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Butirato de sédio microencapsulado como aditivo alternativo aos
antimicrobianos em dietas para frangos de corte desafiados com Eimeria
spp sobre a integridade intestinal

RESUMO - Alega-se que o uso de antibiéticos como promotores de
crescimento esta relacionado com a resisténcia microbiana, o que tem
preocupado nutricionistas e impulsionado os estudos que avaliam o butirato de
sédio microencapsulado (BSM) com a finalidade de melhorar as condi¢cdes no
trato gastrintestinal. Diante disso, um estudo foi conduzido com o objetivo de
avaliar o efeito do BSM sobre o desempenho, morfometria intestinal, contagem
de oocistos das excretas (OOPG), escore de lesdo do intestino delgado e
turnover do carbono da mucosa intestinal de frangos de corte desafiados com
Eimeria spp. 1.200 pintos de corte machos, Ross, foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e seis
repeticdes. Os tratamentos consistiram de: T1- controle negativo, ragdo basal
(RB); T2- RB + 1.000 mg/kg (0,10%) de BSM; T3- RB + 1.500 mg/kg (0,15%) de
BSM; T4- RB + 2.000 mg/kg (0,20%) de BSM; T5- controle positivo, RB +
antibiotico. Nao foram observadas diferencas estatisticas para as variaveis de
desempenho e morfometria intestinal de 1 a 42 dias. Porém, notou-se que as
inclusdes superiores de BSM (1.500 e 2.000 mg/kg) mostraram ter potencial ao
apresentar maiores valores no ganho de peso (GP), consumo de racao (CR),
viabilidade (VB) e fator de producao (FP), além de melhor converséo alimentar
(CA) e maior altura das vilosidades, quando comparado aos demais niveis de
inclusédo e a adicao de antibidtico. Na contagem de oocistos e analise de escore
de lesdo, observou-se diferenca apenas para periodos de coleta, em que maior
excrecdo detectou-se aos 7 dias poOs-inoculacdo. As lesdes causadas por E.
acervulina e E. tenella atenuaram-se a partir do 10° e 8° dia pés-inoculacao,
respectivamente, e as maiores lesdes provocadas pela E. maxima observaram-
se 5 dias ap0s a inoculacdo. No periodo de 0 a 21 dias, os tratamentos que
receberam aditivos (BSM ou antibiético) apresentaram menores valores de meia-
vida, acelerando o turnover do carbono da mucosa intestinal. No periodo de 22-
42 dias os tratamentos com inclusédo de 0,15% e 0,20% de BSM, e o tratamento
com antibiéticos apresentaram os maiores valores de meia-vida 35,29h; 32,92h
e 38,27h respectivamente, indicando que o0 BSM conseguiu proteger a mucosa
intestinal dos danos causados pelas Eimerias. Conclui-se que o uso de BSM na
dieta ndo interfere no desempenho de frangos de corte, porém assemelha-se ao
antibiético na preservacao da mucosa intestinal pés-desafio com Eimeria spp.

Palavras-chave: acido butirico, acidos organicos, aves, isétopos estaveis,
microencapsulagéo, turnover intestinal, trato gastrintestinal, morfologia intestinal.



Microencapsulated sodium butyrate as an alternative antimicrobial
additive in broiler diets challenged with Eimeria spp on intestinal integrity

ABSTRACT- It is alleged that the use of antibiotics as growth promoters
are related to microbial resistance, which has concern nutritionists and propels
studies that evaluating microencapsulated sodium butyrate (MSB), for the
purpose of improving the conditions of gastrointestinal tract. With the aim of
evaluating the effect of MSB on performance, intestinal morphometry, count of
oocysts excreted per gram of feces and intestinal mucosa carbon turnover of
broilers challenged with Eimeria spp. 1.200 1-d-old male, Ross, allotted in a
completely randomized design with 5 treatments and 6 replications. Treatments
consisted of: T1 — Negative control, basal diet (BD); T2 - BD + 1,000 mg/kg
(0.10%) of microencapsulated sodium butyrate (MSB); T3 -BD + 1,500 mg/kg
(0.15 %) of MSB; T4 - BD + 2,000 mg/kg (0.20%) of MSB; T5 — Positive control,
BD + antibiotic. No statistical differences were observed between the treatments
for the variables of performance and intestinal morphometry in the studied
periods. Therefore, it was noted that higher inclusions of MSB (1,500 and 2,000
mg/kg) showed to have potential when presenting higher values in average gain
(AG), average feed intake (AFI), viability (VB), and production factor (PF),
besides better feed conversion (F:G) and higher villus height, when compared to
other levels of inclusion and the addition of antibiotics. In the oocyst count and
lesion score analysis, it was observed statistical differences only for the studied
collection periods, in which higher excretion was detected at 7 days after
inoculation. The lesions caused per E. acervulina and E. tenella attenuated from
the 10- and 8-day post-inoculation, respectively, and the major injuries caused
per E. maxima were observed 5 days after inoculation. In the period of 0-21 days,
the treatments that received additives (MSB or antibiotic) presented lower half-
lives values, accelerating the turnover of the intestinal mucosa. In the period of
22-42 days, the treatments with the inclusion of 0.15% and 0.20% of MSB, and
the treatment with antibiotics presented the highest half-lives values 35.29h,
32.92h and 38.27h, respectively. indicating that MSB was able to protect the
intestinal mucosa from damage caused by Eimerias. It is concluded that the use
of MSB in the diet doesn’t interfere in the performance of broilers, however,
resembles the antibiotic in the maintenance of post-challenge intestinal mucosa
with Eimeria spp.

Keywords: butyric acid, gastrointestinal tract, intestinal morphology, intestinal
turnover, microencapsulation, organic acids, poultry, stable isotopes.
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1 INTRODUCAO

A preocupagdo com a seguranga alimentar, assim como o impacto de
residuos quimicos dos alimentos na saude humana tem aumentado
gradativamente nos ultimos anos, fazendo com que a industria de producéo
animal busque solucdes significativas e sofra grandes transformacdes.

Uma das questdes polémicas discutidas pelos nutricionistas é o uso de
antibiéticos como aditivos promotores de crescimento em dietas para frangos de
corte. De acordo com Brugalli (2003), o niumero de pesquisas com aditivos
alternativos aumentou consideravelmente devido ao fato dos antimicrobianos
melhoradores de desempenho serem vistos como um risco a saide humana por
estarem associados a resisténcia microbiana.

A utilizacdo de antibioticos como melhoradores de desempenho foi
abolida pela Unidao Europeia em 2006, com base principalmente na precaucao
(CASTANON, 2007). Entretanto, ao retirar das dietas doses subterapéuticas de
antibiéticos, a industria avicola sofreu perdas de produtividade devido a maior
dificuldade em controlar doencas subclinicas e consequentemente, a eficiéncia
alimentar dessas aves também foi prejudicada (LAZARO et al., 2001). Diante
desta situacdo, é constante a busca por aditivos alternativos que auxiliem na
superacédo de problemas entéricos e mantenham o desempenho zootécnico do
animal (PELICIA et al., 2011). Visto que o Brasil € o segundo maior produtor e o
maior exportador de carne de frangos, com producdo de 12,86 milhdes de
toneladas e exportacéo de 4.101 milhdes de toneladas no ano de 2018 (ABPA,
2019).

Uma alternativa ao uso de antibioticos como melhoradores de

s

desempenho € a utilizacdo de acidos organicos. Diversas pesquisas séo
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realizadas visando avaliar o efeito desta inclusdo, porém poucos Sao 0S
trabalhos avaliados frente a um desafio microbiano. Polycarpo et al. (2017), em
um estudo meta-analitico, constataram que apenas 12% dos artigos publicados
entre 1991 e inicio de 2016 basearam-se em experimentos que ofereciam algum
tipo de desafio microbioldgico aos frangos.

Somado a isso, a inclusdo de acidos organicos requer ajustes, pois as
aves apresentam particularidades em seu trato digestorio. Os acidos organicos
assim que chegam ao duodeno sdo absorvidos e metabolizados,
comprometendo sua agéo ao longo do intestino pela sua inexisténcia ou pelas
baixas quantidades encontradas (PIVA et al., 2007). Desta forma, é preciso
estudar o comportamento do acido no trato digestorio e assegurar que 0 mesmo
atinja, em quantidades suficientes, o local apropriado de atuacéo e tenha limitada
absorcdo (MEUNIER et al., 2006). Isto pode ser alcangcado com a
microencapsulacdo que proporciona a liberacdo do acido em todo o trato
gastrintestinal, atingindo as regides mais distantes do intestino (VAN DEN
BORNE et al., 2015). Tal técnica pode tornar-se uma possivel solugdo podendo
exercer maior efeito antimicrobiano e, com isso, influenciar aspectos
morfofisioldgicos intestinais e consequentemente o desempenho zootécnico.

Além das inovacdes tecnoldgicas utilizadas para o desenvolvimento e
aprimoramento de aditivos alternativos aos antibioticos, metodologias refinadas
tém sido utilizadas para avaliar os efeitos destes aditivos no crescimento e
maturagéo do epitélio intestinal. Dentre elas, destaca-se a técnica dos isotopos
estaveis, em que a diferenca natural existente entre a razao isotopica de carbono
(33C/*?C) de plantas do ciclo fotossintético Cz e Cs, permite utiliza-los como

marcadores nos tecidos animais.
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Assim, estudos que utilizem essa técnica para avaliar a taxa de turnover
da mucosa intestinal de frangos de corte permitira incrementar o entendimento
sobre o0 modo de acao dos &cidos organicos no intestino, mostrando a influéncia
deste aditivo na taxa de renovacgéo celular antes e apds desafio sanitario por

oocistos de Eimerias spp.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acidos Organicos

Na nutricdo animal, o termo acido organico é empregado para se referir
aos acidos graxos de cadeia curta como por exemplo os acidos acético,
propidnico, butirico, fumarico, formico, benzdico, citrico, entre outros; associados
com a atividade antimicrobiana (PENZ et al., 1993). S&o considerados acidos
organicos qualquer substancia de estrutura geral (R-OOH), incluindo os
aminoacidos, acidos graxos, coenzimas e metabdlitos intermediarios
(SOLOMONS; FRYHLE, 2002). Os acidos organicos sdo constituintes naturais
de plantas e animais, alguns formados pela fermentacdo microbiolégica no
intestino e outros nas rotas metabdlicas intermediarias (LEHNINGER et al.,
1993).

Os é&cidos organicos desempenham funcdes relacionadas ou ndo com a
nutricdo e, entre elas estédo a sanitizacao dos alimentos, a conservacgao de graos,
a alteracdo do pH, que retarda a agdo enzimatica e o esvaziamento gastrico
(RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993); estimulacdo de reacdes metabodlicas por
serem fontes de energia, aumento da digestibilidade e melhoria da morfologia
intestinal (PARTANEN; MROZ, 1999), agindo diretamente como inibidores do
crescimento bacteriano, particularmente contra bactérias gram-negativas

(BASSAN et al., 2008).
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As células patogénicas sdo inibidas pelo acido por penetracdo nao-
ionizada na parede celular lipofilica, ocorrendo dissociacdo em pH citossélico e
neutro liberando anions e prétons. Seu acumulo afeta as bases de purina,
causando a morte destas células (CHOI et al., 2000). Portanto, estes acidos
agem como inibidores de bactérias patogénicas, e assim trazem beneficios ao
epitélio intestinal pela reducéo da microbiota patogénica, originando um epitélio
com menos danos por multiplicacéo bacteriana (SALAZAR et al., 2008).

Particularidades no trato digestério das aves, como: presenca de 6rgaos
de pH é&cido (papo, proventriculo e moela) que realizam a acidificacdo natural
desde o primeiro dia de idade, menor comprimento e tempo de passagem do
alimento no trato digestério, além da grande capacidade de secretar
pepsinogénio e acido cloridrico no proventriculo, dificultam o estabelecimento
dos niveis de inclusédo dos &cidos organicos (KIEN et al., 2000).

Com a finalidade de promover a liberagdo lenta e continua do acido
organico ao longo do trato digestério foi desenvolvida a técnica do
microencapsulamento, na qual pequenas particulas ou goticulas sdo cercadas
por uma pelicula constituida de carboidratos, celuloses, lipidios ou proteinas,
formando pequenas capsulas esféricas de parede uniforme (JYOTHI SRl et al.,
2012). De acordo com Van Immerseel et al. (2003), o microencapsulamento
permite uma lenta liberacéo do acido apds a ingestao da dieta pela ave, de modo
gue atinja o intestino e o ceco sem ter sido dissociado nos 6rgaos anteriores,

sendo assim melhor absorvido.
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2.2 Acido Butirico

O acido butirico ou acido butanoico é um acido carboxilico que possui em
sua estrutura quatro &tomos de carbono. Além de sua atividade antimicrobiana,
este acido parece influenciar no desenvolvimento do epitélio intestinal por ser um
subproduto da fermentacdo microbiana de produtos como o amido resistente,
sendo considerado importante para o desenvolvimento normal das células
epiteliais (PRYDE et al.,2002), ao estimular o crescimento celular e a
diferenciacdo de células normais e, a apoptose de células tumorais (CANANI et
al., 2011).

Embora seja uma molécula simples, o acido butirico pode ter diferentes
modos de acdo e devido ao seu cheiro pungente € muito usado em sua forma
de butirato de calcio ou sédio (KACZMAREK et al., 2016). Encontra-se no
mercado dois tipos de preparacdo do acido butirico, o encapsulado e o nao
encapsulado; nos produtos encapsulados sao utilizados transportadores
minerais ou lipidicos sendo adicionados a dieta, ja os produtos ndo encapsulados
sdo pos ou liquidos que podem ser adicionados tanto na dieta como na agua de
bebida (VAN IMMERSEEL et al., 2005). Estudos recentes mostram que quando
o0 &cido butirico é fornecido via oral podem ter efeitos benéficos no desempenho
animal independente da sua forma de preparacdo (TAHERPOUR et al., 2009;
PANDA et al., 2009; JERZSELE et al., 2012; CHAMBA et al., 2014; EDMONDS
et al., 2014).

Segundo Sengupta et al. (2006), o acido butirico tem efeito direto na
proliferacdo, maturacdo e diferenciacdo das células da mucosa, porque pode

influenciar a expressédo génica e a sintese proteica, além do crescimento das
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alturas das vilosidades, fazendo com que haja aumento da superficie de
absorcao no intestino delgado e a otimizag&o da utilizacdo dos nutrientes.

Imran et al. (2018) observaram efeito significativo na altura de vilosidades
das aves alimentadas com &cido butirico. A altura das vilosidades determina a
maturidade funcional do enterdcitos que chegam ao 4pice das vilosidades.
Quando as vilosidades apresentam-se mais curtas, os enterdcitos atingem o
apice mais répido, quando sua capacidade secretora de enzimas € pouco
desenvolvida, ocasionando uma menor eficiéncia na absor¢cdo de nutrientes
(BROOM, 2015).

Wu et al. (2018) ao avaliarem a inclusédo de butirato de sédio na dieta de
frangos de corte, ndo observaram diferencas significativas para as variaveis
ganho de peso, consumo de ragéo e conversdo alimentar no periodo de 1 a 21
e 1 a 42 dias de idade. Além disso, indicaram que o butirato de sédio aumentou
0 numero de células caliciformes no jejuno e no ileo.

Deepa et al. (2018) em revisdo sobre o acido butirico constataram que
diversos autores ao estudarem diferentes formas e niveis do 4cido encontraram
resultados bastante divergentes em relacdo ao ganho de peso, consumo de

racao e conversao alimentar.

2.3 Coccidiose Aviéria

No setor avicola uma das principais causas de perdas econémicas € a
coccidiose, doenga causada pela infeccdo parasitaria de um protozoario do
género Eimeria. Taxonomicamente, estes protozoarios pertencem ao Reino
Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea, Sub-classe
Coccidia, Ordem Eucoccidia, Sub-ordem Eimeriidae e Género Eimeria

(FORTES, 2004).
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A coccidiose é caracterizada por enterites em diferentes graus, que
causam perdas de desempenho e mortalidade (BORGES, 2000), podendo se
manifestar de maneira subclinica (MEIRELES, 2009). As principais espécies que
acometem os frangos de corte séo: Eimeria acervulina, Eimeria maxima e
Eimeria tenella (COSTA; PAIVA, 2009), e o que as difere é a localizagdo da
infeccéo e o grau de patogenicidade.

Segundo Luquetti (2006), as Eimerias comprometem a saude intestinal e
reduzem a capacidade absortiva dos nutrientes. As mesmas se desenvolvem
nas células intestinais e modificam a estrutura e a aparéncia das vilosidades, de
forma que as lesdes intestinais causadas, favorecem a instalacdo de
microrganismos oportunistas. A E. acervulina e E. maxima s&o consideradas as
menos severas, porém sao as que causam maiores danos ao processo de
digestdo e absorcdo de nutrientes uma vez que atingem grande parte do
duodeno e jejuno (COLNAGO, 1999).

Nas granjas comercias, as aves estao expostas a infec¢cao por Eimerias
desde o primeiro dia de vida. Todas as espécies presentes sdo endémicas e sua
multiplicagcdo no ambiente depende da capacidade de producgéo de oocistos e da
taxa de reproducdo do agente etiol6gico. Na terceira semana de vida das aves,
tende a aparecer a infeccao por E. acervulina, na quarta semana por E. tenella
e apds a quarta semana, por E. maxima (HUNGARO, 2004).

A sintomatologia apresentada pela coccidiose € diversa e varia de acordo
com as especies de Eimerias envolvidas na infeccdo. Os sintomas mais
observados séo: diarreia que varia de mucoide a sanguinolenta, anemia,
desidratacdo, penas ericadas, despigmentacdo da pele e prostracdo, entre

outros sinais clinicos (ALLEN; FETTERER, 2002).
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Os fatores que podem alterar a gravidade da infecgao por Eimerias séo:
susceptibilidade do hospedeiro, quantidade de oocistos ingeridos e o grau de
viruléncia das cepas. Realizando um bom manejo, pode-se reduzir a exposi¢ao
aos oocistos infectantes. Outro meio para prevenir a esporulacdo dos oocistos é
evitar a umidade da cama. Sao poucas as substancias capazes de destruir 0s
oocistos, e estas sao téxicas e de dificil aplicacdo como o brometo de metila e 0

gas de amobnia (KAWAZOE, 2000).

2.4 Antibioticos

O uso de antibidticos como promotores de crescimento na forma
subterapéutica € comum em dietas para frangos de corte, com a justificativa de
causar melhorias evidentes na eficiéncia alimentar (BARROS, 2012). Porém,
apesar de melhorar o ganho de peso e a conversdo alimentar e diminuir a
mortalidade, existe uma crescente preocupacdo de que sua utilizacdo possa
prejudicar a saude humana, através da resisténcia microbiana, causar reacdes
alérgicas e toxidade, em consequéncia de residuos em produtos de origem
animal.

A Organizacao Mundial de Saude (OMS), define os antibiéticos como uma
substancia de origem natural, sintética ou semi-sintética, que em baixas
concentracfes destréi ou inibe o crescimento de microrganismos, causando
pequeno ou nenhum dano ao organismo hospedeiro. No entanto, 0 uso
inadequado ou excessivo dessa substancia € um dos fatores que mais contribui
para o risco de resisténcia microbiana (HAWKEY, 2008).

A utilizacdo de antibioticos como melhoradores de desempenho foi

abolida pela Unido Europeia em 2006 e nos EUA em 2017, e atualmente séo
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permitidos no Brasii e na China (COMISSAO EUROPEIA, 2005;
ACCESSSCIENCE EDITORS, 2017).

Acredita-se que a utilizacdo de antibiéticos como aditivo promotor de
crescimento possa contribuir com a resisténcia microbiana, devido ao fato destas
aves serem destinadas ao consumo humano, possibilitando que os
microrganismos e seus genes de resisténcia sejam transmitidos e incorporados
a microbiota humana, diminuindo assim os efeitos das substancias
antimicrobianas (STANTON, 2013; CHANTZIARAS et al., 2014).

Estas substancias capazes de inibir a reproducdo ou de impedir a
manutencdo de um grupo de células vivas, sao sintetizadas ou alteradas em
laboratérios farmacéuticos (SILVA, 1994). Segundo Bellaver (2000), os
antibiéticos podem atuar de trés formas melhorando o desempenho animal, que
sdo: por efeito metabdlico, em que o agente antibacteriano atravessa a parede
intestinal e atua diretamente sobre o metabolismo do animal; por efeito
nutricional, com o controle e eliminacéo de bactérias patogénicas e pelo fato de
gue os agentes antimicrobianos possam reduzir a espessura do epitélio intestinal
possibilitando a absor¢éao dos nutrientes e pelo efeito de controle de doencas.

Desta forma, os antimicrobianos tém proporcionado uma microbiota
desejavel, diminuindo o crescimento de cepas de microrganismos maléficos,
permitindo a proliferacdo de cepas benéficas (ALBUQUERQUE, 2005).

Devido as caracteristicas de atuacdo do antibiotico, 0 mesmo se tornou
amplamente utilizado na nutricdo animal como promotor de crescimento desde
a década de 50, favorecendo em torno de 10% o ganho de peso e a conversao

alimentar (PADILHA, 2000).
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2.5 IsGtopos Estaveis

O termo isétopo foi criado por Frederick Soddy e se origina do grego 1ISO
(mesmo ou igual) e TOPOS (lugar), pelo fato de ocuparem o mesmo lugar na
tabela periddica; sdo denominados estaveis por nao emitirem radiacao.

Os isOtopos sdo atomos variantes do mesmo elemento quimico e
apresentam o mesmo numero de prétons e elétrons, diferindo em numero de
néutrons, além de possuirem massas nucleares distintas (SUN et al., 2011),
podendo ser utilizados para caracterizar, marcar ou identificar a origem biolégica
da amostra, assim como estudar processos metabdlicos. Alguns elementos
quimicos apresentam um ou mais isOtopos estaveis, sendo alguns mais
abundantes como: carbono-12 (*?C), hidrogénio-1 (*H), oxigénio-16 (*¢O) e
nitrogénio-14 (**N), e outros is6topos estaveis menos abundante como: carbono-
13 (*3C), hidrogénio-2 (°H), oxigénio-17 (*’0O), oxigénio-18 (*20) e nitrogénio-15
(15N).

Os is6topos estaveis de carbono ?C e *C ocorrem naturalmente com
abundancia isotépica de 0,9889 e 0,0111 atomos %, respectivamente
(KENNEDY e KROUSE, 1990), e sua abundancia na planta varia de acordo com
a via fotossintética. Os valores da abundancia de 3C geralmente sdo expressos
em delta per mil (%o) a partir da razdo isotdpica 3C/*>C da amostra em relagdo
ao padréo internacional, PeeDee Belemnite (PDB) (DUCATTI, 2007).

As plantas podem ser classificadas de acordo com seu ciclo fotossintético,
na sua maioria, em dois grupos principais: Cs e Cs, onde o primeiro composto
organico a ser sintetizado é o acido carboxilico, com trés e quatro atomos de
carbono, respectivamente. As plantas do ciclo fotossintético Cs representam a

maioria das arvores, arbustos, soja, arroz, trigo, cevada, algodao e outros e, as
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plantas Cs4, sdo representadas pelo milho, sorgo, cana-de-agucar e outras
gramineas tropicais (DUCATTI, 2007).

A diferenca entre a razao isotopica do carbono (*3C/*2C) entre plantas de
ciclo fotossintético Cs e Cas, tem possibilitado utilizd-las como marcadores
naturais nos tecidos animais, ndo sendo necessario a producao de compostos
marcados e, consequentemente, evitando problemas de salde e seguranca
ambiental (METGES et al., 1990).

Como as plantas sao consumidas pelos animais, o valor isotépico sera
refletido no tecido animal apds algum tempo de metabolismo (DeNIRO e
EPSTEIN, 1978; (GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998). Segundo Murray et al.
(1990), uma alternativa para estudar processos relacionados a digestao,
absorcado e metabolismo de nutrientes € o uso de is6topos de carbono, pois estes
estdo presentes em todos os nutrientes que fornecem energia aos animais e

compde 50% dos elementos quimicos que formam os tecidos dos animais.

2.6 Turnover Isotopico

Na area de nutricdo animal, a utilizacdo da técnica dos is6topos estaveis
vem crescendo nas Ultimas décadas. Segundo Pelicia et al. (2011), a técnica
também tem sido utilizada para avaliar o efeito dos aditivos naturais alternativos
aos antibidticos sobre a mucosa intestinal através da avaliagcdo da taxa de
turnover, ou seja, a velocidade estimada da regeneragao ou desenvolvimento da
mucosa.

Todos o0s constituintes corporais estdo sujeitos ao turnover por se
encontrarem em estado dindmico, sendo continuamente formados e utilizados
para diferentes propositos, com renovacgao continua dos elementos quimicos e,

consequentemente de seus isétopos que compdem o tecido corporal ou o
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organismo como um todo (HETENYI; PEREZ; VRANIC, 1983). O turnover pode
ocorrer através da renovacao tecidual pelo processo de sintese e/ou degradacéo
de tecidos (DUCATTI, 2007).

Para mensurar o turnover dos tecidos corporais, dietas com valor
isotépico contrastante podem ser utilizadas (GANNES; DEL-RIO; KOCH, 1998).
Este método é embasado no fato de que plantas do ciclo fotossintético Cz e Ca
apresentam distintas relagées 13C/*?C devido ao fracionamento durante a fixacdo
de carbono fotossintético (SMITH; EPSTEIN, 1971; O'LEARY, 1981), e portanto,
0 13C pode ser utilizado como marcador e sua concentracdo natural existente
nos alimentos (DENADAI, 2006).

Com o intuito de obter resultados do enriquecimento relativo de carbono
(d'3C) em funcéo do tempo de alimentacéo, fornecendo dietas contrastantes em
O'3C, ou seja, dietas formuladas com gréos de plantas do ciclo fotossintético Cs
(arroz, soja, cevada, algodao e outros) e Cs4 (milho, cana-de-agucar, sorgo e
outros) a animais adultos, Ducatti et al. (2002) sugeriram um modelo tedrico-
experimental embasados nos resultados de literatura na conjectura de que o
metabolismo de um determinado tecido animal depende da taxa de entrada de
compostos de carbono da dieta e da taxa de substituicdo dos compostos pré-
existentes.

Os autores entao propuseram o uso da equagao:

O13Cr = B13C) + [0'3C(j) - 613Cple-1

Onde: d'3C(y = enriguecimento isotépico do carbono no tempo desejado;
OBC = enrigquecimento isotdpico do carbono final; 32Cg = enriquecimento
isotopico inicial no tecido; k = constante de troca de carbono (turnover); t =

unidade de tempo.
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Pesquisas na area de avicultura de corte que utilizaram a técnica dos
isGtopos estaveis como marcadores em suas dietas foram capazes de estimar a
velocidade em que os isotopos de um determinado tecido foram substituidos
pelos is6topos advindos da dieta, visto que a razao isotopica dos elementos do
corpo dos consumidores geralmente assemelha-se a razdo de suas dietas
(CRUZ et al., 2004; 2005; DUCATTI, 2007; DENADAI et al., 2007; ARAUJO et
al., 2011; PELICIA et al., 2011; CRUZ et al. 2012; OLIVEIRA et al., 2012;
SERNAGIOTTO et al., 2013; SARTORI et al.,, 2015; CAMPOS et al., 2016;
PELICIA et al., 2018), definindo esta técnica como uma poderosa ferramenta

para estudos em fisiologia e nutrigao.
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CAPITULO Il - Butirato de s6dio microencapsulado como
aditivo alternativo aos antimicrobianos em dietas para frangos
de corte desafiados com Eimeria spp. sobre a integridade
intestinal
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1 INTRODUCAO

Com a crescente pressao dos consumidores por alimentos saudaveis, livres
de residuos quimicos, os nutricionistas da area avicola tém se preocupado com
0 uso de antibidticos como aditivos promotores de crescimento em dietas para
frangos de corte, e estudam alternativas para substitui-los. Alega-se que 0 uso
de antibidticos seja um problema de saude publica, pois estes podem causar
resisténcia microbiana com o surgimento e disseminac¢ao de multiplos patégenos
resistentes e redugdo na resposta a infeccdes humanas e animais
(HUYGHEBAERT et al., 2011; DEEPA et al., 2018).

No entanto, com a retirada dos antibiéticos das racdes uma queda no
desempenho seria iminente, trazendo prejuizos para a producdo. Diante deste
cenario, ttm-se cada vez mais buscado aditivos alternativos capazes de suprimir
a carga microbiana, principalmente no intestino, influenciar o desempenho e
beneficiar a salde das aves, auxiliando por meio de mecanismos especificos, a
superar desafios entéricos (PELICIA et al., 2011; DEEPA et al., 2018).

Alguns dos aditivos alternativos estudados como possiveis substitutos aos
antimicrobianos promotores de crescimento sdo os acidos organicos como o
acético, propibnico, butirico, fuméarico, férmico, benzéico, citrico, e outros, cujo
principal efeito € a reducao do pH, propiciando um ambiente favoravel para os
microrganismos benéficos e estimula a atividade de enzimas digestivas nas
microvilosidades intestinais (EWING; COLE, 1994).

Os resultados encontrados em pesquisas utilizando acidos orgéanicos sao
controversos, o que pode ser justificado pela variedade de acidos existentes,

além das diversas formas de combinacg@es (blends), a dose utilizada, se € livre
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ou microencapsulado, e o fato das aves serem ou ndo expostas a um desafio
microbidlogico.

Dentre os &cidos organicos, o acido butirico € considerado a principal fonte
de energia para os enterdcitos, estimulando sua multiplicacéo e diferenciagédo
(DALMASSO et al., 2008). O butirato induz a producao de peptideos de defesa
quando atinge a corrente sanguinea, estes estimulam o reparo e 0
desenvolvimento do trato intestinal anterior, por meio do aumento da proliferacéo
celular (GUILLOTEAU et al., 2009).

Porém, devido ao fato de ser rapidamente absorvido na por¢ao anterior do
trato gastrintestinal da ave (papo, proventriculo e moela), muitos estudos tém
sido conduzidos para avaliar os efeitos do acido butirico microencapsulado. De
acordo com Piva et al. (1997), a microencapsulacao pode retardar a rapida
degradacdo dos acidos na porcao anterior do trato digestério, promovendo um
maior efeito antimicrobiano, que pode resultar em melhora nos aspectos
morfofisiolégicos do intestino e consequentemente no desempenho zootécnico.

Perante este contexto, objetivou-se avaliar o uso de butirato de sodio
microencapsulado como aditivo alternativo aos antibidticos promotores de
crescimento, sobre o desempenho e a integridade intestinal de frangos de corte

experimentalmente inoculados com Eimeria spp.

2 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Tecnolégicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Unesp, Campus de Dracena; no galpdo de frangos de corte do setor de

avicultura, entre os meses de janeiro e fevereiro de 2019. Todos os
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procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais - CEUA, desta instituicdo, registrada com o protocolo n° 17/2018.

2.1 Aves e Delineamento Experimental

Foram alojados 1.200 pintos de corte, machos, com um dia de idade, da
linhagem Ross®, provenientes de um incubatério comercial, vacinados
previamente contra Gumboro, Marek e Bouba aviaria, sendo criados até os 42
dias de idade. As aves foram alojadas em aviario experimental com 30 boxes de
2,5m2 (Figura 1), sendo distribuidas em delineamento inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos e seis repeti¢cdes, contendo 40 aves por repeticao, criadas
em piso com cama de casca de arroz.

Figura 1 - Vista interna do galpéo de frangos de corte.

Fonte: Elaborado pela autora
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As aves foram submetidas aos seguintes tratamentos experimentais,

conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Descricao dos tratamentos experimentais.

Dietas Tratamentos Programa de Alimentacgéo Rep Aves/ Aves/
Rep Trat
T1 CN Racé&o basal (RB) 6 40 240
T2 0,10 RB + 1.000 mg/kg (0,10%) de 6 40 240

butirato de sodio

microencapsulado (BSM)

T3 0,15 RB + 1.500 mg/kg (0,15%) de 6 40 240
BSM

T4 0,20 RB + 2.000 mg/kg (0,20%) de 6 40 240
BSM

5 cP RB + Antibiético 6 40 240

TOTAL 1200

Fonte: Elaborado pela autora.

2.2 Dietas Experimentais

O periodo de criacéo foi dividido em duas fases: inicial, 1 a 21 dias de
idade e crescimento, 22 a 42 dias de idade (Tabela 2), para evitar variacdo nos
valores isotopicos das dietas. As exigéncias nutricionais das aves foram
estabelecidas para cada fase de criacdo adaptadas segundo as tabelas de
exigéncias nutricionais de Rostagno et al. (2017). As dietas foram formuladas a
base de quirera de arroz e farelo de soja quando as dietas eram compostas
predominantemente por plantas do ciclo fotossintético Cs, e a base de milho e
farelo de soja quando compostas predominantemente por plantas do ciclo

fotossintético Ca. Agua e racéo foram fornecidas ad libitum.



Tabela 2 - Composicao centesimal e valores calculados das dietas
experimentais.

. Dietas?
Ingredientes, % Inicial Crescimento
Milho - 57,03
Arroz 46,31 -
Farelo de soja 42,34 33,50
Oleo de soja 6,950 5,933
Cloreto de colina 60 0,099 0,069
Sal 0,510 0,472
Fosfato bicalcico 1,877 1,208
Calcario calcitico 0,863 0,828
L-lisina 0,138 0,179
DL-metionina 0,353 0,265
L-treonina 0,110 0,053
L-valina - 0,013
Suplemento mineral? 0,050 0,050
Suplemento vitaminico?® 0,200 0,200
Inerte* 0,200 0,200
Total 100 100

Valores Calculados
EMA, kcal/kg 3.025 3.172
PB, % 23,07 19,72
Metionina®, % 0,657 0,533
Metionina + cistina®, % 0,940 0,800
Lisina®, % 1,270 1,080
Treonina®, % 0,840 0,720
Valina®, % 0,980 0,830
Calcio, % 0,910 0,700
Fésforo®, % 0,380 0,300
Sédio, % 0,220 0,200
Colina, mg/kg 514,0 361,1
Acido linoleico, % 4,115 4,438

Valores analisados
0 13C (%o) -28,70 -19,96

nicial, 1 a 21 dias de idade; crescimento, 22 a 42 dias de idade.

2Suplemento mineral para frangos de corte (niveis de garantia por kg de ragéo): Cu, 9 mg; I, 1
mg; Zn, 60 mg; Fe, 30 mg; Mn, 60 mg.

3Suplemento vitaminico para frangos de corte na fase inicial (niveis de garantia por kg de rag&o):
vitamina A, 11.000,00 Ul; vitamina D3, 2.000,00 Ul; vitamina E, 16,00 Ul; vitamina K3, 1,50 mg;
vitamina B1, 1,20 mg; vitamina B2, 4,50 mg; vitamina B6, 2,00 mg; vitamina B12, 16,00 mcg;
acido folico, 0,40 mg; acido pantoténico, 9,20 mg; biotina, 0,06 mg; niacina, 35 mg; Se, 0,25 mg.
Suplemento vitaminico para frangos de corte na fase de crescimento (niveis de garantia por kg
de racéo): vitamina A, 9.000,00 UlI; vitamina D3, 1.600,00 Ul; vitamina E, 14,00 Ul; vitamina K3,
1,50 mg; vitamina B1, 1,00 mg; vitamina B2, 4,00 mg; vitamina B6, 1,80 mg; vitamina B12, 12,00
mcg; acido félico, 0,30 mg; acido pantoténico, 8,28 mg; biotina, 0,05 mg; niacina, 30 mg; Se,
0,25 mg.

40s tratamentos foram obtidos pela inclusdo dos aditivos em substituicdo ao inerte: Dieta sem
aditivo, 0,20% de inerte. Dieta com 0,10% de BSM (butirato de sédio microencapsulado), 0,10%
de BSM + 0,10% de inerte. Dieta com 0,15% de BSM, 0,15% de BSM + 0,05% de inerte. Dieta
com 0,20% de BSM, 0,20% de BSM. Dieta com antibiético: 0,005% de avilamicina + 0,195% de
inerte.

SValores digestiveis.

Fonte: Elaborado pela autora.



43

Os tratamentos foram obtidos pela incluséo dos aditivos em substituicao
ao inerte. O suplemento vitaminico e mineral utilizado ndo continha em sua
composicdo melhoradores de desempenho em nenhuma das fases de
arracoamento, sendo adicionados a racao de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

O antibidtico utilizado foi a avilamicina 20% (50 g/t, com 10 g de atividade
de avilamicina), com dose recomendada pelo fabricante conforme rétulo do
produto.

Todas as ragfes experimentais foram formuladas e processadas no Setor
de Avicultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Unesp, Campus de
Dracena.

O butirato de sédio testado neste estudo € um produto comercial e foi
doado pela empresa responsével. Sua formula contém 30% de butirato de sodio
e 0 mesmo € revestido em 6leo de palma (Figura 2). O butirato de sédio revestido
em 6leo de palma, chega ao local desejado de atuacdo em maior concentragao,
devido aos lipidios serem digeridos apenas no comec¢o do intestino delgado,

prevenindo a dissociacdo deste acido nos érgaos anteriores (FREEMAN,1985).
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Figura 2 - Granulos de butirato de sddio microencapsulado em
6leo de palma.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.3 Manejo

Como medida de manejo pré-inicial, o galpdo, as cortinas e 0s
equipamentos foram lavados e todas as préaticas de manejo realizadas seguiram
as orientacdes técnicas do manual da linhagem Ross conforme as necessidades
das aves.

Antes do alojamento, foram aferidos o peso médio inicial dos pintos para
calcular a distribuicdo do peso médio dos boxes, que foi de 46,025 gramas,
ficando dentro de uma faixa com no maximo 5% de amplitude (2,5% para baixo
até 2,5% para cima) em relacdo a média, afim de que ndo ocorresse efeito do
peso médio inicial das aves no experimento (P>0,05).

Os boxes foram equipados com bebedouro pendular automatico e
comedouro infantil do tipo tubular, que foram substituidos aos 10 dias de idade

por comedouros adultos do tipo tubular. Os bebedouros eram lavados
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diariamente e suspensos de acordo com o crescimento das aves. A iluminacgéo
foi constante, com lampadas fluorescentes de 60 watts.

Para o aquecimento inicial dos pintos foi utilizada uma lampada
infravermelha de 250 watts por boxe e retirada no sétimo dia de vida das aves.
O controle da temperatura e da ventilagdo foi realizado manualmente,
manejando-se as cortinas laterais do galpao e também por meio de ventiladores.
Termdmetros de maxima, minima, bulbo seco, bulbo imido e de globo negro
foram utilizados para controle da temperatura e umidade relativa do ar, sendo
aferidos os dados diariamente as 8h00, 12h00 e 17h00 horas.

As médias das temperaturas foram: instantdnea 30,8 + 1,5°C; maxima
34,3 +1,8°C; minima 27,5 £ 1,5°C; bulbo seco 28,3 + 1,6°C; bulbo umido 23,9 +
1,5°C e globo negro 31,5 £ 1,4°C (Figura 3). E a média de umidade relativa do

ar foi de 70,2 + 8,5% (Figura 4).



Figura 3 - Temperatura instantanea, maxima, minima, de bulbo seco, bulbo
umido e globo negro.
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 4 - Umidade Relativa do ar (%).
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2.4 Desafio Sanitario

Com a intencdo de causar desafio sanitario as aves, foi criado um
protocolo que consistiu em inocular via oral, aos 16 dias de idade, 0,5 mL
(PELICIA et al., 2015) de suspenséo contendo Eimeria acervulina, E. maxima e
E. tenella. As concentragées utilizadas foram de 2x10° oocistos esporulados/ave
de E. acervulina e 2x10* para E. maxima e E. tenella (HOLDSWORTH et al.,
2004), sendo todas acondicionadas em um becker e suspensas em agua
destilada. O processo de inoculagao ocorreu individualmente, em que cada uma
das aves foi contida manualmente e com o auxilio de um pipetador automatico
receberam entdo a suspensao (Figura 5), aumentando assim a veracidade do

desafio.

Fonte: Elaborado pela autora
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2.5Caracteristicas Avaliadas

2.5.1 Desempenho

As variaveis analisadas foram: ganho de peso médio (GPM), calculado
nos periodos acumulados de 1 a 14, 1 a 21 e 1 a 42 dias, avaliado pela diferenca
entre o peso corporal médio no periodo e o peso corporal médio no alojamento;
consumo de racdo médio (CRM), mensurado pela diferenca entre a racéo
fornecida e a consumida, corrigido pelo nimero de aves mortas; conversao
alimentar (CA), obtida pela razéo entre 0 CRM e o0 GPM das aves, corrigido pelo
peso das aves mortas. A viabilidade de cada unidade experimental foi obtida pela
subtrac@o: 100 - mortalidade. A mortalidade foi medida diariamente entre as
7h00 e 19h00, sendo que as aves mortas depois das 19h00 entraram na
contagem da mortalidade do dia seguinte. O valor obtido foi calculado em
porcentagem. O indice de eficiéncia produtiva foi avaliado ao final do
experimento (42 dias de idade) pela seguinte formula:

IEP = ((VIAB x GPMD) / CA) / 10)

Onde: IEP = indice de eficiéncia produtiva; VIAB = viabilidade (%); GPMD
= ganho de peso médio diario (g), calculado com o ganho de peso médio dividido

pelo nimero de dias do experimento; CA = conversédo alimentar.

2.5.2 Morfometria intestinal

Aos 14, 21 e 42 dias de idade, seis aves por tratamento foram utilizadas
para estudo morfolégico por microscopia de luz. Para a realizacdo das anélises
histolégicas foram colhidos dois segmentos de 3 cm do duodeno e do jejuno. Os
segmentos, apos serem lavados em solucao fisiolégica, foram abertos pela sua
borda mesentérica, estendidos pela tunica serosa, fixados em formol 10% por

um periodo de 24 horas e armazenados em alcool 70%. Em seguida, o material
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foi submetido a desidratacdo, por tratamento com &lcool em concentracfes
crescentes (70-100%). As amostras foram entdo diafanizadas em xilol e
incluidas em Paraplast plus®. Foram preparadas laminas de cada segmento com
cortes de cinco micrOmetros de espessura, e posteriormente coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE).

Ap0s o procedimento de colora¢do, com auxilio de um microscépio 6tico
da marca Olympus BX43, contendo uma camara acoplada, foram realizadas
fotografias das laminas. As fotos foram utilizadas para a realizagao das medicdes
por meio do sistema analisador de imagens cellSens Standard, pertencente a
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da Unesp - Campus de Dracena.
Foram realizadas medidas de altura e largura das vilosidades e de profundidade
de criptas do duodeno e jejuno (Figura 6). Foram efetuadas 15 medidas de cada
parametro por animal. As medidas de altura de vilosidades foram realizadas com
objetiva de 4x e tomadas a partir de sua regiao basal, coincidente com a porcao
superior das criptas, até seu apice; a mensuracédo da largura do 4pice e da base
foram realizadas de uma extremidade a outra da vilosidade com objetiva de 10x;
e as criptas, da sua base até a regido de transicao cripta:vilosidade na objetiva

de 10x (PELICANO et al., 2003).
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Figura 6 - Demonstracéo das medidas morfométricas realizadas no
intestino.
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onte: Elaborado pela autora

2.5.3 Contagem de oocistos e escores de lesdo do epitélio
intestinal
Aos 4, 5, 6 e 7 dias apos a inoculagdo foram coletadas amostras de
excretas de cada unidade experimental para contagem de oocistos. As fezes
mais frescas presentes na cama no periodo da manha, foram coletadas,
guardadas em sacos plasticos individuais, identificadas, e armazenadas na
geladeira até a data da andlise. Para a realizacao da analise, as amostras foram
homogeneizadas e pesados dois gramas de cada amostra para diluicdo em 28
mL de solucdo saturada de NaCl (GORDON; WITHLOCK, 1939). Apés agitacao,
a solucdo foi filtrada e uma aliquota foi introduzida em camara de MacMaster na
gual a contagem foi realizada com auxilio de microscépio éptico com objetiva de
10x. Os resultados dessa contagem foram expressos em numero de oocistos por

grama de fezes (OPG) (HODGSON, 1970).
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Aos 21, 22, 23, 24, 25, 26, 28 e 35 dias de idade, ou seja, aos 5, 6, 7, 8,
9, 10, 12 e 19 apos inoculagdo com as Eimerias, foram avaliados os escores de
lesdo no intestino delgado (JOHNSON; REID, 1970), sendo realizada
separadamente para cada espécie de Eimeria.

A metodologia de leitura para E. acervulina consistiu em: lesdo zero
(auséncia de lesdes), um (pontos ou estrias brancas esparsas até 5 por cm2 e
restritas ao duodeno), dois (pontos ou estrias brancas mais numerosas que se
estendem até o meio do duodeno), trés (pontos ou estrias brancas ja
coalescentes com reducdo de tamanho se estendendo até o diverticulo; parede
intestinal engrossada) e quatro (pontos e estrias brancas completamente
coalescentes dando a mucosa do intestino uma coloragcédo acinzentada; lesbes
tipicas somente no intestino médio; parede intestinal engrossada). A
metodologia de leitura para E. maxima consistiu em: lesdo zero (auséncia de
lesbes), um (pequenas petéquias avermelhadas no duodeno; pequena
quantidade de muco alaranjado), dois (superficie serosa salpicada com
numerosas petéquias vermelhas, intestino com muco alaranjado), trés (parede
intestinal intumescida e espessa; superficie mucosa é rugosa e com muco
alaranjado), quatro (parede intestinal fortemente espessada; contém numerosos
coagulos). A metodologia de leitura para E. tenella consistiu em: lesdo zero
(auséncia de lesdes), um (poucas petéquias espalhadas pela parede do ceco),
dois (lesbes com sangue mais numerosas no conteudo cecal), trés (parede
intestinal espessada; grande quantidade de sangue), quatro (parede cecal muito

distendida; bolsas cecais com sangue).
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2.5.4 Analise isotopica
Aos 0; 1; 2; 3; 4; 7; 14 e 21 dias de idade foram retiradas aleatoriamente
e eutanasiadas por deslocamento da articulagéo atlanto-occipital seis aves por
tratamento, para serem colhidas amostras de mucosa do intestino delgado na
altura do duodeno (toda alca proximal e distal) por meio de raspagem com lamina
de vidro (Figura 7). As amostras foram acondicionadas em tubos plasticos de 1
mL, identificadas e imediatamente congeladas a -18°C até a sua preparagao

para as analises isotodpicas.

Figura 7. Coleta de mucosa intestinal da alca duodenal por meio de
raspagem.

. L.
Fonte: Elaborado pela autora

Com a finalidade de avaliar a influéncia do butirato de sddio sobre o
desenvolvimento da mucosa intestinal, foram obtidos pintos de corte de matrizes que
receberam dietas compostas predominantemente por plantas do ciclo fotossintético Ca

(milho). Ao nascerem, estes animais, possuiam em seus tecidos corporais

valores isotépicos de 6*3C = -18,52%o.
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Apos o alojamento destas aves, para avaliar o turnover por meio de
andlise isotdpica do tecido, os pintos de um dia de idade receberam dietas
compostas predominantemente por plantas Cs (5'3C =-28,70%o), possuindo valor
isotépico de 3C diferente das dietas Cs fornecida as matrizes.

Com a finalidade de avaliar se a inclusdo de butirato de sédio nas dietas
para frangos de corte favorece a recuperacdo da mucosa intestinal apds o
desafio com Eimeria spp., € sabendo-se que o ciclo das espécies de Eimerias é
de 4 a 5 dias, para provocar as primeiras lesdes no epitélio intestinal, amostras
foram coletadas aos 22; 22,5, 24; 28; 35 e 42 dias de idade, procedendo-se do
mesmo modo descrito para a fase anterior.

Portanto, a partir dos 22 dias de idade as aves passaram a receber dietas
compostas predominantemente por plantas do ciclo C4 (milho), possuindo valor
isotépico de &'°C = -19,96%., diferente da dieta oferecida na fase inicial
provocando alteracdo no valor isotopico do tecido animal para captar a

velocidade na taxa de turnover da mucosa intestinal apés o desafio.

2.5.4.1 Turnover da mucosa intestinal

Para a realizacdo das analises, as amostras de mucosa intestinal foram
descongeladas e desidratadas pelo processo de liofilizacao a -55°C por 48 horas.
Foram pesadas de 300 a 350 pg de amostra em capsulas de estanho e
introduzidas no Analisador Elementar - EA (Flash 2000, Thermo Scientific)
acoplado ao espectrobmetro de massa de razdo isotopica - IRMS (Delta V
Advantage, Thermo Scientific) por meio de uma interface de gases (ConFlo IV,
Thermo Scientific). As amostras foram reduzidas a CO2 no EA e determinada a

razao isotopica do Carbono (Ramostra=13C/*2C) a partir do COz2 no IRMS.
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Os valores da raz&o isotopica de cada amostra foram expressos em valor
O'3C, em relacdo a razdo isotdpica padrdo Peedee Belemnite (Rrpg), com
incerteza padrao de 0,15%o0 e calculado pela equacao abaixo:

O13C= [(Ramostra/Rpar) — 1] (1)

Para mensurar quantitativamente a velocidade de troca do carbono das
dietas na mucosa intestinal das aves depois de determinado intervalo de tempo,
foi empregada a fungéao exponencial do tempo (turnover) expressa pela equacao
abaixo:

O13C(t) = B13C(f) + [B13C(i) - 8C(Hlek (2)

Em que 33C(t) = valor & o tecido em qualquer tempo (t), 3*2C(f) = valor &
do tecido no patamar de equilibrio, ou condigao final, 8'3C(i) = valor & do tecido,
na condicdo inicial, k = constante de troca (turnover) em unidades de tempo™ e
t = tempo (em dias) desde a substituicdo da racdo (DUCATTI et al., 2016),
calculado utilizando-se o método de equacdes exponenciais de primeira ordem
do software OriginPro® 8 Professional (Microcal Software, 2018).

O tempo de meia-vida (Tso%) de troca de carbono na mucosa intestinal na
condicao de substituicdo de 50% dos isétopos de carbono foi mensurada pela
equacao abaixo:

T=In2/k (3)

No qual T = meia-vida em unidade de tempo (dias), In = logaritmo
niperiano e k = constante de troca do carbono nos tecidos, expresso em dias

(DUCATTI et al., 2002; SALEH et al., 2018).

2.6 Analise Estatistica

As analises dos dados foram realizadas com auxilio do SAS Institute

(2012) com critério de 5% de significaAncia. Primeiramente, foram realizadas as
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analises de normalidade dos residuos pelo Teste de Shapiro-Wilk (PROC
UNIVARIATE) e de homogeneidade das variancias. Os dados que néo
apresentaram normalidade residual pelo teste de Shapiro-Wilk foram submetidos
atransformacéo logaritmica. Posteriormente, obedecendo as premissas citadas,
os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo PROC GLM e
quando houve efeito significativo as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey com 5% de significancia.

As variaveis resposta que mediram o grau de infeccdo das aves, escore
de lesdo e contagem de oocistos foram avaliadas ao longo do tempo (coletas
seriadas). Portanto, nessas variaveis o efeito do tempo foi considerado por meio
do statement REPEATED.

As analises de turnover de mucosa intestinal intra-tratamento (renovacao
celular ao longo do tempo) foram realizadas pelo método de regressdo

exponencial, conforme mencionado na metodologia dessa analise.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desempenho

No periodo de 1 a 14 dias de idade, ndo foram observadas diferencas
estatisticas (P>0,05) para as variaveis ganho de peso médio (GP), consumo de
racado medio (CR), conversao alimentar (CA) e viabilidade (VB).

Esta similaridade observada entre os tratamentos estudados pode ser
explicada pela auséncia do protozoario desafiador neste periodo, visto que as
aves foram inoculadas com Eimeria spp. aos 16 dias de idade e nesta fase
estudada todas as aves encontravam-se saudaveis, ndo havendo desafio para

atuacao do acido butirico e do antibidtico.
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Tabela 3 - Desempenho de frangos de corte aos 14 dias de idade alimentados
com dietas suplementadas com butirato de sddio microencapsulado

em alternativa aos antibioticos.

Tratamentos?
Variaveis? EPM3 P
CN 0,10 0,15 0,20 CP

GP (9) 501,06 512,64 510,86 507,86 507,29 2,739 0,7463
CR (9) 545,43 543,60 539,94 540,60 544,76 1,487 0,7252

CA 1,044 1,016 1,013 1,019 1,028 0,004 0,1437
VB (%) 99,50 99,58 99,58 99,58 100,0 0,166 0,9028

1GP, ganho de peso médio; CR, consumo de ragdo médio; CA, converséo alimentar; VB, viabilidade.

2CN, controle negativo (sem aditivo); 0,10, inclusdo de 1.000 mg/kg (0,10%) de butirato de sddio
microencapsulado (BSM); 0,15, inclusdo de 1.500 mg/kg (0,15%) de BSM; 0,20, inclusdo de 2.000 mg/kg
(0,20%) de BSM; CP, controle positivo, inclusdo de antibiético (avilamicina).

SEPM, erro padrdo da média.

Fonte: Elaborado pela autora.

Este resultado também pode ser explicado pelos niveis de inclusédo
utilizados. Especula-se que as doses testadas ndo foram suficientes para
fornecer as células a quantidade de é&cido butirico necesséria para alterar a
morfologia intestinal, e consequentemente, melhorar as variaveis de
desempenho zootécnico. O acido butirico € uma fonte de energia prontamente
disponivel para as vilosidades intestinais, que favorecem a diferenciagédo e
multiplicacéo das células (DALMASSO et al., 2008).

Resultados semelhantes foram encontrados por Chamba et al. (2014),
que ndo observaram diferencas para as variaveis GP, CR e CA de frangos no
periodo de 1 a 14 dias de idade ao testar dieta controle, com inclusdo de butirato
de sadio e dieta com antibidtico.

No periodo de 1 a 21 dias de idade (Tabela 4), ndo foram observadas
diferencas estatisticas (P>0,05) para as variaveis GP, CR, CA e VB. Este
resultado pode ser justificado pela auséncia do anticoccidiano no tratamento
controle positivo, uma vez que o antibiotico utilizado n&o possui a funcédo de

combater o protozoario. Este resultado pode ainda ser explicado pela maior
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excrecdo de oocistos 5 dias ap0s a inoculagéo, enfatizando que os tratamentos
com butirato de sodio e com antibiético ndo foram eficazes em conter os danos

causados por este microrganismo na fase inicial de criacao.

Tabela 4 - Desempenho de frangos de corte aos 21 dias de idade alimentados
com dietas suplementadas com butirato de sédio microencapsulado

em alternativa aos antibioticos.

Tratamentos?
CN 0,10 0,15 0,20 CP

GP (9) 824,66 822,10 831,77 806,43 836,37 8,315 10,8444
CR (9) 1086,58 1081,72 1092,95 1074,6 1106,85 6,533 0,6154
CA 1,177 1,175 1,192 1,176 1,182 0,009 0,9829

VB (%) 89,58 87,92 85,42 85,42 86,25 1,547 0,9105
1GP, ganho de peso médio; CR, consumo de ragdo médio; CA, converséo alimentar; VB, viabilidade.
2CN, controle negativo (sem aditivo); 0,10, inclusdo de 1.000 mg/kg (0,10%) de butirato de sodio
microencapsulado (BSM); 0,15, inclusdo de 1.500 mg/kg (0,15%) de BSM; 0,20, inclusdo de 2.000 mg/kg
(0,20%) de BSM; CP, controle positivo, inclusdo de antibiético (avilamicina).
SEPM, erro padrdo da média.
Fonte: Elaborado pela autora.

Variaveis? EPM? =

No periodo de 1 a 21 dias de idade, Wu et al. (2018) ao avaliarem o
desempenho de frangos de corte, ndo observaram diferencas significativas entre
dietas com inclusdo de 200, 400, 800 (doses inferiores as testadas) ou 1.000
mg/kg de butirato de sédio protegido, tratamento controle ou com antibiéticos.

Por outro lado, Hu e Guo (2007) reportaram que a inclusdo de 0 a 2.000
mg/kg de butirato de sédio (doses semelhantes as estudadas) pode aumentar
significativamente o GP de frangos de corte no periodo de 1-21 dias de idade.
Vale ressaltar que os autores supracitados trabalharam com o acido na forma
livre.

Jazi et al. (2018) ao avaliarem o desempenho de frangos de corte
desafiados com S. Typhimurium no periodo inicial de criacdo, observaram que a
incluséo de 500 mg/kg de acido butirico livre aumentou o CR, GP e melhorou a

CA destas aves quando comparadas as aves do tratamento controle que néo
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receberam nenhum aditivo e foram desafiadas, diferindo dos achados no
presente estudo.

Os resultados observados no periodo de 1 a 42 dias de idade (Tabela 5)
indicaram que a suplementacdo com butirato de sodio na dieta ndo causou
efeitos significativos (P>0,05) sobre as variaveis estudadas. Da mesma forma,
as aves que receberam dieta suplementada com antibiético ndo apresentaram
alteracdes aparentes no GP, CR, CA, VB e FEP em comparacao ao tratamento

controle (P>0,05).

Tabela 5 - Desempenho de frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados
com dietas suplementadas com butirato de s6dio microencapsulado em

alternativa aos antibioticos.

Tratamentos?
CN 0,10 0,15 0,20 CP

GP (g) 2431,72 2329,33 2520,97 2460,17 2437,49 30,301 0,4011
CR(g) 3545,30 3531,94 3631,26 3281,03 3547,18 45,302 0,1367

EPM: P

Variaveis?

CA 1,528 1,546 1,521 1,460 1,511 0,011 0,1657
VB (%) 76,66 77,08 79,16 71,25 73,75 2,156 0,8225
FP 293,48 278,05 313,75 287,55 287,68 11,169 0,9040

1GP, ganho de peso médio; CR, consumo de racdo médio; CA, conversao alimentar; VB, viabilidade; FP, fator
de producéo.

2CN, controle negativo (sem aditivo); 0,10, inclusdo de 1.000 mg/kg (0,10%) de butirato de sddio
microencapsulado (BSM); 0,15, inclusdo de 1.500 mg/kg (0,15%) de BSM; 0,20, inclusdo de 2.000 mg/kg
(0,20%) de BSM; CP, controle positivo, inclusdo de antibidtico (avilamicina).

SEPM, erro padrdo da média.

Fonte: Elaborado pela autora.

No entanto, a incluséo de 0,15% de butirato de sodio mostrou ter potencial
ao apresentar maiores valores no GP, quando comparados as demais doses de
inclusdo e também quando comparados ao grupo que recebeu antibidtico.
Porém as aves que receberam a inclusdo de 0,20% de butirato de sodio
apresentou melhor valor de converséao alimentar e valor de fator de producao

semelhante ao do tratamento controle positivo.
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Zhang et al. (2011) ao avaliarem a inclusdo de doses de butirato de sodio
livre inferiores as testadas no presente estudo (0,025%; 0,05% e 0,10%) em
dietas para frangos de corte ndo observaram diferencgas significativas sobre o
GP, CR e CAno periodo de 1-21, 22-42 e 1-42 dias de idade, sugerindo o estudo
com concentracdes superiores. No entanto, Imran et al. (2018) ao avaliarem a
inclusdo de 0,025%; 0,035% e 0,045% de acido butirico microencapsulado,
doses também inferiores as pesquisadas no atual estudo, no periodo de 1-35
dias de idade, observaram que o aditivo melhorou o GP e a CA das aves,
demonstrando a necessidade de mais estudos com diferentes concentracdes de
butirato de sédio.

Akbar et al. (2018) ao avaliarem inclusdes de 0,5% (2,5 vezes superior) e
1,0% (5,0 vezes superior a maior inclusdo testada) de butirato de sodio no
periodo de 1-42 dias de idade, observaram que o GP e a CA no tratamento com
incluséo de 1,0% do aditivo foi melhor, e que tanto a inclusédo de 0,5% quanto a
de 1,0% apresentaram diferengas estatisticas com o tratamento controle,
sugerindo que doses superiores devam ser utilizadas, além de estudos sobre a
forma de preparacgéo do aditivo - microencapsulada ou néo.

A auséncia de diferenca entre os grupos que receberam aditivo
(antibidtico ou butirato de sédio) e o controle negativo pode ser explicada devido
a auséncia do anticoccidiano no controle positivo, evidenciando que o antibiético
isolado néo foi capaz de controlar os danos causados pelo desafio microbiolégico
imposto neste estudo, assim como o butirato de sodio. Nota-se ainda que, 0,10%
de inclusao do butirato de sodio, por néo diferir do antibiotico, € o melhor nivel a

ser indicado.
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3.2 Morfometria Intestinal

Os resultados obtidos nas analises morfométricas do duodeno e jejuno de

frangos de corte aos 14, 21 e 42 dias de idade estdo descritos na Tabela 6.



Tabela 6 - Morfometria (um) do duodeno e jejuno, aos 14, 21 e 42 dias de idade, de frangos de corte alimentados com dietas

suplementadas com butirato de sodio microencapsulado em alternativa aos antibiéticos.

61

R Tratamentos? . 5
Variaveis N 0.10 015 0.20 cp Média EPM P
14 dias
Duodeno AV 1000,42 998,91 912,27 1021,14 940,89 974,73 27,296 0,7148
LA 75,08 75,99 66,88 70,85 69,29 97,52 2,194 0,6611
LB 102,42 94,88 91,25 97,14 101,47 71,47 2,126 0,4806
PC 130,56 145,87 159,37 150,36 139,56 145,64 4,994 0,6611
Jejuno AV 546,29 491,37 576,05 532,26 469,14 523,02 19,184 0,4274
LA 71,47 69,27 71,00 68,31 78,48 71,71 2,240 0,6647
LB* 0,0113 0,0116 0,0120 0,0127 0,0106 0,0116 0,0004 0,6432
PC® 4,646 4,627 4,728 4,685 4,503 4,6378 0,0408 0,5108
21 dias
Duodeno AV 726,59 729,60 855,33 813,12 820,68 789,06 26,200 0,4398
LA 107,18 114,26 117,43 104,77 113,21 111,51 4,475 0,9096
LB 143,33 156,48 165,77 136,58 171,01 154,63 7,155 0,5321
PC 211,51 236,14 224,62 217,18 241,91 226,27 9,064 0,8360
Jejuno AV 519,53 532,26 456,79 593,94 545,43 529,59 15,318 0,0658
LA 86,65 104,16 92,03 95,52 107,64 97,20 3,235 0,2239
LB 125,00 148,50 129,78 130,87 132,07 133,24 5,537 0,7472
PC 150,79 158,36 128,44 157,45 165,40 152,09 5,851 0,3307
42 dias
Duodeno AV 1378,17 1273,12 1288,61 1430,57 1212,90 1316,67 39,033 0,4312
LA 127,87 118,86 132,84 137,39 127,04 128,80 5,936 0,9098
LB 194,25 189,34 205,41 219,54 201,17 201,94 7,943 0,8120
PC 223,26 205,91 218,96 224,10 224,53 219,35 7,995 0,9516
Jejuno AV 885,10 806,43 827,64 874,61 858,93 850,54 24,999 0,8670
LA 97,05 112,86 135,14 117,50 94,56 106,72 5,366 0,6006
LB 135,78 134,85 111,62 157,64 132,96 139,27 6,215 0,7257
PC 155,56 160,76 161,96 171,75 163,02 162,61 5,084 0,9144

1AV, altura de vilosidade; LA, largura do apice da vilosidade; LB, largura da base da vilosidade; PC, profundidade de cripta.
2CN, controle negativo (sem aditivo); 0,10, inclusdo de 1.000 mg/kg (0,10%) de butirato de sodio microencapsulado (BSM); 0,15, inclusdo de 1.500 mg/kg (0,15%) de BSM; 0,20, inclusdo de 2.000 mg/kg (0,20%) de BSM;

CP, controle positivo, inclusdo de antibiético (avilamicina).

SEPM, erro padrdo da média.

“Os dados passaram por transformag&o logaritmica.
50s dados passaram por transformag&o inversa.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Aos 14 dias de idade nao foram observadas diferencas estatisticas para as
varidveis altura das vilosidades (AV), largura do &pice das vilosidades (LA),
largura da base das vilosidades (LB) e profundidade de cripta (PC) no duodeno e
no jejuno das aves. No entanto, foi observado maior altura das vilosidades no
duodeno das aves que receberam 0,20% de butirato de sddio. Chamba et al.
(2014) também nao observaram diferencas significativas para as variaveis altura
das vilosidades e profundidade de cripta entre os tratamentos controle, com
inclusdo de 0,07% de butirato de sddio protegido e com antibiético, na mesma
idade.

Estes resultados podem ser explicados pela auséncia do desafio sanitario
neste periodo, visto que as aves foram inoculadas aos 16 dias de idade, e pelos
menores valores de PC encontrados neste periodo em todos os tratamentos
avaliados em comparacéo aos 21 dias de idade, podendo ser um indicativo de
boa saude intestinal, mostrando que a proliferacédo celular continua a ocorrer para
manutencao das perdas das células na regido apical dos vilos (VIOLA; VIEIRA,
2007).

Aos 21 dias de idade também n&o foram observadas diferencas estatisticas
para as variaveis AV, LA, LB e PC no duodeno e no jejuno das aves. Porém, maior
AV foi observada no duodeno das aves que receberam 0,15% de butirato de sddio.
Leeson et al. (2005) ao avaliarem a morfologia duodenal de frangos de corte aos
21 dias de idade, também nao observaram diferencas significativas para as
variaveis altura das vilosidades e profundidade de cripta entre o tratamento
controle e o com incluséo de 0,2% de acido butirico.

Independente da regido intestinal e da idade, maiores AV foram vistas nas

aves gue receberam o butirato de sédio (0,15 e 0,20%) e isso pode ser explicado
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pelo fato do acido butirico servir como fonte de energia para os enterdcitos, o que
pode aumentar o crescimento das vilosidades e a area superficial de absor¢ao no
intestino (MAHDAVI; TORKI, 2009; GUILLOTEAU et al., 2010). Sugere-se ainda
que maiores doses de incluséo de butirato de sédio seja eficaz em manter maiores
alturas de vilosidades, porém € preciso a realizacdo de mais estudos, pois ainda
s&o controversos os resultados encontrados na literatura.

Maiores PC no duodeno foram encontradas aos 21 dias de idade, o que
pode indicar que as aves passaram por situagdes criticas, que foi a presenca de
microrganismos indesejaveis, tendo como resposta a intensa proliferacao celular
para garantir uma adequada taxa de renovacao epitelial, compensando as perdas
na altura das vilosidades (PLUSKE et al., 1997). Criptas mais profundas indicam
rapida troca de tecidos com o objetivo de permitir a renovacgéo das vilosidades e
descamacéao normal ou por invasao patogénica, resultando em inflamacao (MILES
et al., 2006).

Ha dois processos envolvidos com as vilosidades intestinais e profundidade
de criptas: a renovacdo celular, que é a proliferacdo e diferenciacao celular,
consequéncia das divisbes mitdticas sofridas pelas células totepotentes
encontradas na cripta e ao longo dos vilos (UNI et al., 1998; APPLEGATE et al.,
1999; UNI et al., 2000), e pela perda de células que ocorre no apice dos vilos, que
determinam um turnover celular, que mantém o tamanho dos vilos, a capacidade
digestiva e a absorcao intestinal. Porém, quando o intestino responde a algum
agente com um desequilibrio no turnover a favor dos processos citados, ocorre
uma modificagéo na altura e perimetro dos vilos. Portanto, se houver um aumento

na taxa mitotica com auséncia, diminuicdo ou manutencédo da taxa de extrusao
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(perda de células), havera aumento do numero de células e consequentemente o
aumento da altura e perimetro das vilosidades (PLUSKE et al., 1997).

Zou et al. (2019) observaram um efeito protetor do butirato de sédio contra
as inflamacdes intestinais, porém este efeito protetor ndo foi capaz de proteger as
aves do decréscimo no GP apés o desafio das aves com sulfato de dextrano
saodico.

Levy et al. (2015) também n&o encontraram efeito significativo da adicédo
de acido butirico microencapsulado sobre a morfologia intestinal. Por outro lado,
muitos pesquisadores relataram o efeito benéfico do butirato de sédio sobre a
altura de vilosidades e profundidade das criptas de frangos de corte em diferentes
fases de crescimento (ANTONGIOVANNI et al.,, 2007; PANDA et al., 2009;
SMULIKOWSKA et al., 2009; ADIL et al., 2011; SAYRAFI et al., 2011; AKBAR et
al., 2018).

Aos 42 dias de idade nao foram observadas diferencas estatisticas para as
variaveis altura das vilosidades (AV), largura do &pice das vilosidades (LA),
largura da base das vilosidades (LB) e profundidade de cripta (PC) no duodeno e
no jejuno das aves. No entanto, foram observados maiores valores de AV, LA e
LB no duodeno ao fornecer-se 0,20% de butirato de sodio, sugerindo que o acido
pode ter protegido o intestino contra a infeccdo promovida pelas Eimerias,
refletindo entdo, em maiores alturas e larguras das vilosidades no duodeno dos
frangos aos 42 dias de idade.

A maior altura das vilosidades pode estar relacionada com a funcdo do
epitélio intestinal como barreira contra patdgenos e substancias toxicas presentes
no limen, que causam disturbios capazes de alterar a permeabilidade dessa

barreira, facilitando a invasdo por patdgenos e a ocorréncia de processos



65

inflamatorios, que prejudicam o metabolismo, consequentemente, diminuindo a
altura das vilosidades (PELICANO et al., 2005; KHAN, 2013). Portanto, sugere-se
que o butirato de sodio reduziu o processo inflamatdério, refletindo na maior AV do

duodeno.

3.3 Contagem de Oocistos e Escores de Leséo do Epitélio Intestinal

Ao analisar-se o numero de oocistos por grama de fezes (OPG)
excretados pelas aves (Tabela 7) ndo foi observada diferenca significativa entre
os tratamentos (P=0,8564) e também ndo foi observada interacdo entre

tratamentos e periodos estudados (P=0,6344).



Tabela 7 - Contagem de oocistos por grama de fezes aos 4, 5, 6 e 7 dias apés a

inoculacdo com Eimeria spp.

Efeito OOPG?
Tratamentos?
CN 8,632
0,10 8,649
0,15 8,815
0,20 8,429
CcP 8,906
Periodos
4 dias 2,284 d
5 dias 10,766 b
6 dias 10,141 c
7 dias 11,553 a
EPM?® 0,3684
Fonte de Variacéo
Tratamentos 0,8564
Periodos <0,0001
Tratamentos*Periodos 0,6344

1CN, controle negativo (sem aditivo); 0,10, inclusdo de 1.000 mg/kg (0,10%) de butirato
de sodio microencapsulado (BSM); 0,15, inclusdo de 1.500 mg/kg (0,15%) de BSM,;
0,20, inclusdo de 2.000 mg/kg (0,20%) de BSM; CP, controle positivo, inclusdo de

antibiético (avilamicina).

20PG, oocistos por grama de fezes. Os dados passaram por transformac&o logaritmica.

SEPM, erro padrdo da média.

Letras distintas nas colunas indicam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Nessa contagem de oocistos observou-se diferenca estatistica apenas

entre os diferentes periodos de coleta (P<0,0001). Quatro dias apés a inoculacao

com oocistos de Eimerias, todos os tratamentos apresentaram menor excrecao

quando comparado aos periodos finais (5, 6 e 7 dias pos-inoculacdo). Esse

resultado pode ser explicado pela pré-paténcia das espécies de Eimerias.

Segundo Bowman et al. (2006), o periodo entre a infeccdo e os sinais do seu

estagio detectavel € chamado de pré-paténcia e este periodo pode ser de

aproximadamente 5 dias para a E. maxima (KAWAZOE et al., 2009).

Atualmente, as pesquisas concentram-se no desenvolvimento de

alternativas para controlar a Coccidiose em frangos de corte com o objetivo de
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controlar a multiplicacdo dos oocistos nas células intestinais e contornar 0s
problemas causados por esta enfermidade, como: piora na absor¢cdo dos
nutrientes, desidratacdo, perda de sangue e susceptibilidade para outros agentes
(McDOUGALD, REID; 1991).

Na leitura de escore de lesdo ndo foram observadas diferencas entre
tratamentos (P>0,05) e também nao foi observada interacdo entre tratamentos e
periodos estudados. Apenas observou-se diferencas entre os periodos de

observacédo (P=<0,0001) avaliados (Tabela 8).

Tabela 8 - Escore de leséo aos 5, 6, 7, 8, 10, 12 e 19 dias apds a inoculacao

com Eimeria spp.

Escore de lesao

Efeitos E E E
acervulina® maxima? tenella®
Tratamentos? CN 0,884 1,162 3,628
0,10 0,926 1,195 3,038
0,15 0,992 1,266 3,061
0,20 0,950 1,255 3,254
CP 0,989 1,269 3,394
Periodos 5 dias 0,914 e 1,530 a 5,743 c
6 dias 1,002 c 1,137 e 6,316 a
7 dias 1,156 b 1,228 ¢ 6,050 b
8 dias 1,173 a 1,081 f 2,134d
10 dias 0,914 d 1,067 g 1,917 e
12 dias 0,776 f 1,338 b 0,765 abcde
19 dias 0,707 g 1,222 d 5,78E*abcde
EPM* 0,0464 0,0593 0,0892
Fonte de variagéo Probabilidade
Tratamentos 0,3534 0,3933 0,9692
Periodos <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tratamentos*Periodos 0,8196 0,3057 0,2555

1CN, controle negativo (sem aditivo); 0,10, inclusdo de 1.000 mg/kg (0,10%) de butirato de sddio
microencapsulado (BSM); 0,15, inclusdo de 1.500 mg/kg (0,15%) de BSM; 0,20, inclus&o de 2.000 mg/kg
(0,20%) de BSM; CP, controle positivo, inclusdo de antibiético (avilamicina).

20s dados de E. acervulina e E. maxima passaram por transformagdo em raiz quadrada.

3 Os dados de E. tenella passaram por transformagéo angular.

4EPM, erro padrdo da média.

Letras distintas nas colunas indicam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Fonte: Elaborado pela autora.
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As lesbes causadas por E. acervulina pontuaram um escore crescente
entre 5 e 8 dias pds-inoculacdo e, ap6s o 10° dia, demonstrou comportamento
decrescente até o 19° dia da inoculacdo. As lesbes causadas pela E. maxima
foram mais acentuadas 5 dias apés inoculagéo, o que pode ser explicado pelo
periodo pré-patente desta espécie, ja citado anteriormente. As lesdes provocadas
pela E. tenella apresentaram comportamento semelhante ao da E. acervulina, em
que aos 5, 6 e 7 dias pos-inoculagdo apresentou maior escore e a partir do 8° dia
observou-se decréscimo em seu escore até o 19° dia pds-inoculagéo (Figura 8).

Figura 8 - Escores de leséo intestinal por E. acervulina, E. maxima e E. tenella
nos periodos de coleta.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O escore de lesdo é um importante indicador da progressao da inflamacéo
intestinal. Os frangos avaliados apresentaram sintomas tipicos apoés a inoculagéo
como diarreia sanguinolenta, apatia e morte. Esta progresséo da inflamacao pode
ser vista na analise da viabilidade criatéria, que no periodo de 1 a 14 dias de idade,

periodo anterior & inoculacdo, apresentou média de 99,65%, e no periodo de 1 a
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21 dias de idade (5 dias ap0s a inoculacéo) a media foi de 86,92%, enfatizando
gue o desafio foi eficaz e causou danos ao intestino das aves estudadas.
Tahepour et al. (2012) ao estudarem o efeito de diferentes aditivos
alternativos, entre eles o acido butirico, nas doses de 3.000 mg/kg no periodo de
1 a 10 dias, 2.000 mg/kg de 11 a 28 dias e 0 mg/kg de 29-42 dias, observaram
escores reduzidos de lesdes e excregcdo de oocistos em aves infectadas com
oocistos de Eimerias e também observaram efeito positivo nos escores de lesdo
duodenal e cecal em todos os tratamentos suplementados quando comparados

ao controle negativo, diferentemente do presente estudo.

3.4 Turnover da Mucosa Intestinal

Os valores isotdpicos de 8'3C da mucosa intestinal dos frangos de corte no
periodo de 0 a 21 dias de idade, em que as aves receberam dietas compostas
predominantemente por ingrediente oriundo de plantas do ciclo fotossintético Cs

(quirera de arroz), estao expressos na Figura 9.
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Figura 9 - Modelo exponencial do turnover dos isétopos
estaveis do carbono (média + desvio padréao) e coeficientes
de determinacédo (R?) da mucosa intestinal de frangos de corte
de 0 a 21 dias de idade.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As analises dos resultados de 813C da mucosa intestinal de 0 a 21 dias de

idade resultaram nas seguintes equacdes e valores de meia-vida do carbono (T):
Controle negativo (CN): 33C=-27,407%o + [8,745] 056743 (R?=0,994) com

T de 1,22 dias ou 29,28 horas;
0,10: 513C=-27,617%o + [8,947] e0:59%8%t (R?=0,978) com T de 1,16 dias ou

27,84 horas;
0,15: 513C= -27,528%o + [8,789] e060712t (R?=0,992) com T de 1,14 dias ou

27,36 horas;
0,20: 813C=-27,452%0 + [8,715] 061386t (R2=0,987) com T de 1,13 dias ou

27,12 horas;
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Controle positivo (CP): 8'3C= -27,445%o + [8,701] e 0.6096t (R2=0,976) com
T de 1,14 dias ou 27,36 horas.

Ao avaliar a taxa de turnover da mucosa intestinal no periodo de 0 a 21 dias
de idade das aves, observou-se menor tempo de meia-vida nos tratamentos que
receberam a inclusédo dos aditivos (butirato de sddio ou antibiético), indicando que
estes aditivos tiveram um efeito positivo sobre a mucosa intestinal, acelerando a
velocidade de troca do carbono na fase inicial, beneficiando o desenvolvimento
do intestino. Apesar de ndo serem observadas diferencas entre as alturas das
vilosidades (AV) no periodo de 1 a 21 dias de idade, foram observadas maiores
alturas no duodeno de aves que receberam a inclusao de 0,15% de butirato de
sédio, 0 que pode estar associado a acdo deste aditivo sobre a proliferacéo,
maturacao e diferenciacao das células epiteliais, uma vez que o butirato de sédio
é fonte de energia disponivel para as células do epitélio intestinal, estimulando
sua multiplicacéo e diferenciacdo (DALMASSO et al., 2008).

Os valores isotdpicos de 6'3C da mucosa intestinal dos frangos de corte no
periodo de 22 a 42 dias de idade, em que as aves receberam dietas compostas
predominantemente por ingrediente oriundo de plantas do ciclo fotossintético Ca

(milho), estdo expressos na Figura 10.
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Figura 10 - Modelo exponencial do turnover dos is6topos estaveis
do carbono (média + desvio padrdo) e coeficientes de
determinacédo (R?) da mucosa intestinal de frangos de corte de 22
a 42 dias de idade.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As andlises dos resultados de 5*3C da mucosa intestinal de 22 a 42 dias de
idade resultaram nas seguintes equacdes de valores de meia-vida do carbono (T):

Controle negativo (CN): 8'3C= -22,698%o - [4,494] e1115 (R?=0,996) com T
de 0,62 dias ou 14,92 horas;

0,10: d'3C= -22,682%o - [4,588] €632 (R?=0,990) com T de 1,10 dias ou
26,32 horas;

0,15: d'3C= -22,528%o - [4,836] e 047!t (R?=0,993) com T de 1,47 dias ou
35,29 horas;

0,20: 33C= -22,548%0 - [4,676] €050 (R?=0,997) com T de 1,37 dias ou

32,92 horas;
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Controle positivo (CP): 33C= -22,617%o - [4,560] 9435 (R?=0,999) com T
de 1,59 dias ou 38,27 horas.

Ao avaliar a taxa de turnover da mucosa intestinal no periodo de 22 a 42
dias de idade, notou-se menor valor de meia-vida no tratamento controle negativo
(14,92h). Isso pode ser explicado pelo fato dessas aves ndo terem recebido
qualquer aditivo tornando-as mais vulneraveis a patdégenos e aos danos por eles
causados. Como um mecanismo de defesa, o organismo pode ter acelerado a
proliferagdo celular, ou seja, a taxa de turnover, a fim de reparar os danos
causados pelas infec¢cbes, consumindo para isso energia que poderia estar sendo
usada para outra finalidade. Assim, a menor meia-vida obtida € indicativo, neste
momento, de maiores danos sofridos pelas aves, necessitando de répida
renovacgao celular para restabelecer a mucosa intestinal desses frangos.

Os maiores tempos de meia-vida foram observados no tratamento com
inclusdo de antibidtico (38,27h) e com 0,15% (35,29h) e 0,20% (32,92h) de
butirato de sdédio indicando que ambos aditivos foram eficazes em controlar a
infeccdo promovida pelas Eimérias e diminuir a destruicdo celular. As dietas com
maiores inclusdes (1.500 e 2.000 mg/kg) de butirato de sodio apresentaram
valores mais altos de meia-vida, sugerindo que o acido pode ter protegido o
intestino contra a infecgdo por Eimerias, refletindo entdo, em maiores alturas e
larguras de vilosidades no duodeno dos frangos aos 42 dias de idade.

O tratamento com incluséo de 0,10% de butirato apresentou valor de meia-
vida intermediario (26,32h) entre os demais, demonstrando que este nivel de
acido pode nao ter sido suficiente para proteger a mucosa dos danos causados

pelos protozoarios inoculados.
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A integridade das células intestinais é essencial para o desenvolvimento da
ave, pois os processos de absor¢ao de nutrientes dependem de mecanismos que
ocorrem na mucosa (MACARI; FURLAN, 2005). Ao analisar-se os resultados de
turnover intestinal € evidente a acdo do &cido sobre a mucosa, assim como do
antibiético, porém estes efeitos ndo foram expressos no desempenho dessas
aves, sugerindo que os niveis utilizados (0,15% e 0,20%) foram eficazes em
proteger as aves apenas a nivel celular. Assim, com os achados obtidos,
evidenciou-se que o acido butirico pode ser utilizado pelos enterécitos para
estimular o desenvolvimento e o funcionamento do intestino, mas nao melhorar o
desempenho dos frangos de corte isoladamente (WU et al., 2018).

E importante salientar que ao usar aditivos alternativos necessita-se
considerar o desafio imposto as aves para que se entenda seu mecanismo de

acdo frente as respostas que serdo obtidas.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que ndo houve efeito da inclusdo de butirato de sodio
microencapsulado, nas doses utilizadas neste estudo, sobre o desempenho de
frangos de corte até 42 dias de idade, assemelhando-se a avilamicina. Porém,
evidencia-se que o butirato permite a manutencao da integridade intestinal pos-
desafio com oocistos de Eimeria acervulina, E. maxima e E. tenella em doses de

0,15 (1.500) e 0,20% (2.000 mg/kg).
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