " day.

Keywords: small intestine, intestinal microbiota, broiler chicks, intestinal villus
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Introducéao

As aves recém-eclodidas apresentam sistema digestério completo
(OVERTON & SHOUP, 1964), mas com capacidade funcional de digestéo e
absor¢cdo ainda imatura, se comparada com aves adultas. Dessa forma, quanto
antes o sistema digestorio dos pintainhos alcangcarem sua capacidade funcional,
mais cedo estes poderao utilizar os nutrientes da dieta com maior eficacia, crescer
eficientemente demonstrando seu potencial genético, bem como resistir a
infeccdes e a doencgas metabdlicas (UNI & FERKET, 2004).

Apdés a eclosdao, o trato gastrintestinal sofre grandes alteragdes
morfoldgicas e fisioldgicas, que proporcionam aumento da area de superficie de
digestdo e absorgcdo intestinais (OVERTON & SHOUP, 1964). Entre essas
alteracdes, destacam-se os aumentos no comprimento do intestino, na altura e
densidade dos vilos e, consequentemente, no numero de enterdcitos, células
caliciformes e células enteroendécrinas (BARANYIOVA & HOLMAN, 1976). Esse
processo decorre primariamente de dois eventos citologicos associados:
renovacao celular (proliferacéo e diferenciacao) resultantes das divisées mitoticas
sofridas por células totepotentes (“stem cell”) localizadas na cripta e ao longo dos
vilos (UNI et al. 1998), e perda de células (extrusdo), que ocorre normalmente no
apice dos vilos.

Conforme mencionado por MAIORKA et al. (2002), o equilibrio entre os
processos de proliferacdo e extrusao possibilita a manutencdo do tamanho dos
vilos e, portanto, a manutencdo da capacidade digestiva e absortiva. Quando o
intestino responde a algum agente com um desequilibrio da renovacao celular a
favor de um desses processos, ocorre uma modificagao na altura dos vilos. Assim,
se ocorrer aumento na taxa de mitose com auséncia, diminuicdo ou manutencao
da taxa de extrusdo, devera haver aumento no numero de células e,
conseqlientemente, aumento no tamanho dos vilos. Se o estimulo levar ao
aumento na taxa de extrusdo, havendo manutenc&o ou diminuicdo da taxa de

proliferacao, o intestino devera responder com reducao no tamanho dos vilos e,
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consequentemente, com diminuicdo em sua area de digestdo e absorcao
(NAKAGE, 2007).

Relatos de COOK & BIRD (1973) indicaram que aves criadas em ambientes
livres de microorganismos apresentaram reducgéo na altura dos vilos, bem como
na profundidade das criptas, sugerindo que o crescimento normal do epitélio
intestinal depende também do equilibrio da microbiota ali existente.

De acordo com alguns autores, a utilizagdo dos probidticos propicia a
colonizagao do trato digestério, mantendo ou incrementando a flora natural do
mesmo, prevenindo a colonizagdo de microrganismos patogénicos e mantendo a
otima utilizagdo dos alimentos (FULLER, 1989; VANBELLE et al. 1990; HOUDIJK
et al. 1999).

O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da aquisi¢ao precoce de
microbiota intestinal de aves adultas, poedeiras e de corte, sobre o comprimento
do intestino delgado, altura e densidade dos vilos e profundidade das criptas do

intestino delgado de pintos de corte.

Material e Métodos

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

Foram utilizados pintos de corte recém-eclodidos, machos, da linhagem
Cobb-500, com peso médio de 44,40 g, provenientes de incubatorio comercial. Os
pintos foram divididos em 3 tratamentos (sem inoculag&o: Controle, inoculagao de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagcdo de microbiota
intestinal de poedeiras: IMIP. O preparo da cultura de microbiota intestinal de aves
adultas e a inoculagdo via esofagica da mesma foram efetuados seguindo a
metodologia adotada por OLIVEIRA et al. (2000). Inicialmente, amostras de fezes
cecais frescas de aves adultas saudaveis da linhagem Isabrown (poedeiras com

33 semanas de idade) e Cobb (frangos com 35 dias de
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idade)(N=10aves/linhagem) foram coletadas e utilizadas para o preparo das duas
suspensdes de cultura cecal, misturando-se as fezes cecais com caldo nutriente
(OXOID CM 67, 1:10 Peso/Volume). Em seguida, as suspensdes foram incubadas
a 37°C durante 24 horas, para crescimento da microbiota intestinal. Entao, cerca
de 100 yL da parte liquida foi inoculada via esofagica, com uma seringa de
insulina, em pintos de um dia de idade. Em seguida, os pintos foram distribuidos
em 5 boxes (2,50 m de comprimento X 1,50 m de largura, totalizando 3,75 m?) por
tratamento (5 repeticdes de 15 pintos), em galp&o de alvenaria contendo cama de
maravalha, seguindo normas tradicionais de manejo em avicultura de corte. Os
animais foram distribuidos com base no peso médio do lote visando
homogeneidade entre as aves dos tratamentos. Estes receberam aquecimento
através de lampadas infravermelhas (250 W), objetivando manter a temperatura
proxima de 32°C. Eles foram alimentados com agua e ragéao inicial comercial (22%
PB, 2.900 Kcal EM / Kg, Purina) ad libitum.

Ao final do 1°, 3°, 5° e 7° dia pos-inoculagdo, as aves foram pesadas e 5
aves por tratamento (1 de cada repeticdo) foram sacrificadas por decapitacéo para
coleta do intestino delgado.

Os parametros intestinais analisados foram o comprimento do duodeno e
jejuno + ileo, a altura e a densidade de vilos (numero total de vilos por area) e a
profundidade das criptas do duodeno, jejuno e ileo. Para as andlises de altura dos
vilos e profundidade das criptas, amostras de 1,5 a 2,0 cm de comprimento foram
coletadas do duodeno (a partir do piloro até a porcéo distal da alga duodenal),
jejuno (a partir da porgéo distal da alca duodenal até o diverticulo de Meckel) e
ileo (porcao anterior aos cecos), abertas longitudinalmente, estiradas e fixadas
imediatamente em solugdo de Bouin. Elas foram processadas pelo método
histologico de rotina para microscopia de luz, ou seja, desidratadas em série de
concentragdo crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%), diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. De cada segmento intestinal foram realizados e analisados
8 cortes histolégicos longitudinais dos vilos, de 7um de espessura, corados com
hematoxilina:eosina (HE). Foram realizadas 25 mensuracbes de cada parametro

por segmento intestinal por ave. Os dados referentes a altura dos vilos e
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profundidade das criptas intestinais foram obtidos por meio de um programa de
analise de imagens (Leica-DM 2500).

Os dados referentes a densidade de vilos foram obtidos pela contagem dos
mesmos sobre eletromicrografias de varredura. Para isso, amostras do duodeno,
jejuno e ileo, com 3 cm de comprimento foram abertas longitudinalmente, lavadas
com tampao fosfato 0,1M pH 7,4 (para retirada do muco intestinal), estiradas
sobre papel e fixadas em glutaraldeido 2,5% em tamp&o fosfato por 24 horas a
4°C. Em seguida, foram lavadas na mesma solugdo tampéao e pés-fixadas com
tetréxido de 6smio 1% em tampéao fosfato por duas horas. As amostras foram
lavadas novamente com tampéo fosfato e desidratadas em série de concentracéo
crescente de etanol (50, 60, 70, 80, 90, 100%). Apds a secagem em ponto critico,
os fragmentos foram metalizados com ouro e eletromicrografados em um
microscépio eletrébnico de varredura (modelo Jeol JSM 251I®). Os dados
referentes ao numero total de vilos do intestino foram obtidos a partir da contagem
sobre 10 eletromicrografias (com area equivalente a 1.855.213,7 pm?) por
regido/ave, num total de 5 aves/tratamento/periodo.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em um arranjo fatorial
3x4, sendo 3 tratamentos (sem inoculagédo: Controle, inoculagdo de microbiota
intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de microbiota intestinal de
poedeiras: IMIP) e 4 periodos (1°, 3°, 5° e 7° dia pds-inoculagéo).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey para

comparagéo entre medias, considerando-se um nivel de significancia de 5%.

Resultados

O comprimento do duodeno (CD) (Tabela 1) foi influenciado (p<0,05)
apenas pelo periodo de tratamento e n&o houve interacédo (p>0,05) entre
tratamentos e dias pds-inoculagédo. Os pintos apresentaram um aumento
significativo e progressivo no comprimento do duodeno até o 5° dia, cujo valor foi

mantido do 5° até o 7° dia.
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Por sua vez, houve interacao significativa (p<0,05) entre tratamentos e dias
pds-inoculagdo para o comprimento do jejuno+ileo (CJI). De acordo com a
interagéo (Tabela 2), ocorreu aumento no CJI do 3° até o 7° dia pos-inoculagéo,
independentemente dos tratamentos. Além disso, foram registradas diferencas
entre os tratamentos experimentais e o tratamento Controle, mas restritas ao 3° e
5° dia, sendo o comprimento destes segmentos menor nos pintos do tratamento
IMIFC do que nos pintos Controle no 3° dia e maior nos pintos do tratamento IMIP
do que nos Controle no 5° dia.

A altura dos vilos foi influenciada pela interagdo significativa entre
tratamentos e dias pds-inoculagdo nos trés segmentos intestinais (Tabela 3).

A interacdo (Tabelas 3 e 4), mostrou que, nos pintos Controle, a altura de
vilo do duodeno (AVD) aumentou significativa e progressivamente até o 7° dia
poés-inoculagdo. A interagcdo também mostrou a ocorréncia de diferencas
significativas entre os tratamentos no 3° dia, no qual os pintos do tratamento IMIP
apresentaram AVD menor do que os pintos dos outros dois tratamentos (Controle
e IMIFC).

No jejuno, a altura dos vilos (AVJ) (Tabela 4) aumentou progressiva e
significativamente (p<0,05) até o 5° dia pds-inoculagédo, mantendo-se constante
deste até o 7° dia, nos pintos Controle e do tratamento IMIP. Nos pintos do
tratamento IMIFC, entretanto, a AVJ aumentou do 1° para o 3° dia pés-inoculagao,
manteve-se inalterada do 3° até o 5° e aumentou novamente do 5° até o 7° dia
(p<0,05). Em comparacao aos pintos Controle, os pintos do tratamento IMIFC
tiveram AVJ menores no 1° dia pds-inoculacdo, enquanto que os do tratamento
IMIP a AVJ foi maior a partir do 5° dia.

No ileo, a altura dos vilos (AVI) aumentou significativo (p<0,05) do 1° para o
7° dia pés-inoculagao em todos os tratamentos (Tabela 4). Entretanto, os pintos do
tratamento IMIP tiveram aumento significativo e progressivo na AVJ do 1° para o
7° dia, enquanto que nos pintos Controle e do tratamento IMIFC isso ocorreu do 3°
para o 7° dia. No 1° dia po6s-inoculagado, os pintos inoculados (IMIFC e IMIP)
apresentaram menor AVJ que os pintos Controle, mas a partir do 5° dia os valores

apresentados pelos mesmos ja eram significativamente maiores. No 7° dia, a AVI
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foi maior (p<0,05) inclusive nos pintos do tratamento IMIFC do que nos do
tratamento IMIP.

Houve interacao significativa entre tratamentos e dias pos-inoculagao para
a profundidade das criptas intestinais do duodeno e ileo (Tabela 3).

A profundidade das criptas duodenais (PCD) (Tabela 5) aumentou
progressiva e significativamente (p<0,05) até o 5° dia pos-inoculagdo, mantendo-
se constante do 5° até o 7° dia, nos pintos inoculados (IMIFC e IMIP). Nos pintos
Controle, a PCD se manteve constante até o 3° dia, aumentou do 3° para o 5° dia,
e manteve-se inalterada do 5° ao 7° dia. Comparacéao entre tratamentos mostrou
diferencas entre os mesmos no 1° e 7° dia pés-inoculagéo, sendo a PCD menor
(p<0,05) nos pintos IMIFC do que nos pintos Controle e nos do tratamento IMIP.
Em relagéo ao ileo (Tabela 5), a profundidade das criptas aumentou progressiva e
significativamente (p<0,05) do 3° até o 7° dia pds-inoculagao nos pintos Controle e
do 1° ao 7° dia nos pintos do tratamento IMIFC, enquanto que nos pintos do
tratamento IMIP o aumento ocorreu do 3° para o 5° dia, mantendo-se a altura
constante até o 7° dia. Ao final do periodo experimental (7° dia pos-inoculagéo), os
pintos do tratamento IMIFC apresentaram profundidade de cripta iliaca maior dos
que os pintos dos demais tratamentos.

As densidades de vilos dos trés segmentos intestinais apresentaram
interacao entre tratamentos e dias pés-inoculagéo (p<0,05) (Tabela 3).

A densidade de vilos duodenais (DVD) nos pintos Controle foi maior no 1°
dia pos-inoculagdo do que nos demais dias (3°, 5° e 7°), os quais n&o diferiram
entre si quanto a este parametro (Tabela 6). Nos pintos inoculados (IMIP e IMIFC),
ocorreu diminui¢cao progressiva e significativa (p<0,05) na DVD até o 5° dia, deste
até o 7° dia a DVD permaneceu inalterada.

No jejuno, de acordo com a interacdo entre tratamentos e dias pos-
inoculacdo (Tabela 6), nos pintos Controle, houve diminuicdo gradativa e
significativa da DVJ a partir do 3° dia pos-inoculagédo. Nos pintos dos tratamentos
IMIFC e IMIP, a reducédo na DVJ também foi progressiva e significativa (p<0,05),

mas ocorreu do 1° ao 5° dia, ficando inalterada do 5° ao 7° dia.
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Por sua vez, a densidade de vilos do ileo (DVI), de acordo com a interagéo
entre tratamentos e dias poés-inoculagdo (Tabela 6), foi influenciada pelo
tratamento em todas as idades. Os pintos do tratamento IMIFC apresentaram
menor DVI do que os pintos Controle no 1° dia pos-inoculagao, mas tiveram maior
DVI do que os mesmos a partir do 3° dia e maior do que os pintos do tratamento
IMIP a partir do 5° dia. Os pintos do tratamento IMIP, por sua vez, apresentaram
maior DVI do que os pintos Controle no 3° e menor do que os mesmos no 5° dia.
Em relagdo ao comportamento da DVI ao longo das idades, nos pintos Controle
ocorreu redugéo progressiva e significativa (p<0,05) até o 5° dia pds-inoculagéo e
manutencao da mesma do 5° até o 7° dia. Nos pintos do tratamento IMIFC, a DVI
diminui (p<0,05) apenas do 5° para o 7° dia pds-inoculagéo. Ja nos pintos do
tratamento IMIP, a DVI diminuiu progressiva e significativamente (p<0,05) até o 5°

dia pés-inoculagéo, aumentando, em seguida, até o 7° dia.
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Tabela 1. Efeitos dos tratamentos (sem inoculagcéo: Controle, inoculagédo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de
microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pos-inoculagao (DPI) (1,
3, 5, 7 dias) sobre o comprimento (cm) do duodeno e comprimento do
jejuno + ileo (cm), de pintos de corte machos.

Comprimento

Duodeno Jejuno + ileo
Tratamentos (T)

Controle 12,83 49,05
IMIFC 11,98 47,86
IMIP 13,60 52,80

DPI
1 9,37 c 35,27
3 11,37 b 39,27
5 14,70 a 58,13
7 15,77 a 66,93
Probabilidades
T 0,200 NS 0,510 NS
DPI <0,01 <0,01
T x DPI 0,056 NS <0,01

a-c: comparagao nas colunas. Médias com letras distintas diferem significativamente
entre si (p<0,05). NS: n&o significativo.



82

Tabela 2. Interagbes entre tratamentos (sem inoculagéo: Controle, inoculagdo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de
microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pos-inoculagao (1, 3, 5,
7 dias) sobre o comprimento do jejuno + ileo (cm) em pintos de corte
machos.

Dias pés-inoculacédo cVv

Tratamentos 1 3 5 7 p (%)
Comprimento Jejuno+ileo

Controle 35,20aC 42,40aC 54,40bB 64,20aA <0,01 8,50

IMIFC 33,62aC 36,60bC 55,60bB 65,60aA <0,01 6,69

IMIP 37,00aC 38,80abC 64,40aB 71,00aA <0,01 5,91
p 0,358NS 0,0153 <0,01 0,057NS
CV (%) 10,14 6,78 6,03 6,28

a-b: comparagéo nas colunas, A-C: comparacéo nas linhas. Médias com letras
distintas diferem significativamente entre si (p<0,05). NS: n&o significativo.
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Tabela 4. Interagbes entre tratamentos (sem inoculagéo: Controle, inoculagao de

microbiota intestinal de frangos de corte:

IMIFC,

inoculacéo de

microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pos-inoculagao (1, 3, 5,
sobre a altura dos vilos (um) do duodeno, jejuno e ileo, de
pintos de corte machos.

7 dias)

Dias p6s-inoculacédo

Tratamentos 1 3 5 7 p CV (%)
Duodeno
Controle 552,67 aD 674,02aC 763,23 aB 869,38 aA <0,01 6,01
IMIFC 572,79 aB 687,67 aAB 815,28 aA 827,83 aA <0,01 7,43
IMIP 588,06 aB 49596 bB 818,58 aA 881,94 aA <0,01 12,34
p 0,596 NS <0,01 0,455 NS 0,579 NS
CV (%) 9,45 5,26 9,47 9,75
Jejuno
Controle 31413 aC 402,16 aB 464,61 bA 479,08 bA <0,01 6,26
IMIFC 268,38 bC 403,55aB 424,58 bB 527,03 abA <0,01 5,48
IMIP 336,05aC 397,98aB 516,28aA  539,96aA  <0,01 9,31
P <0,01 0,962 NS <0,01 0,026
CV (%) 8,53 8,15 6,15 6,21
ileo
Controle 330,12aC 350,39 aBC 370,84 bB 424,87 cA <0,01 5,51
IMIFC 289,58 bC 349,87 aBC 394,83 abB 865,46 aA <0,01 7,24
IMIP 299,17 bD 364,06 aC 422,53 aB 523,27 bA <0,01 8,97
P <0,01 0,504 NS <0,01 <0,01
CV (%) 4,22 5,95 4,53 9,31

a-b: comparagéo nas colunas, A-D: comparacao nas linhas. Médias com letras distintas diferem
significativamente entre si (p<0,05). NS: n&o significativo.
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Tabela 5. Interagdo entre tratamentos (sem inoculagéo: Controle, inoculagéo de
microbiota intestinal de frangos de corte: IMIFC, inoculagdo de
microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pés-inoculacao (1, 3, 5, 7
dias) sobre a profundidade das criptas (um) do duodeno, em pintos de
corte machos.

Dias pés-inoculacédo

Tratamentos 1 3 5 7 P CV (%)
Duodeno
Controle 103,35aB 127,36 aB 189,27 aA 215,58 aA <0,01 9,59
IMIFC 87,93 bC 148,27 aB 190,32 aA 175,05 bAB <0,01 12,03
IMIP 94,24 abC 147,12aB 215,29 aA 200,67 abA  <0,01 12,76
P <0,01 0,132NS  0,143NS 0,046
CV (%) 6,60 12,02 10,95 11,62
ileo
Controle 104,35aC 113,29 aC 144,86 aB 173,94 bA <0,01 7,45
IMIFC 90,85aD 125,73 aC 162,82 aB 193,84 aA <0,01 6,89
IMIP 92,27 aB 119,78 aB 163,08 aA 165,71 bA <0,01 11,25
P 0,178NS  0,250NS 0,129NS <0,01
CV (%) 12,23 9,32 9,52 5,24

a-b: comparacgéo nas colunas, A-C comparagéo nas linhas. Médias com letras distintas diferem
significativamente entre si (p<0,05). NS: n&o significativo.
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Tabela 6. Interagdo entre tratamentos (sem inoculagédo: Controle, inoculagéo de
IMIFC, inoculagdo de
microbiota intestinal de poedeiras: IMIP) e dias pés-inoculacao (1, 3, 5, 7
dias) sobre a densidade de vilos (n° vilos por area) no duodeno, jejuno
e ileo, de pintos de corte machos.

microbiota

intestinal de frangos de corte:

Dias pés-inoculacédo

Tratamentos 1 3 5 7 P CV (%)
Duodeno

Controle 59,80 aA 38,20aB 34,60aB 33,00abB <0,01 10,51
IMIFC 52,00 abA 40,60aB 34,40aC 37,40aBC <0,01 8,60
IMIP 46,00bA 3440bB 30,60aC 30,00bC <0,01 7,54

P <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

CV (%) 13,08 8,98 5,62 6,46

Jejuno

Controle 86,20aA 77,80aA 52,40bB  38,00bC <0,01 10,05
IMIFC 86,80 aA 68,20abB 45,00bC 42,00bC <0,01 7,59
IMIP 79,40aA 5920bB 83,40 aA 59,20aB  <0,01 8,28

p 0,049 0,010 <0,01 <0,01

CV (%) 5,52 11,62 7,79 9,45

ileo

Controle 109,00 aA 68,00bB 53,20 bC 54,00 bC  <0,01 5,83
IMIFC 97,20bA 91,40aA 88,80aA 6580aB <0,01 7,11
IMIP 117,40 aA 93,00aB  33,60cD 48,80bC  <0,01 9,44

p <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

CV (%) 5,22 8,23 12,56 6,37

a-c: comparagédo nas colunas, A-C: comparacao nas linhas. Médias com letras distintas diferem
significativamente entre si (p<0,05). NS: n&o significativo.
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Discussao

De acordo com os resultados, a inoculagado de microbiota intestinal de aves
adultas né&o influenciou o padrdo de crescimento em comprimento do intestino
delgado ao longo da primeira semana de vida dos pintos. Por outro lado,
influenciou apenas o CJlI e pontualmente, ocorrendo diminuicdo no CJi
influenciado pelo tratamento IMIFC no 3° dia e aumento influenciado pelo
tratamento IMIP no 5° dia pés-inoculagdo. Considerando que jejuno e ileo
correspondem as regides de absorgédo intestinal, os dados indicam que a
inoculacdo de microbiota intestinal promoveu um aumento apenas temporario
nesta area intestinal. ENGLAND et al. (1996) registraram comprimento intestinal
inferiores para perus suplementados com probi6tico em relagdo aos perus
Controle. SATTO (2001), entretanto, nao encontrou diferengas significativas no
comprimento do intestino delgado de frangos de corte que receberam probidtico.

Em relacdo a altura dos vilos, os dados mostram que os trés segmentos
intestinais respondem de forma distinta a inoculagdo de microbiota intestinal dos
tratamentos IMIFC e IMIP. A AVD foi influenciada apenas pelo tratamento IMIP e
no 3° dia, quando as aves do mesmo apresentaram menor altura de vilo que os
demais tratamentos. No jejuno, ocorreu influéncia imediata e do tratamento IMIFC,
cujas aves apresentaram menor AVD que as dos demais tratamentos. Também
houve efeito do tratamento IMIP no 5° e 7° dias pds-inoculagao, nos quais as aves
apresentaram maior AVJ, indicando um efeito tardio e mais longo deste tratamento
em relacdo ao tratamento IMIFC. No ileo, por sua vez, a altura dos vilos foi
influenciada negativamente de forma imediata e focal (no 1° dia pos-inoculagao)
por ambos os indculos (tratamentos IMIFC e IMIP). Em seguida, entretanto, os
tratamentos com inoculagdo de microbiota intestinal promoveram um aumento da
AVl em relagéo ao controle no 5° (IMIP) e 7° (IMIFC e IMIP) dia p6s-inoculagao.

Altura dos vilos é um parametro indicativo de crescimento em altura dos
mesmos. Dessa forma, aumento na altura dos vilos do jejuno e ileo sugerem
aumento da area de superficie absortiva, capaz de uma maior absor¢do dos
nutrientes disponiveis (CASPARY, 1992; MORAN, 1985).
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De um modo geral, os dados mostram um efeito inibitério inicial e imediato
da inoculagdo de microbiota intestinal sobre o crescimento em altura dos vilos do
jejuno e ileo, seguida por um efeito estimulador sobre 0 mesmo em ambos os
segmentos, indicando, mais uma vez, o efeito dos tratamentos de inoculacao
sobre as regides intestinais destinadas a absorgéo.

Em linhas gerais, a inoculagdo de microbiota intestinal ndo promoveu
grandes alteragdes na profundidade das criptas intestinais. No duodeno, valores
menores de profundidade de cripta foram verificados apenas para as aves do
tratamento IMIFC e no 1° e 7° dias pds-inoculagéo, enquanto que no ileo criptas
mais profundas foram registradas para as aves do tratamento IMIFC e apenas no
7° dia. Profundidade de cripta € um dado indicativo do crescimento dos vilos e da
taxa de renovacéo celular, ja que um aumento da mesma ocorre em fungao de um
aumento na taxa de proliferacao celular (mitoses). Tais dados estdo dentro do
esperado, considerando que a taxa de renovacgéao celular (Capitulo 3) foi reduzida
e retardada pela inoculagdo de microbiota intestinal. Além disso, no 7° dia, nas
aves do tratamento IMIFC, parece haver uma relacao positiva e temporal entre o
aumento da profundidade de cripta e da altura dos vilos iliacos, cujos valores
aumentaram acentuadamente do 5° para o 7° dia e em relagcdo aos demais
tratamentos.

Segundo COOK & BIRD (1973), aves criadas em ambientes convencionais
apresentaram criptas 54% maiores do que aves “germ-free”. DOBROGOSZ et al.
(1991) também obtiveram maior profundidade de cripta em aves suplementadas
com Bacillus reuteri. BRADLEY et al. (1994), por sua vez, usando o probiotico
Saccharomyces cerevidae, verificaram diminuicdo na profundidade da cripta.
Nossos dados, entretanto, mostram efeito pontual da inoculagdo de microbiota
intestinal sobre a profundidade de cripta e que o efeito da mesma difere entre os
segmentos intestinais, podendo promover aumento, diminuigdo e, inclusive, néo
influenciar, como observado no jejuno. Tais diferengas entre os dados de
diferentes autores podem estar relacionadas com o tipo e a concentragédo de
microbiota intestinal utilizada, bem como com a técnica de fornecimento dos

microrganismos.
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Do ponto de vista temporal, assim como a altura de vilo, a profundidade de
cripta também aumentou com a idade nos trés segmentos intestinais. A cripta é
responsavel por 55% da capacidade de proliferagdo celular no intestino (BOLELI
et al. 2002). Maiores valores de profundidade de cripta indicam maior potencial de
proliferacao celular para garantir adequada taxa de renovacéao epitelial (PLUSKE
et al. 1997) e/ou crescimento dos vilos. Os dados do presente estudo estdo de
acordo com o esperado, desde que mostram uma relagédo temporal entre aumento
da profundidade das criptas e crescimento dos vilos.

UNI et al. (1995) observaram mudancas na morfologia intestinal de frangos
de corte no periodo de 4-21 dias de idade através de aumento na altura das
vilosidades e profundidade de criptas em fungdo da idade. CAMPOS (2006)
também observou aumento na altura de vilos e profundidade de criptas conforme
a idade.

LIMA (2000) verificou que tratamento contendo probi6tico proporcionou
maior altura de vilo aos 14 dias. Ja para profundidade de cripta observou-se que a
adicao de probidtico aumentou significativamente o tamanho das criptas aos 7, 28
e 42 dias.

Segundo SELL (1996), durante as primeiras semanas de vida, o rapido
crescimento do sistema digestorio ndo apenas excede em muito aos outros
sistemas de 6rgaos, mas também é essencial para que a ave atinja seu potencial
genético Por essas razdes, danos na mucosa digestiva podem aumentar
significativamente o requerimento de manutengcdo da ave. DIBNER et al. (1996)
relataram que o vilo intestinal atingiu o comprimento de um vilo maduro por volta
de 5 dias de idade, sugerindo que o crescimento inicial da ave pode ser limitado
pela area de superficie do sistema gastrintestinal. A capacidade do trato digestivo
dos frangos durante a primeira semana de vida pode ser considerada um fator
limitante para o consumo de alimento, digestdo e absorgdo de nutrientes para
crescimento (SELL, 1996). Assim, substancias que atuam no desenvolvimento da
mucosa intestinal, estimulando o processo mitdético na regido cripta/vilo,

aumentando o numero de células e o tamanho do vilo, aumentando sua
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capacidade funcional, poderao propiciar melhor desempenho das aves pela maior
capacidade de digerir e absorver os nutrientes da dieta.

Nossos dados mostram diminuicdo da densidade dos vilos ao longo da
idade dos pintos, nos trés segmentos intestinais e para os trés tratamentos. A
densidade de vilos € um parametro utilizado como indicativo do crescimento dos
vilos em largura. Dessa forma, a diminuicdo na densidade dos vilos, citada
anteriormente, juntamente com o aumento em altura dos vilos e maior
profundidade das criptas ja registradas indicam que a inoculagcdo de microbiota
intestinal dos tratamentos IMIFC e IMIP n&o inibiram o crescimento dos vilos na
primeira semana de vida pds-eclosao, embora tenham influenciado a intensidade

da mesma.

Conclusbes

A IMIFC aumentou a altura de vilo no ileo a partir do 5° dia, enquanto que
a IMIP promoveu aumento imediato e temporario na largura dos vilos nos trés
segmentos intestinais e aumento na altura dos mesmos no jejuno e ileo a partir do
5° dia. Do ponto de vista pratico, o presente estudo mostra que aquisicdo de
microbiota intestinal melhora o desenvolvimento da mucosa na primeira semana

pos-eclosao de pintos de corte.
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Apéndice

Inéculo de frangos de corte (IMIFC) e poedeiras (IMIP) adultos.

IMIFC IMIP
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