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PREBIOTICOS NA ALIMENTACAO DE FRANGOS DE CORTE:
DESEMPENHO E ACAO IMUNOMODULATORIA
RESUMO. Para avaliar a inclusdo de diferentes combinagdes e niveis de prebidticos em
substitui¢do aos antibioticos melhoradores de desempenho, dois experimentos foram
delineados. No primeiro estudo, 1250 pintos de corte machos, linhagem ROSS AP95,
foram casualmente distribuidos em 5 tratamentos, com 10 repeticdes cada, objetivando
testar diferentes propor¢cdes de mananos com P-glucanos e frutoligossacarideos com
galactoligossacarideos, combinados e incluidos em dietas de frangos de corte. Os
tratamentos consistiram de: CP, dieta basal (DB) +AMD; DB+BUT: DB + Butirato de
Calcio; GM1/3+FG2/3: DB + GLUCANMOS (1/3 da mistura) : FOS:GOS (2/3 da
mistura); GM1/2+FG1/2: DB + GLUCANMOS (1/2 da mistura) : FOS:GOS (1/2 da
mistura); GM2/3+FG1/3: DB + GLUCAN MOS (2/3 da mistura) : FOS:GOS (1/3 da
mistura). No segundo estudo, 1250 pintos de corte machos, linhagem ROSS AP95, foram
casualmente distribuidos em 5 tratamentos, com 10 repeti¢des cada, objetivando testar
diferentes niveis de inclusdo de GLUCANMOS (67% da mistura) associado a FOS:GOS
(1:1). Os tratamentos consistiram de: CP, dieta basal (DB) +AMD; 0,1%; 0,2%; 0,3% e
0,4% de inclusdo da mistura prebidtica. Foram avaliados o desempenho, peso relativo de
orgaos, barreiras fisicas e imunologicas dos segmentos do intestino delgado (integridade
de vilosidades, células caliciformes e linfocitos intraepiteliais), histomorfometria de
Bursa de Fabricius e contagem diferencial de leucdcitos no sangue, ainda, foram
quantificados os acidos graxos de cadeia curta nos cecos ¢ realizada contagem de
unidades formadoras de coldnias de E. coli e teste da atividade inibitoria in vitro das
substancias antagdnicas produzidas pelas amostras do pool de bactérias acido laticas
cecais frente a Salmonella enterica serovar Heidelberg. Os dados foram submetidos a
ANOVA seguida de teste de médias de Tukey (5%), as contagens sanguineas foram
submetidas ao teste de medianas de Kruskal-Wallis (5%), no segundo estudo,
adicionalmente, foi realizada andlise de regressdao para os niveis. As alteragdes na
histomorfometria intestinal, de Bursa, microbiologia ¢ microambiente cecais, nao
refletiram no desempenho das aves ao final do periodo de criacdo, independente dos
tratamentos aplicados. Considerando que nao ha prejuizo ao ganho de peso, ¢ possivel
recomendar as combinagdes € niveis prebidticos em substituicdo aos AMD, a decisdao

recai entdo no fator prego e no retorno financeiro esperado ao investimento no produto.

Palavras-chave: AGCC, Antibidtico, FOS, GOS, MOS, Salmonella.
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PREBIOTICS IN BROILER FEEDING: PERFORMANCE AND
IMMUNOMODULATORY ACTIVITY
ABSTRACT. Aiming to evaluate the effects of different combinations and levels of
prebiotics included in broiler chicken diets, replacing performance-enhancing antibiotics
(PEA), on the birds’ performance and health, two experiments were delineated. For the
first study, 1250 male ROSS AP95 day-old chicks were randomly distributed in 5
treatments, with 10 experimental units each, to test different proportions of mannan with
B-glucans and fructoligosaccharides with galactoligosaccharides, combined and included
in diets. Treatments consisted of: positive control (PD), basal diet (BD) + PEA; BD +
BUT: BD + Calcium Butyrate; GM1 / 3 + FG2 / 3: BD + GLUCANMOS (1/3 of the
blend): FOS: GOS (2/3 of the blend); GM1 /2 + FG1 / 2: BD + GLUCANMOS (1/2 of
the blend): FOS: GOS (1/2 of the blend); GM2 /3 + FG1 / 3: BD + GLUCAN MOS (2/3
of the blend): FOS: GOS (1/3 of the blend). In the second study, 1250 male ROSS AP95
day-old chicks were randomly distributed in 5 treatments with 10 experimental units each,
to determine the optimal inclusion level of GLUCANMOS (67% of the mixture)
associated with FOS: GOS (1: 1). Treatments consisted of positive control (PC), basal
diet (BD) + PEA; 0.1%; 0.2%; 0.3% and 0.4% inclusion of the prebiotic mixture.
Performance, relative organs weight, physical and immunological barriers of the small
intestine segments (integrity of villi, goblet cells and intraepithelial lymphocytes), Bursa
of Fabricius histomorphometry and differential leukocyte count in the blood; short chain
fatty acids quantification in cecal content, counts of E. coli colony forming units and in
vitro test of inhibitory activity of the antagonistic substances produced by the samples of
the cecal lactic acid bacterial pool against Salmonella enterica serovar Heidelberg were
also evaluated. Data were submitted to ANOVA followed by Tukey means test (5%),
blood counts were submitted to Kruskal-Wallis median test (5%), in the second study,
regression analysis was performed for levels. Changes in intestinal and Bursa
histomorphometry, microbiology and cecal microenvironment, did not reflect on birds
performance at the end of the breeding period, regardless of the treatments applied.
Considering that there is no damage to the productive traits, it is possible to recommend
the combinations and prebiotic levels in substitution of PEA, the decision for the
combination to be adopted then falls on price factor and expected financial return to the

investment in the product.

Key words: Antibiotic, FOS, GOS, MOS, Sal/monella, SCFA.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. INTRODUCAO

A avicultura brasileira € o setor da producéo animal mais moderno e eficiente do pais,
além de um dos mais competitivos em nivel mundial. Um dos fatores que contribui para
0 aumento da produtividade é, sem davida, a utilizacdo de aditivos na dieta. O termo
aditivo inclui todas as substancias, as quais, quando adicionadas as racfes, sdo capazes
de melhorar o desempenho animal ou as caracteristicas fisicas dos alimentos (SILVA,
2000; ARAUJO et al.,2007).

A busca constante por uma alta produtividade, visando sempre a qualidade do produto
final com o menor custo possivel, fez com que a incluséo de antibi6ticos como promotor
de crescimento na alimentacdo animal fosse inevitavel, seu uso na racdo impede que 0s
microrganismos patogénicos se multipliguem no intestino do animal, permitindo assim
que os nutrientes da dieta sejam aproveitados em tecidos de interesse zootécnico ao inves
de gerar desvios como ao sistema imune, por exemplo. Entretanto, o uso dos antibiéticos
em concentracBes subterapéuticas por mais de 50 anos, resultou no desenvolvimento de
populacdes bacterianas resistentes nos animais € no homem. Diante disso, grupos de
consumidores comecgaram a apresentar restricdo ao consumo de produtos avicolas que

tem antibioticos incluidos na alimentacdo das aves.

Uma dessas alternativas é a utilizacdo de prebidticos, probidticos e simbidticos,
moléculas que demonstram eficiéncia na modulacéo benéfica da microbiota intestinal, na

resposta imunolégica e no desempenho zootécnico sem aumentar os custos de producéo.

A partir dessa premissa, 0s estudos com substitutos de antibiéticos na alimentacao
animal e a busca por compostos que possam melhorar a sadde animal e mantenham a
produtividade e qualidade dos produtos finais intensificaram-se; sendo que a utilizagédo
de prebidticos, probidticos, acidos organicos, enzimas, aminoacidos, vitaminas, extratos
e Oleos vegetais e também microminerais, tém sido estudada (HANNAS & PUPA, 2003;
VOGT, 2005; SANTURIO etal., 2007; RIBEIRO et al., 2008; FASCINA, 2011; RAMOS
etal., 2011; OBA et al., 2012). As recentes pesquisas sobre o assunto avaliam a agéo dos
produtos alternativos sobre microrganismos patogenos, bem como as acOes

imunoestimuladoras e de protecdo morfofuncional do intestino.



2. PREBIOTICOS: CONCEITO E HISTORICO

Os estudos sobre os prebioticos e sua relacdo com saude humana iniciam-se ja na
década de 1950, com a descoberta de que o leite humano possui compostos que atuam
como inibidores de adesdo de bactérias patogénicas na superficie epitelial e,
consequentemente, potencializavam o crescimento das populacGes de bifidobactérias e
lactobacilos, aliviando os sintomas de encefalopatia hepatica em bebés (WALKER;
DUFFY, 1998; NICOLI; VIEIRA, 2000); esses resultados incentivaram o estudo de
novos compostos ndo digestiveis sobre a microbiota intestinal e seus possiveis beneficios
a salde (KULLEN et al., 1998; SHEEHY; MORRISSEY, 1998; STRICKLING et al.,
2000).

Gibson e Roberfroid (1995) definem prebidticos como ingredientes alimentares que
sdo digeridos na porcdo proximal do trato gastrintestinal de n&o-ruminantes e que
proporcionam efeito benéfico ao hospedeiro via estimulagéo seletiva do crescimento e/ou
metabolismo de um determinado grupo de bactérias no colon. Andreatti Filho e Silva
(2005) complementam que, para ser considerada molécula prebidtica, o ingrediente,
ainda, ndo poder ser hidrolisado nem absorvido no intestino delgado, seja capaz de
selecionar populacBes benéficas bacterianas por ser substrato seletivo especifico e essa
alteracdo seja favoravel ao hospedeiro, induzindo efeitos benéficos sistémicos ou em

nivel da luz intestinal.

Portanto, com base nessa definicdo, carboidratos indigestiveis, alguns peptideos,
lipideos, fibras e alguns alcoois de agucares podem ser considerados prebidticos. As
substancias mais extensivamente estudadas como prebi6ticas sdo os oligossacarideos,
principalmente  frutoligossacarideos  (FOS), glucoligossacarideos (GOS) e
mananoligossacarideos (MOS). Os oligossacarideos sdo carboidratos constituidos de
cadeias curtas de polissacarideos, compostos de trés a dez acUcares simples ligados entre
si (SILVA, 2000; ANDREATTI FILHO; SILVA, 2005; JUNQUEIRA; DUARTE, 2005);
FOS, por sua vez, sdo polimeros ricos em frutose, de origem natural e derivados de plantas
(inulina) como a chicdria - sua principal fonte para obteng&o industrial - alcachofra, délia,
alho e cereais; ou sintéticos, resultantes da polimerizacdo da frutose (GIBSON;
ROBERFROID, 1995; JI; TIVEY, 1998); GOS e MOS sdo obtidos a partir da parede



celular de leveduras e contem glucose e manose, respectivamente, como os dois principais

acucares em proporcdes semelhantes e N-acetilglucosamina.

Silva e Nornberg (2003), concluiram que prebioticos sdo compostos biologicamente
seguros a saude humana e animal, contudo, as respostas biologicas na nutricdo animal
nem sempre sdo evidenciadas, o0 que pode estar relacionado com a composi¢éo quimica
dos demais ingredientes, com a dosagem adicionada, com a adaptacgéo e a seletividade da
microbiota ao prebiotico ou ao nivel de estresse do animal. De maneira que estudos com

diferentes niveis, combinacdes e tipos de prebidticos sdo altamente justificaveis.
3. PRINCIPAIS PREBIOTICOS
3.1. Mananoligossacarideos

O mananoligossacarideos (MOS), quando adicionado as dietas animais, consiste de
fragmentos de parede celular de Saccharomyces cerevisae com uma estrutura complexa

de manose fosforilada, glucose e proteina (SPRING, 2000).

A parede celular é separada do conteudo intracelular, e a solugdo contendo MOS é
evaporada em baixa temperatura (spray dried) para evitar a destruicdo da parte funcional
da molécula de MOS, a separacdo pode ainda dar-se por tratamento enzimatico (Spring
et al., 2004).

Os MOS atuam como ligantes de alta afinidade, pois proporcionam sitios de adsorcéo
competitiva para determinada classe de bactérias, os patdgenos gram-negativos com
fimbrias tipo-1 manose especificas, como a Salmonella e Escherichia coli aderem-se aos
MOS e ndo as células epiteliais, e sdo eliminados com a excreta, prevenindo assim, a
colonizagdo do trato responsavel por doencas, ainda permitindo que sejam apresentados
as células imunoldgicas como agentes atenuados, antes de serem eliminados do intestino
(Santos Junior, 2005).

Leslie (1996) wverificou que a microbiota benéfica pode utilizar o0s
mananoligossacarideos como fonte de energia, ao contrario da maioria dos patogenos. Os
beneficios dos MOS estendem-se a modificacdo da flora intestinal, a redugdo na taxa de
turnover da mucosa e a modulagdo do sistema imune no limen intestinal, traduzidas em
potencial de aumento na taxa de crescimento, na eficiéncia de converséo alimentar e na
viabilidade das criacdes (SHANE, 2001).



3.2. B-glucanos

Os B-glucanos sao polissacarideos constituintes da parede celular de levedura, fungos
e alguns cereais, que se diferenciam entre as unidades de ligacdo de glicose da cadeia
principal e pelas ramificacfes que se ligam a essa cadeia. Quase 75% do peso seco da
parede celular das leveduras sdo compostos por polissacarideos. A estrutura da parede
celular é constituida por um complexo de 1,3-D-glucano, 1,6-D-glucano e quitina,
enguanto os componentes amorfos da matriz, como a camada fibrilar, localizada na
parede da superficie da célula consiste de mananoproteina. Enquanto os D-glucanos e
quitina sdo responsaveis pela rigidez da parede celular e definem sua morfologia e forma,
mananoproteinas e sua porcdo de carboidratos D-manano, sdo responsaveis pelo
reconhecimento e interacGes célula-célula, interagdes com o ambiente e determinam a
especificidade imunoldgica da levedura (RUIZ-HERRERA, 1992).

Os pB-glucanos apesar de serem considerados fatores antinutricionais, também
promovem o crescimento de bactérias acido lacticas (benéficas) no intestino grosso,
constituindo importante funcédo para o controle de bactérias nocivas (O"CONNELL et al.,
2005). Além disso os B-glucanos tem recebido especial atencdo por sua bioatividade,
principalmente no que se refere a imunomodulagéo. De acordo com Magnani e Castro-
GOmez (2008) estes sdo designados como modificadores da resposta bioldgica, pois, ao
serem reconhecidos pelo organismo desencadeia uma série de eventos na resposta imune.
A modulagdo dos p-glucanos inclui a ativagdo de macrofagos e linfocitos

polimorfonucleares, além da inducéo da expressdo de diversas citocinas.

3.3. Frutoligossacarideos

Os frutoligossacarideos (FOS) sdo componentes de origem natural e sua biossintese
ocorre amplamente na natureza. Podem ser encontrados em quantidades expressivas em
alimentos como, cebola, banana, alcachofra, alho, raizes de almeir&o, beterraba (GIBSON
e ROBERFROID, 1995; HATERMINK, VANLAERE e ROMBOUTS,1997) e na raiz da
yacon (GOTO et. al., 1995).

O emprego e a utilizagdo de FOS como ingredientes alimentares tem crescido
consideravelmente devido suas caracteristicas de fibra (NINESS, 1999). Muitos



alimentos de interesse humano, como bebidas lacteas, doces, balas, sobremesas e geleias,
apresentam FOS em sua formulagdo (TANAKA e MATSUMOTO, 1998).

Quimicamente os FOS sdo formados por oligbmeros de frutose que sdo compostos de
1- cestose, nistose e frutofuranonosil nistose em que as unidades de frutosil sdo ligadas
na posi¢ao B(2-1) da sacarose, 0 que os distingue de outros oligbmeros (YUN, 1996).
Esse tipo de ligacdo confere aos FOS a resisténcia a digestdo ou hidrdlise digestiva
(FAGUNDES e COSTA, 2003), permitindo sua chegada intacta aos sitios de fermentacao

microbioldgica.

Nas plantas, a sintese dos frutoligossacarideos inicia-se a partir da transferéncia de
uma unidade de frutose entre duas moléculas de sacarose, portanto alguns FOS
apresentam uma molécula de glicose na extremidade da cadeia (GIBSON e
ROBERFROID, 1995).

O grau de polimerizagdo (GP), definido pelo nimero de unidades de
monossacarideos, é usado para definir e classificar as moléculas de FOS e inulina, sendo
que os FOS apresentam GP<10 e a inulina GP de 2 a 60 (SPIEGEL, ROSE e
KARABELL, 1994; YUN, 1996). O tamanho das cadeias de inulina e de FOS também é
responsavel pelas diferentes propriedades desses compostos. A inulina é menos sollvel,
apresenta cadeias longas (GP até 60) e capacidade para formar microcristais quando
misturada com agua e leite (GIBSON, WILLIS e VAN LOO, 1994). Esses microcristais

formam mistura cremosa que da a sensacao de presenca de gordura (NINESS, 1999).

Os FOS, por sua vez, apresentam cadeias curtas (GP 2-9) e sdo altamente
higroscopicos. Sua capacidade de retencdo de dgua é superior a da sacarose e similar a do
sorbitol. Tratando-se de carboidratos ndo-redutores ndo participam nas reacOes de
Maillard (DREVON e BORNET, 1992). Essas fibras alimentares sdo altamente estaveis,
suportam pH acima de 3 e temperatura superior a 140°C (BORNET, 1994). Sua
solubilidade em &gua atinge 80% a 25°C. Também séo soltveis em etanol a 80%, pH 2 e
0°C, diferentemente de outros polissacarideos (VAN LOO et al., 1998; QUINTEROS,
2000).



3.4. Galactoligossacarideos

Os galactoligossacarideos (GOS) sdo produzidos a partir da lactose por atividade de
transgalactosilacdo da enzima p-galactosidase. A enzima B-D-galactosideo galacto-
hidrolase, designada usualmente como [B-galactosidase, € igualmente responsavel pela
reacdo de hidrdlise da lactose, formando galactose e glicose. O sitio ativo da -
galactosidase possui habilidade similar tanto para hidrolisar a lactose quanto para
transgalactosilar a galactose (JURADO et al., 2002). Os oligossacarideos obtidos a partir
da transgalactosilagdo da galactose por a¢do da f-galactosidase em substratos ricos em
lactose sdo principalmente formados por estruturas com ligagdes B-1,4 e B-1,6

(MACFARLENE et al., 2008).

A formacdo de GOS ocorre a partir de um substrato rico em lactose, notadamente o
leite, 0 soro de leite ou uma mistura entre ambos. O acréscimo de soro de leite a uma base
lactea que serve de substrato a acdo da [-galactosidase implica no aumento da
disponibilidade de lactose no meio, no incremento de proteina e na reducédo da atividade
de 4gua. A taxa de conversdo da lactose aumenta com o incremento da concentracdo
inicial do substrato, tendo em vista o efeito de reducéo da atividade de 4gua na solugédo
(PESSELA et al., 2003).

Muitos sdo os efeitos benéficos dos GOS citados na literatura: modificacdo
significativa na microflora colonizadora do cdélon; estimulo a producéo de nutrientes;
decréscimo no pH do cdlon e maior producdo dos acidos graxos de cadeia curta;
incremento na excregdo fecal de massa seca; aumento na umidade do bolo fecal através
de pressdo osmotica; inibicdo da diarreia; efeito protetor contra infecgdes nos tratos
gastrintestinal, respiratdrio e urogenital; aumento na capacidade de absor¢éo de diferentes
minerais, como o calcio; efeito benéfico no metabolismo de carboidratos e de lipidios e
reducdo do risco de cancer de colon (MUSSATTO e MANSILHA, 2007).



4. UTILIZACAO DE PREBIOTICOS COMO ADITIVOS ALIMENTARES E
SEUS OBJETIVOS

4.1. CONTROLE DE BACTERIAS PATOGENICAS

Prebidticos constituidos por xilose, frutose, galactose, manose e glicose, recebem
atencdo especial e se mostram particularmente promissores no campo de estudo de
controle e reducdo de carga bacteriana patogénica (GIBSON E ROBERFROID, 1995).
Alguns demonstrando capacidade de protecdo contra Salmonella pela disponibilidade de
sitios de ligacdo para estas bactérias e posterior expulsdo do trato digestivo
(CHARALAMPOPOLUS E RASTALL, 2009). Spring et al (2000), estudaram a
capacidade de diversas cepas bacterianas em aglutinar mananoligossacarideos em
preparos de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), e demonstraram que cinco em sete
cepas de E. coli e sete de dez cepas de Salmonella enteritidis aglutinaram MOS e células

integras de S. cerevisiae.

4.2. DESEMPENHO E BIODISPONIBILIDADE DE NUTRIENTES

O efeito saciogénico dos prebioticos deriva de estimulo a producdo de peptideo
intestinal anorexigénico (GLP-1, peptideo semelhante a glucagon 1) e declinio na
producéo de peptideo orexigénico (GHrelina). Estes peptideos entero-enddcrinos regulam
diversos processos metabdlicos e fisioldgicos, criando uma ponte entre intestino e cérebro
(WYNNE et al., 2005).

Xu et al. (2003) verificaram um efeito dose-dependente de FOS em ganho de peso
diario em frangos de corte. Aumento de peso de carcaca e de peso de gordura abdominal
foram observados em frangos suplementados com MOS e inulina (SAMARASINGHE et
al, 2003;. YUSRIZAL E CHEN, 2003).

A digestibilidade da proteina pode ser negativamente impactada pelo consumo de
prebioticos. A diminuicdo do metabolismo de proteinas e aumento na fermentagédo
intestinal culminam em maior quantidade de nitrogénio fixado em biomassa bacteriana,
isto sugere um incremento de massa fecal, mudando a direcdo da excrecdo de ureia do
sangue da urina para as fezes. Estas bactérias tambem convertem amonia neutra para

NH,4*, assim, bloqueando sua absorcédo, sendo excretada através das fezes ao invés dos



rins. Em pintos jovens, a digestibilidade de amino&cidos e a energia metabolizavel
diminuiram em resposta a suplementacéo com prebidtico (BIGGS et al., 2007), ao passo
que a digestibilidade da fibra foi melhorada (p <0,05) devido a suplementacdo com MOS
(PAWAR et ai, 2008; KORE et al, 2009) e prebidtico derivado de alcachofra (SAMAL
etal., 2012).

4.3. RESPOSTA IMUNOLOGICA

A resposta imunologica das aves é formada pela imunidade natural/inata e
adquirida/especifica. A imunidade inata ndo s6 € responsavel pela primeira linha de
defesa contra microrganismos, mas também participa da indugdo de respostas imunes
especificas, a qual é composta de imunidade humoral e celular. O desenvolvimento destas
respostas especificas € desencadeado somente apOs contato com o antigeno e possui
especificidade no reconhecimento dos invasores e o desenvolvimento da memoria;
portanto, resulta em uma resposta mais rapida do que ocorre na exposi¢do primaria
(KOGUT, KLASING; 2009).

Os frangos de corte tém estruturas linfoides distribuidas ao longo do trato
gastrintestinal, podendo apresentarem-se de forma difusa ou agregados. Os componentes
difusos incluem os linfocitos intraepiteliais, bem como da mucosa e lamina prépria; os
componentes agregados incluem as Placas de Peyer, tonsilas cecais e a Bursa de
Fabricius. O estimulo imunol6gico da mucosa favorece a producdo de anticorpos IgA,
principalmente nas Placas de Peyer, que bloqueiam os receptores e reduzem o nimero de
bactérias patogénicas na luz intestinal (OLAH; VERVELDE, 2008).

Carboidratos ndo digeriveis como 0os MOS podem estimular o tecido linfoide
associado ao intestino (GALT), bem como o Sl sistétmico. Uma hipo6tese do
funcionamento desse mecanismo de acao sugere que os receptores tipo Toll, presentes na
membrana celular das células do GALT, possuem a capacidade de identificar moleculas
denominadas PAMPs (“pathogen-associated molecular patterns™), as quais identificam o
antigeno. As PAMPs podem ser encontradas em componentes da parede celular de
levedura como mananos e glucanos juntamente com outras moléculas microbianas, tais

como peptidoglicano, lipopolissacarideo e glicolipideos (BALLOU, 1970).



10

Os MOS, vinculados aos macrdfagos, sdo reconhecidos como agucares especificos
encontrados em glicoproteinas da superficie bacteriana, desencadeando uma reacao em
cascata que acabaria por ativar macréfagos e promover a liberacao de citocinas, ativando
a resposta imune adquirida (COLLET, 2000).

Segundo alguns autores (SAVAGE; COTTER; ZAKRZEWSKA,, 1996;
SHASHIDHARA; DEVEGOWDA, 2003), este prebiotico também apresenta
propriedades imunomodulatdrias, pois 0s MOS, em niveis elevados, aumentam a resposta
dos anticorpos protetores e melhoram a resisténcia a doencas reduzindo a resposta aguda
(SILVA et al., 2009). A reducdo da resposta imunoldgica aguda é fundamental para
melhorar o desempenho dos animais, uma vez que essa resposta, ao ocorrer, € a que

demanda mais tempo e recursos organicos do animal.

Além do efeito imunoestimulante e/ou imunomodulador préprio dos MOS, os
prebidticos podem apresentar efeitos benéficos indiretos sobre o SI. Ao melhorar a saude
intestinal, beneficiam a absorc¢do de nutrientes fundamentais ao bom funcionamento do
Sl, tais como Zn, Cu, Se (SHASHIDHARA; DEVEGOWDA, 2003). Da mesma forma,
bactérias produtoras de acido latico, as quais possuem seu crescimento favorecido pelo
prebidtico, produzem substancias imunomoduladoras que reagem com o Sl em diferentes
niveis, incluindo a producdo de citocinas, células mononucleares e a fagocitose dos
macrofagos, bem como a inducdo de grandes quantidades de imunoglobulinas,
especialmente IgA (CUMMINGS; MACFARLANE, 2002).

Dados relacionados a imunidade celular sdo escassos na literatura, sendo necessarios

mais estudos referentes a seus efeitos sobre a atividade do sistema imunoldgico.

4.4. REDUCAO DO USO DE ANTIBIOTICOS NA PECUARIA

Eubidticos, tais como pre-, pro- e simbidticos, tem sido estudados, e s&o 0s principais
focos destes estudos, pelo seu potencial em substituir antibioticos como melhoradores de
desempenho em dietas animais, e, consequentemente, reduzir a possivel resisténcia
bacteriana gerada por aqueles. Os efeitos desejados nos animais sdo principalmente,
assim como os desejados aos antibidticos, a manutencgéo de altas taxas de produtividade,

particularmente em aves e suinos, ou diminui¢do da emissdo de metano por ruminantes
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(CHARALAMPOPOLUS; RASTALL, 2009). O consumo de prebidticos em longo prazo
e de maneira profilatica é mais segura a medida que ndo causa efeitos colaterais, como
diarreia, sensibilidade a radiacdo UV e lesGes hepaticas associadas aos antibioticos, bem
como nado estimulam a selecdo de genes associados a resisténcia bacteriana e resposta
inflamatoria alérgica (FERKET, 2003; LEE; SALMINEN, 2009).

4.5. SAUDE INTESTINAL
4.5.1. FERMENTACAO E MICROBIOLOGIA

Prebioticos sdo fermentados no intestino posterior por bactérias benéficas, resultando
na producdo de acidos organicos (&cido lactico e AGCC como acetato, propionato e
butirato) e gases (CO2, CHs4 e H>), sendo os primeiros extensivamente absorvidos,
representando uma forma do hospedeiro recuperar parte da energia presente nestes
carboidratos indigestiveis. A producdo de acido provoca a protonacdo de NH3
potencialmente toxico (e aminas) para produzir NH4*. Este NH4 ndo é difusivel, causando
queda nos niveis de NHz sanguineos. A queda no pH cecal devido a atividade acido-latica
pode favorecer a proliferacdo de populacdes bacterianas como Lactobaccilus e
Bifidobacterium, bactérias que sdo capazes de utilizar NHs como fonte primaria de N,

promovendo queda nas suas concentra¢des sanguineas e intestinais.

Prebioticos estimulam seletivamente o crescimento de Bifidobacterium SP.,
Lactobacillus SP. e determinadas bactérias produtoras de butirato (PRESTAMO et al.,
2003; HUANG et al., 2012; RAMNANI et al, 2012; CARDONA et al, 2013; FECHNER
etal, 2013; DUENAS et al., 2015). Ao mesmo tempo, suprimem o crescimento de E. coli
toxinogeénica e bactérias proteoliticas como Clostridium perfringens, Streptococcus SP.,
peptococci, bacilli, Staphylococcus SP., bacteriodaeceae, pseudomonad, leveduras e
mofos (SAMARASINGHE et al., 2003; CAO et al., 2005; NAVIDSHAD et al., 2015).
Em aves, observa-se a diminui¢do nas contagens de Salmonella sp. e Campylobacter SP.
(YUSRIZAL; CHEN, 2003). A microbiota simbidtica inibe patdgenos através de uma
variedade de mecanismos que depende da espécie microbiana e 0 ecossistema em que
elas residem. Os mecanismos mais provaveis sdo exclusdo competitiva e resisténcia a

colonizacdo, producdo de metabolitos tdxicos ou agentes antimicrobianos (reducéo de
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pH, acidos produtos de fermentacdo, bacteriocinas, etc.) contra bactérias patogénicas,
competicdo por nutrientes e receptores na superficie epitelial, estimulacdo do sistema

imunoldgico e aumento no valor osmotico no limen intestinal.

A adicdo de MOS reduz a excrecéo fecal de Escherichia coli com associado aumento
na contagem de Lactobacillus sp. (PAWAR et al., 2008; KORE et al., 2009). As
contagens de Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. foram aumentadas
significativamente (p < 0,05) no conteddo cecal de ratos alimentados com chicoria,
indicativo de melhor fermentacdo cecal (SAMAL et al., 2015). Da mesma forma, as
contagens fecais de Bifidobacterium sp. e Lactobacillus sp. foram significativamente
maiores em cdes alimentados com chicdria, entretanto as contagens fecais de Escherichia
coli e Clostridium sp. ndo foram alteradas (SAMAL et al., 2012). Modesto et al. (2009)
relataram que FOS do aclUcar de beterraba no nivel de 4% tende a aumentar a
Bifidobacterium sp enddgena. A Contagem Total de Microrganismos Viaveis (TVC)
intestinais e E. coli foram menores (p < 0,01) em aves recebendo dieta contendo MOS,
enguanto a contagem de Staphylococcus sp., leveduras e mofos permaneceu inalterada.
A TVC na carne de peito e coxa também foi baixa (p < 0,05) em frangos de corte
alimentados com dietas contendo 0,2% de MOS (ELANGOVAN et al., 2005).

O uso de Bio-MOS em frangos de corte Vencob melhorou a qualidade de carcaga,
reduzindo o peso do figado, peso de coracéo e percentual de gordura abdominal, além de

reduzir a contagem de Escherichia coli (MUNJ et al, 2010).

KLEESSEN et al. (2003) observaram reducdo no nimero de C. perfringens e uma
reducdo nos niveis de endotoxinas bacterianas adicionando xarope de chicéria em 0,5%
na agua de bebida de frangos de corte. Thitaram et al. (2005), estudando diferentes niveis
de IMO, demonstraram aumento em Bifidobacterium sp. e significativa reducdo de S.

enterica sorovar typhimurium inoculada presente no ceco de frangos de corte.

Da mesma forma, GOS mostrou um aumento significativo na populacao intestinal de
Bifidobacterium sp. (JUNG et al., 2008). ConcentracGes de levedura intestinal e fecal
aumentaram em resposta a suplementacdo de FOS e trans-galactoligossacarideos
(MIKKELSEN et al., 2003). Herfel et al. (2011) observaram aumento da populacgéo ileal
de Lactobacillus sp., aumento nas concentragdes de acido propionico e lactico e reducgéo

no pH, avaliando o efeito prebidtico de polidextrose.
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4.5.2. MORFOLOGIA INTESTINAL

Aves recém-eclodidas tém seu sistema gastrintestinal imaturo, e sofrem processos
adaptativos, buscando maior eficiéncia nos processos de digestao e absorcao. Na eclosédo
o sistema digestorio da ave esta anatomicamente completo, mas sua capacidade funcional
ainda ndo, assim o trato gastrintestinal sofre grandes alteracdes morfologicas e
fisioldgicas. As alteracdes morfologicas mais evidentes sdo: 0 aumento no comprimento
do intestino, na altura e densidade dos vilos, no niumero de enterdcitos e nas celulas
caliciformes. As alteragdes fisiologicas estdo relacionadas com o aumento da capacidade
de digestdo e de absorcao do intestino, que ocorrem por aumento da produgéo de enzimas
digestiveis. Essas alteracdes irdo proporcionar um aumento na area de superficie de

digestéo e absorcéo.

Entretanto, os processos de absor¢édo sdo dependentes dos mecanismos que ocorrem
na mucosa intestinal (MACARI; MAIORKA, 2000). O desenvolvimento da mucosa é
estimulado por agentes troficos, ou seja, aqueles que estimulam o processo mitotico na
regido cripta-vilo, e como consequéncia ha o aumento do nimero de células e tamanho
do vilo (MACARI; MAIORKA, 2000; MAIORKA, 2001). Primariamente ha 2 eventos
citologicos associados: renovacdo celular (proliferacdo e diferenciacdo das células
totepotentes localizadas na cripta e ao longo dos vilos) e, perda de células por descamacéo
que ocorre naturalmente no apice dos vilos (UNI et al., 1996; MAIOKA, 2001). Em
frangos de corte essa renovacgdo celular é de 72 a 96 horas, 0 que corresponde a 10% do
seu ciclo de vida.

O equilibrio entre os dois processos (perda e proliferacdo celular) determina um
turnover (proliferacdo — migracdo — extrusao) e assegura a manutencdo do numero de
células e da capacidade funcional do epitélio. No entanto, quando o intestino responde a
algum agente estimulador a favor de um deles, deve ocorrer uma modificagdo na altura
dos vilos (MACARI et al., 1994; UNI et al., 1996).

Se ocorrer um aumento na taxa de proliferacdo (mitose) com auséncia, diminuigdo ou
manutencdo da taxa de extruséo (perda celular) haverd um aumento no nimero de células

e, consequentemente, observa-se um aumento na altura e densidade dos vilos e
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microvilos, resultando na maior taxa de digestdo e absorcdo (MAIORKA, 2001,
FURLAN etal., 2004). Logo, caso ocorra um aumento na taxa de extrusao (perda celular),
havera uma reducao no tamanho do vilo e ocorrera um aumento na producdo de células
da cripta, com consequente aumento na profundidade de cripta (MAIORKA, 2001;
FURLAN et al., 2004)

As celulas caliciformes presentes nos vilos e criptas, também possuem um importante
papel na manutencdo e desenvolvimento do epitélio intestinal. Estas sdo secretoras de
muco, possuem funcdo de proteger o epitélio durante a digestdo, contra e quando da
passagem de alimento e poder lubrificante sobre alimentos solidos. Outro papel
importante do muco seria na protecdo contra infec¢des, ao funcionar como uma barreira
protetora impedindo o contato de microrganismos com as células epiteliais. Portanto, as
células caliciformes aumentam a producdo de muco em caso de jejum ou alteracdes na
dieta, pois estas situacdes podem ocasionar reducéo na camada de muco e propiciar agéo
de bactérias e protozoarios patogénicos que causam destruicdo da mucosa (FURLAN et
al., 2004).

Na literatura, trabalhos tém indicado que prebidticos, probidticos e simbidticos podem
melhorar a integridade da mucosa intestinal, mostrando assim um efeito tréfico e

consequentemente melhorando também o desempenho das aves (LODDI, 2003).

Flemming (2005) relata que o aumento da producdo de acidos graxos volateis
(acético, propidnico e butirico) e lactato, produzidos pelos lactobacilos presentes nos
probidéticos, promoveriam a diminuicdo do pH do trato intestinal, com inibicdo de
bactérias patogénicas e estimulo a proliferacdo de enterdcitos, favorecendo assim a
manutencdo da integridade da mucosa intestinal e viabilizando a total capacidade de

absorcéo intestinal das aves.

Macari e Maiorka (2000) relataram a capacidade indireta dos prebidticos em
modificar as caracteristicas da mucosa intestinal, favorecendo os mecanismos de

proliferacdo celular por permitir maior sanidade da mucosa intestinal.

Apesar de haver grande nimero de experimentos mostrando a a¢do dos prebioticos,
probidticos e simbioticos sobre a morfologia intestinal, os resultados se apresentam

contraditorios, pois seus mecanismos de agdo sobre a mucosa intestinal ndo sé&o
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totalmente elucidados. Entretanto, diversos estudos demonstram que estes aditivos sao
um importante alternativa ao uso de antibidticos e que podem trazer beneficio a saude das

aves.

5. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GLOBAL

Frente a crescente proibicdo da utilizagdo de antibioticos melhoradores de
desempenho e visando seguranca do alimento, sustentabilidade, responsabilidade
ambiental e financeira, adequacdo dos sistemas produtivos e manutencdo da
produtividade, torna-se necessaria a busca e pesquisa de compostos alternativos seguros
e eficazes aos AMD tradicionalmente utilizados na producg&o avicola.

A utilizacdo de moléculas funcionais na nutricdo animal tem potencial benéfico aos
sistemas imune e desempenho das aves; entretanto, é necessario melhor entendimento dos
beneficios destas na satde dos animais, bem como quais combinacfes e niveis podem

trazer efeitos adicionais a produtividade.

Diante do exposto, o presente estudo buscou determinar as combinagfes e niveis
adequados de utilizacdo de determinados prebidticos, bem como o efeito da inclusdo
destas destes sobre o desempenho, microestrutura intestinal, barreiras imunoldgicas e

modulacdo da microbiota intestinal de frangos de corte.
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DESEMPENHO, SAUDE, AVALIACOES HISTOLOGICAE
MICROBIOLOGICA DE FRANGOS DE CORTE ALIMENTADOS COM
PREBIOTICOS EM DIFERENTES PROPORCOES

Resumo. Neste estudo, 1250 pintos de corte machos, linhagem ROSS AP95, foram
casualmente distribuidos em 5 tratamentos, com 10 unidades experimentais cada,
objetivando  testar diferentes proporgdes de mananos com [-glucanos e
frutoligossacarideos com galactoligossacarideos, combinados e incluidos em dietas de
frangos de corte. Os tratamentos consistiram de: CP, dieta basal (DB)+AMD; DB+BUT,
DB+Butirato de Calcio; GM1/3+FG2/3: DB + GLUCANMOS (1/3 da mistura) :
FOS:GOS (2/3 da mistura); GM1/2+FG1/2: DB + GLUCANMOS (1/2 da mistura) :
FOS:GOS (1/2 da mistura); GM2/3+FG1/3: DB + GLUCAN MOS (2/3 da mistura) :
FOS:GOS (1/3 da mistura). Foram avaliados o desempenho, peso relativo de 6rgaos,
integridade de vilosidades, densidade de células caliciformes e linfocitos intraepiteliais,
histomorfometria de Bursa de Fabricius e contagem diferencial de leucécitos no sangue,
ainda, foi determinada a producéo de acidos graxos de cadeia curta nos cecos e realizada
contagem de unidades formadoras de col6nias de E. coli e teste da atividade inibitoria in
vitro das substancias antagénicas produzidas pelas amostras do pool de bactérias acido
laticas cecais frente a Salmonella enterica serovar Heidelberg. Os dados foram
submetidos a ANOVA seguida de teste de meédias de Tukey (5%), as contagens
sanguineas foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis (5%). Os resultados
demonstram ndo existir interferéncia dos prebidticos na eficiéncia produtiva das aves ao
final do periodo produtivo, permitindo recomendar a substituicio dos AMD pelas

combinacges avaliadas sem prejuizo ao desempenho.

Palavras-chave: AGCC, Antibidtico, FOS, GOS, MOS, Salmonella.
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PERFORMANCE, HEALTH, HISTOLOGICAL AND MICROBIOLOGICAL
ASSESSMENT OF BROILER CHICKENS FED PREBIOTICS IN DIFFERENT
PROPORTIONS

Abstract. In this study, 1250 male ROSS AP95 day-old chicks were randomly distributed
in 5 treatments, with 10 experimental units each, aiming to test different proportions of
mannan with B-glucans and fructoligosaccharides with galactoligosaccharides, combined
and included in broiler diets . Treatments consisted of: PC, basal diet (BD) + performance
enhancer antibiotic (PEA); BD + BUT: BD + Calcium Butyrate; GM1/3 + FG2/ 3: BD
+ GLUCANMOS (1/3 of the blend): FOS: GOS (2/3 of the blend); GM1/2 + FG1/ 2:
BD + GLUCANMOS (1/2 of the blend): FOS: GOS (1/2 of the blend); GM2 /3 + FG1/
3: BD + GLUCAN MOS (2/3 of the blend): FOS: GOS (1/3 of the blend). The
performance, relative organ weight, villi integrity, goblet cells and intraepithelial
lymphocytes density, Bursa of Fabricius histomorphometry and differential leukocyte
count in blood were evaluated. The production of short chain fatty acids in the cecum was
determined as well as colony-forming units counting of E. coli and in vitro test of
inhibitory activity of antagonistic substances produced by the samples of the cecal lactic
acid bacteria against Salmonella enterica serovar Heidelberg. Data were submitted to
ANOVA followed by a Tukey means test (5%); blood counts were submitted to Kruskal-
Wallis test (5%). Results show that there is prebiotic interference in productive efficiency
of birds up to 21 days of age; at the end of the productive period, there are no differences
in the performance of birds with or without prebiotics. The results allow us to recommend
the replacement of PEA by prebiotics combinations without performance impairment.

Key words: Antibiotic, FOS, GOS, MOS, Salmonella, SCFA
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1. INTRODUCAO

O avango nas pesquisas e a utilizagdo de aditivos nas dietas sem duvida foi um dos
fatores que mais contribui para o aumento da produtividade na avicultura. Os antibioticos
ainda sdo amplamente utilizados na producdo animal, seja como medida terapéutica ou
profilatica na intencdo de melhorar o desempenho animal, e é inegavel sua contribuigdo
na manutencao de niveis mais altos de produtividade. Os antibioticos como melhoradores
de desempenho (AMD) atuam principalmente sobre a microbiota intestinal, favorecendo
o0 seu equilibrio, assim, ha a reducao da competicdo por nutrientes entre a microbiota e o
animal e a reducdo da atividade de patogenos (ANDERSON et al., 1999) elevando o

status sanitario do intestino de maneira geral.

Entretanto, o uso dos antibidticos como melhoradores de desempenho levou a
preocupacdo do mercado consumidor e pressdo de agéncias reguladoras com riscos
relacionados a selecdo de bactérias patogénicas multirresistentes aos antibidticos usados
na terapéutica humana. Assim, ja em 2006, diversas moléculas antibioticas tiveram seu
uso proibido na Unido Europeia (EC REGULATION n.1831/2003).

Visando a necessidade de manutencdo da producdo e de mercados consumidores,
juntamente com a preocupacdo com quadros de toxi-infeccdo causados por bactérias
patogénicas, houve a necessidade na busca de produtos alternativos capazes de
proporcionar melhor desempenho para os animais, diminuir a contaminacgéo das carcacas
por bactérias patogénicas, sem riscos da presenca de residuos nocivos que possam causar
problemas de salde aos consumidores da carne do frango. Surge entdo como alternativa
a utilizacdo de prebidticos; oligossacarideos nao digestiveis pelas aves mas fermentaveis
pela microbiota intestinal desejavel, que tem demonstrado eficiéncia na modulacao
benéfica da microbiota intestinal, e consequentemente na resposta imunoldgica e no
desempenho zootécnico da ave sem riscos de contaminar o produto final (AMMERMAN
et al., 1989).

A utilizacdo de moléculas funcionais na nutricdo animal tem potencial benéfico aos
sistemas imune e desempenho das aves, entretanto, é necessario melhor entendimento dos
beneficios destas na satde dos animais, bem como quais combinacgdes destes substratos

fermentativos podem trazer efeitos adicionais a produtividade.
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2. OBJETIVO

Este experimento objetivou determinar a propor¢do adequada da combinagédo de
mananos com B-glucanos e frutoligossacarideos com galactoligossacarideos a ser incluida
nas dietas de frangos de corte visando produtividade e saude, baseado no efeito desta
sobre o desempenho, microestrutura intestinal, barreiras imunoldgicas e modulagéo da

microbiota intestinal das aves.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento Experimental

Foram alojados 1250 pintos de corte, machos, da linhagem ROSS AP95, vacinados
no incubatorio contra doenca de Marek e Gumboro. As aves foram distribuidas em 50
boxes de 2,0 m? com 25 aves por boxe, munidos de comedouros tipo tubular e bebedouros
tipo nipple, em aviario de pressdo negativa do Laboratério de Nutricdo de Aves da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Unesp — Campus de Botucatu.

A cama, de 10 cm de espessura, foi reutilizada por trés lotes consecutivos, afim de

simular os desafios das condices de campo.

Agua e racdo foram fornecidas & vontade durante todo o periodo experimental, o

programa de luz seguiu as orienta¢6es do manual da linhagem de frangos selecionada.

As aves foram distribuidas em blocos casualizado com cinco tratamentos e dez

repeticdes cada. Os tratamentos foram:

e CP: dieta basal (DB) +AMD;

e DB+BUT: DB + Butirato de Calcio;

e GM1/3+FG2/3: DB + GLUCANMOS (1/3 da mistura) : FOS:GOS (2/3 da mistura);
e GM1/2+FG1/2: DB + GLUCANMOS (1/2 da mistura) : FOS:GOS (1/2 da mistura);
e GM2/3+FG1/3: DB + GLUCAN MOS (2/3 da mistura) : FOS:GOS (1/3 da mistura).

Todas as dietas experimentais utilizadas (Tabela 1) foram isoenergéticas, isoproteicas
e isoaminoacidicas, de acordo com as recomendaces nutricionais propostas por

Rostagno et al. (2011) para frangos de corte de desempenho médio, e divididas em quatro
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fases: pré-inicial (1 — 7 dias), inicial (8 — 21 dias), crescimento (22 — 35 dias) e final (36

— 42 dias).

Os prebidticos utilizados foram obtidos de industria especializada e sua inclusdo se

deu em detrimento do material inerte das dietas na proporcao de 0,2% da dieta total.

Tabela 1. Composigéo centesimais e nutricionais das dietas experimentais.

Pré-Inicial Inicial Crescimento Final

Milho, Grdo Moido 54,516 58,604 61,145 66,218
Farelo de Soja, 45% 38,423 34,915 31,715 27,444
Oleo de Soja 2,388 2,368 3,383 3,084
DL-Metionina (99%) 0,355 0,284 0,254 0,237

L-Lisina HCI (78,4%) 0,277 0,209 0,186 0,226

L-Treonina (98,5%) 0,103 0,057 0,039 0,047

Fosfato Bicalcico 1,907 1,508 1,273 1,070
Calcario Calcitico 0,913 0,923 0,864 0,770
Sal Comum 0,306 0,199 0,095 0,444
Bicarbonato de Sodio 0,297 0,416 0,532 0,000
Premix Vitaminicot! 0,100 0,100 0,100 0,100
Premix Mineral? 0,100 0,100 0,100 0,100
Cloreto de Colina 0,060 0,060 0,060 0,060
Anticoccidiano3? 0,055 0,055 0,055 0,000
Inerte 0,200 0,200 0,200 0,200

Composicdo Nutricional Calculada

EM (kcal/kg) 2950 3000 3100 3150

PB (%) 22,20 20,80 19,50 18,00
Calcio (%) 0,920 0,819 0,732 0,638
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,391 0,342 0,298
Metionina dig. (%) 0,645 0,561 0,517 0,485
Metionina+cistina dig. (%) 0,944 0,846 0,787 0,737
Lisina dig. (%) 1,310 1,174 1,078 1,010
Treonina dig. (%) 0,852 0,763 0,701 0,656
Cloro, % 0,234 0,171 0,109 0,318
Sédio (%) 0,220 0,210 0,200 0,195
Potéassio (%) 0,861 0,809 0,758 0,694
Acido Linoleico (%) 2,671 2,707 3,274 3,172

Premix vitaminico para frangos de corte (BRNova®), niveis de garantia por kg de produto: Vit. A,
9.000.000 UlI; Vit. D3, 2.500.000 UI; Vit. E, 14.000 Ul; Acido Foélico, 1.000 mg; Acido Pantoténico, 15
mg; Niacina, 40 mg; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B2, 6.200 mg; Vit. B1, 2.500 mg; Vit. B12, 14.000 pg; Vit.

K3, 2.000 mg; B.H.T., 100 mg.

2Premix vitaminico para frangos de corte (BRNova®), niveis de garantia por kg de produto: Fe, 50 g; Cu,

10 g; Mn, 80 mg; Zn, 60 g; I, 1.200 mg; Se, 200 mg.
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3.2. Variaveis Analisadas
3.2.1. Desempenho

Todas as aves de cada parcela experimental foram pesadas aos 7, 21, 35 e 42 dias para
a determinacao do peso corporal, ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar.
Ao final do periodo experimental foi calculada a viabilidade baseada no controle diario
de mortalidade e o fator de eficiéncia produtiva pela seguinte formula:

FEP = (Peso Corporal x Viabilidade) / (Conversdo Alimentar x Idade de Abate) x 100

3.2.2. Peso Relativo de Orgaos

Aos 21 e 42 dias de idade, foi retirada uma ave no peso médio de cada unidade
experimental, pesada e eutanasiada apds jejum de duas horas, para posterior coleta e
pesagem de figado, proventriculo, moela, intestino delgado, pancreas, baco e Bursa de
Fabricius. Os dados foram utilizados para o calculo dos pesos relativos em relagdo ao

peso corporal da ave em jejum.

3.2.3. Barreiras Fisicas do Intestino Delgado

Foram coletados fragmentos de duodeno, jejuno e ileo para analises
histomorfométricas de uma ave por unidade experimental aos 21 e 42 dias de idade. As
amostras foram fixadas em formaldeido 10% por 24 horas e em seguida armazenadas em
alcool 70%. Para a confeccdo das laminas histologicas, as amostras foram desidratadas
em série crescente de alcool (alcool 70%; 80%; 90%; 100%; 100%; 100%) por 30 minutos
por passagem. Posteriormente diafanizadas em solugdo alcool: xilol (1:1) por 30 minutos
e xilol 100% por 30 minutos, imersas em Paraplast® (parafina) em estufa a 55°C por 90
minutos e, incluidas em Paraplast® para formacgdo dos blocos. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a microtomia obtendo-se corte histoldgicos de cinco
micrémetros de espessura, os quais foram colocados em laminas e corados com

hematoxilina-eosina.

A altura dos vilos e profundidade das criptas dos segmentos intestinais foram

determinadas por meio de imagens, obtidas em microscépico éptico com objetiva
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planapocromatica 10X. As imagens foram capturadas com cémera acoplada ao
microscopio e transferidas para um analisador de imagem (Leica Application Suite 3.5).
Vinte leituras de altura de vilos e profundidade de cripta foram realizadas por lamina e
por segmento intestinal, que corresponde a uma ave por parcela experimental. A altura de
vilos foi medida da regido apical a regido basal, que corresponde a porcao superior das
criptas. As criptas foram medidas da base até a regido de transi¢do entre a cripta e o vilos.

3.2.4. Barreiras Imunologicas do Intestino Delgado
3.2.4.1. Linfécitos Intraepiteliais Intestinais (IEL)

A densidade de linfdcitos intraepiteliais intestinais (IEL) foi determinada em cada
lamina nos trés segmentos do intestino delgado. Uma imagem foi obtida em camera
acoplada a microscopio 6tico com objetiva de 20x e analisada pelo software Leica
Application Suite 3.5. Em uma &rea delimitada e conhecida foi realizada contagem total
dos linfécitos intraepiteliais, sendo os resultados expressos em nimero de células por

unidade de area em milimetros quadrados.
3.2.4.2.  Células Caliciformes (Gc)

De cada lamina dos trés segmentos intestinais, uma imagem foi obtida em camera
acoplada a microscdpio Otico com objetiva de 20x. A imagem foi segmentada pelo
procedimento de threshold do software Adobe Photoshop® CC (2018) e analisada pelo
software Leica Application Suite 3.5. Em uma area delimitada e conhecida foi realizada
contagem total das células caliciformes, sendo os resultados expressos em nimero de

celulas por unidade de area em milimetros quadrados.

3.2.5. Histomorfometria de Bursa de Fabricius

Foi coletada a Bursa de Fabricius de uma ave por unidade experimental, aos 21 e
42 dias, e fixadas em formol a 10% neutro tamponado. A confeccdo das laminas
histoldgicas seguiu 0s mesmos procedimentos adotados para os fragmentos de intestino.
Foram analisados 15 foliculos completos por lamina, correspondente a uma ave por
parcela experimental. Foram escolhidos para leitura, foliculos em que o corte passou pela
regido central. Cada foliculo selecionado foi circundado por uma linha, obtendo-se a area
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folicular total e, em seguida, delimitada a por¢do medular do mesmo foliculo, passando
uma linha sobre a membrana basal que divide a area cortical da medular para célculo da

porcentagem de cortex folicular.

3.2.6. Contagem Diferencial de Leucdcitos e Relagédo Heterofilo/Linfécito

Para a contagem de leucdcitos e relagdo heterofilo: linfocito, foram coletados 2mL
de sangue de uma ave por unidade experimental, por meio de puncdo da veia ulnar com
seringa heparinizada. Imediatamente ap0s a coleta, extensGes sanguineas foram
preparadas e armazenadas para serem coradas pelo método de Rosenfeld (1947). A
contagem foi realizada em microscopio utilizando-se aumento de 100x, conforme

metodologia proposta por Charles Noriega (2000).

3.2.7. Microbiologia Cecal

Foram realizadas as contagens das unidades formadoras de colonias (UFC) de E.
coli, bem como o teste da atividade inibitoria in vitro das substancias antagénicas
produzidas pelas amostras de Lactobacilos cecais frente a Salmonella enterica serovar
Heildelberg.

Para tanto, um dos cecos de uma ave por unidade experimental foi removido
assepticamente logo apds o abate da ave, sendo posteriormente acondicionado em bolsa
plastica estéril e homogeneizado com PBS na proporcdao de 1:10, obtendo-se
diluicdo 10, Foram realizadas dilui¢es seriadas até 10°° em microtubos graduados
contendo PBS, com posterior plagueamento de 0,1 mL em meio Agar MacConkey, as
placas foram incubadas durante 24 horas a temperatura de 37°C. O numero de UFC/grama

de conteldo cecal obtido foi convertido em logio para interpretacdo dos resultados.

Um pool de bactérias acido laticas cecais foi obtido através do plaqueamento em
meio MRS Agar e preservado em nitrogénio liquido (caldo MRS + glicerina PA 30%)

para avaliacdo de halo de inibicéo.

A atividade inibitoria das substancias antagonicas produzidas pelas amostras de
bacterias acido laticas cecais frente a S. enterica foi mensurada utilizando-se o0 método de

antagonismo “Spot on the lawn”, de acordo com Harris et al. (1989).
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As amostras do pool de bactérias acido laticas foram reativadas em Caldo MRS,
através de incubacdo a 38°C por 24 horas. Apo0s esse periodo, trés aliquotas de 10 pL de
cada amostra experimental foram posicionadas de forma equidistante sobre placas de
Petri estéreis, preparadas previamente com meio de cultura MRS Agar, e novamente

incubadas por 18 horas a 38°C.

Paralelamente, foram preparados tubos graduados tipo falcon, com tampa,
contendo 5 mL do meio caldo BHI (Brain Heart Infusion) que acondicionaram amostras
do microrganismo indicador (S. enterica serovar Heildelberg), proveniente da
Bacterioteca do Laboratério de Ornitopatologia da Unesp/Botucatu. Estes tubos foram
levados a estufa para que os microrganismos fossem reativados através de incubagdo a
38°C por 12 horas. Momentos antes da finalizacdo das incubacdes foram preparados,
ainda, tubos graduados contendo 15 mL do meio BHI com 0,7% de Agar, para

acondicionarem as amostras de S. enterica reativadas.

Em cada tubo contendo 15 mL de Agar BHI foi adicionada uma aliquota de 150 pL
da amostra semeada do microrganismo indicador, sendo logo ap6s mantidos em banho
maria a 45°C para equilibrar temperaturas. Em seguida, o contetdo dos tubos foi
cuidadosamente vertido nas placas incubadas com as amostras de bactérias acido laticas
em pontos equidistantes. Apos completa secagem e solidificacdo da camada de BHI +

Salmonella, as placas foram incubadas a 38°C por 24 horas.

O antagonismo foi detectado pela presenca de zonas/halos de inibicdo ao redor das
culturas de bactérias acido laticas e mensurados em milimetros em software de

processamento de imagens (Leica Application Suite 3.5).

3.2.8. Determinacdo de acidos graxos de cadeia curta nos cecos

Aos 42 dias de idade, foi coletado um grama de conteudo cecal e posteriormente
diluido em 2mL de acido formico (17%). Apos centrifugacéo a 12.000 x g a 4° C por 10
minutos, o sobrenadante (2mL) foi submetido a analise por cromatografia a gas para
determinacdo da concentracdo dos &cidos acético, butirico e propiénico (ERWIN et al.,
1961). As andlises foram feitas no Laboratorio de Cromatografia do Departamento de
Nutri¢do e Producdo Animal da FVYMZ, USP, Campus de Pirassununga, SP.
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3.3. Avaliacio Estatistica

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a analise de variancia
complementada pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey (P<0,05), através do
procedimento de Modelo Linear Generalizado (GLM) do software estatistico Minitab®
(Minitab Versdo 18, Minitab Inc., State College, PA, 2017). Os indices de colonizagdo
bacteriana cecal sofreram transformacéo logaritmica (Log10 UFC) para que 0s mesmos

fossem modulados por uma distribui¢cdo normal.

Os parametros sanguineos, demais dados nominais e de distribuicdo desconhecida,
ndo sofreram transformacdo e foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-

Wallis a 5% de probabilidade, no mesmo software estatistico.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de desempenho estdo expostos na tabela 2. N&o foram observadas

diferencas estatisticas em nenhum dos periodos avaliados.

Ganhos de peso similares aos antibidticos em resposta ao uso de promotores de
crescimento bioldgicos na avicultura ja sdo relatados desde a década de 1980
(WATKINS; KRATZER, 1983) embora geralmente o resultado de antibioticos seja mais

consistente em virtude da constancia de composicéao, pureza e modo de acao.

Aos é&cidos organicos, como Butirato, sdo atribuidos efeitos antibacterianos a
semelhanca dos antibidticos, principalmente para acidos organicos de cadeia curta, sendo
particularmente efetivos contra E. coli, Salmonella e Campylobacter (DIBNER e
BUTTIN, 2002; RICKE, 2003).

Os resultados de experimentos com aditivos equilibradores da flora podem ser
conflitantes, visto que as condi¢des experimentais nem sempre representam de maneira
fiel, o que ocorre no campo. Em um galpdo experimental as condi¢bes ambientais e
estruturais geralmente sdo melhores, ocorre maior higiene de pessoal e equipamentos,
menor desafio sanitario, melhor manejo das aves e maior tempo de vazio sanitario das
instalagdes (FLEMMING, 2005).
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Tabela 2. Desempenho de frangos de corte recebendo dietas contendo diferentes combinacdes de
prebioticos.

1 a7dias
GM31/3 GM1/2 GM2/3 CVv°
Variavel CP*  DB+BUT® +FG42//3 +FGl//2 +FGl//3 Pvalue o0
PMI (g) 45,85 45,77 45,62 45,92 45,46 0,3680 1,23
PMF (g/ave) 155,66 155,47 153,48 153,48 151,12 0,6280 4,59
GP (g) 105,27 109,77 107,86 109,74 108,02 0,6350 6,54
GPD (g/dia/ave) 15,04 15,68 15,41 15,68 15,43 0,6350 6,54
CR (g/ave) 138,30 135,23 137,89 137,63 137,58 0,8690 4,82
CA (g/g) 1,32 1,25 1,31 1,25 1,27 0,3140 7,55
Viabilidade (%) 99,62 99,62 98,85 99,20 99,20 0,7800 1,53
1 a 21 dias
PMF (g/ave) 917,69 924,20 932,91 937,30 914,00 0,5170 3,68
GP (g) 871,85 878,40 887,30 891,30 868,50 0,5260 3,88
GPD (g/dia/ave) 41,52 41,83 42,25 42,45 41,36 0,5260 3,88
CR (g/ave) 1187,80 1210,10 1208,90 1205,20 1195,95 0,6420 3,10
CA (g/9) 1,41 1,38 1,37 1,35 1,35 0,5030 6,25
Viabilidade (%) 100,00 98,72 99,23 98,85 98,46 0,2830 1,69
1 a 35 dias
PMF (g/ave) 2418,60 2447,70 2426,90 2445,20 2458,70 0,8070 3,20
GP (9) 2372,80 2401,90 2381,30 2399,20 2413,30 0,8030 3,25
GPD (g/dia/ave) 67,79 68,63 68,04 68,55 68,95 0,8030 3,25
CR (g/ave) 3536,60  3495,70 3573,00 3609,70 3527,70 0,5910 4,60
CA (g/9) 1,52 1,48 1,52 1,54 1,48 0,3560 4,75
Viabilidade (%) 94,62 96,54 96,92 94,62 93,08 0,0740 3,63
1 a 42 dias
PMF (g/ave) 2756,60 2894,00 2808,60 2823,00 2780,50 0,5490 6,62
GP (g) 2710,80 2848,20 2763,00 2777,10 2735,00 0,5500 6,74
GPD (g/dia/ave) 64,54 67,82 65,78 66,12 65,12 0,5500 6,74
CR (g/ave) 5059,50 5038,20 5099,20 5153,70 5075,70 0,3160 2,52
CA (g/9) 1,89 1,85 1,87 1,90 1,87 0,6040 3,42
Viabilidade (%) 94,23 93,46 95,38 94,23 94,23 0,8540 3,89
FEPS 329,70 348,02 340,69 333,73 332,62 0,5960 8,18

PMF, peso médio final; GPD, ganho de peso diario; CR, consumo de ragéo; CA, conversédo alimentar; FEP, fator de eficiéncia produtiva.
1CP, controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo);?’DB+BUT, sem antibi6tico e sem prebidticos, com adigéo de
Butirato de Calcio; ®mananos e B-glucanos; “frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; *CV, coeficiente de variagdo; °FEP = (Peso
Corporal x Viabilidade) / (Conversdo Alimentar x Idade de Abate) x 100

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).
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Ainda que que o desempenho das aves seja variavel de carater multifatorial, e as
condicGes ambientais influenciam grandemente o consumo e consequentemente o ganho
de peso das aves, a similaridade no desempenho permite inferir que os modos de acéo dos
aditivos estudados se assemelham, permitindo desempenho satisfatorio a dispor do

composto de escolha.

Ao e Choct (2013) ainda relatam que, embora tenham observados melhoras na
conversao alimentar de aves alimentadas com FOS e MOS ate os 35 dias de idade, esses
contrastes em relacdo ao controle tendem a desaparecer a o final do ciclo produtivo ou
tornarem-se menos aparentes. 1sso sugere que a suplementagdo de oligossacarideos pode
ser mais eficiente e com efeitos mensuraveis apenas nas primeiras semanas de vida das

aves, sendo a semelhancas de resultados em relacao aos controles um efeito ja esperado.

A tabela 3 contém os dados calculados de peso relativo de 6rgaos aos 21 e 42 dias de
idade. Apenas no primeiro periodo avaliado diferengas estatisticas foram encontradas, o
CP apresentou maior peso de intestino delgado, os tratamentos prebidticos inferiram
menor peso com excecdo de GM2/3 +FG1/3. Diferencas no proventriculo também foram
observados no mesmo periodo, a dieta com &cido orgénico difere de GM13 +FG23 e
GM12 +FG1/2 com maior peso.

O intestino delgado dos pintos de um dia é imaturo e sofre alteracdes morfoldgicas,
bioquimicas e moleculares que perduram por duas semanas apds a ecloséo, sendo o inicio
da vida pds-eclosdo da ave o periodo em que ocorrem as alteracdes mais drasticas
(GEYRA,; UNI; SKLAN, 2001). O desenvolvimento da mucosa intestinal das aves
consiste basicamente no aumento da producdo de enterdcitos, células caliciformes e

enteroenddcrinas, assim como em sua maturacao e aquisi¢do de funcionalidade.

A maturagdo do enterdcito e da sua capacidade de digestdo e absor¢do sdo
extremamente dependentes da velocidade adequada de sua migracdo das criptas de
Lieberkiihn e ao longo do vilo, nesse processo ele adquire funcionalidade. Por esse
motivo, elevados pesos relativos de intestino ndo estdo, necessariamente, associados a
maior capacidade de absorcéo e desempenho animal, uma vez que essa massa adicional
pode ser resultante de células com baixa maturidade e funcionalidade, explicando a
auséncia de diferencas no desempenho das aves aos 21 dias, mesmo com diferencas no

peso relativo do intestino.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjaxtfKwcLbAhUHH5AKHX5ADeYQFggpMAA&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FCriptas_de_Lieberk%25C3%25BChn&usg=AOvVaw2cWm1Q4SXz__gAxWtDyWqx
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Tabela 3. Peso relativo(%) de 6rgdos de frangos de corte aos 21e 42 dias de idade recebendo
dietas contendo diferentes combinacdes de prebidticos.

Tratamento

CVs
GM*1/3 GM1/2 GM2/3 Pvalue
CP?  DB+BUT® 'isy /3 +FG1/2 +FG1/3 (%)
21 dias
Intestino Delgado  6,55A  581B 5838  574B 593AB 0015 928
Figado 3,04 2,90 321 312 310 0563 11,92
Pancreas 0,35 0,35 0,35 034 036 0966 11,94
Bursa 0,23 0,20 0,17 018 017 0078 26,29
Proventriculo ~ 054AB  059A  050B  050B 051AB 0021 12,73
Moela 2,17 221 2,25 228 219 0928 12,10
Baco 0,10 0,10 0,11 009 010 0516 17,61
42 dias
Intestino Delgado 5,20 5,16 491 470 466 0539 16,06
Figado 2,33 2.12 2,02 211 210 0127 11,67
Pancreas 0,22 0,19 0,20 020 020 0438 1388
Bursa 0,10 0,11 0,12 010 011 0460 27,76
Proventriculo 0,31 0,29 0,31 033 032 0677 1879
Moela 1,44 1,43 1,37 143 135 0925 1584
Baco 0.11 0,11 0,12 010 012 0678 26,08

IPeso relativo de 6rgdos (%) = (peso do rgéo, g/peso vivo, g) x100; 2CP, controle positivo, com antibidtico (avilamicina
20%, 50 ppm de inclusdo); 3DB+BUT, sem antibiGtico e sem prebidticos, com adi¢do de Butirato de Calcio; “mananos e
B-glucanos; Sfrutoligossacarideos e galactoligossacarideos; 8CV, coeficiente de variacio.
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

De maneira semelhante, embora aumentos no proventriculo, local de secrecdo de
acido cloridrico e pepsinogénio, possam estar associado a maior proteolise gastrica na
moela, alteracbes no peso do complexo moela-proventriculo sdo tradicionalmente
associados a granulometria da racdo e menos relacionadas a sua composicao
(FLEMMING et al., 2002). Embora diferengas tenham sido encontradas aos 21 dias de
idade estas sdo pouco discrepantes a ponto de influenciar o desempenho das aves.

Awad et al. (2009), reportaram diminuigdo de peso relativo de determinados 6rgaos
(intestino, figado bago e timo) em aves suplementadas com diversos eubioticos
(prebioticos, probidticos e simbioticos), entretanto as diferengas foram associadas as
alteracdes no rendimento de carcaca e ganho de peso, resultados ndo avaliados ou nédo

encontrados no presente estudo.
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As tabelas 4 e 5 apresentam os dados de altura das vilosidades, profundidade de cripta,
relacdo vilosidade/cripta (VC) e densidade de células caliciformes (GC) e linfocitos

intraepiteliais (IEL) do duodeno, jejuno e ileo, aos 42 e 21 dias de idade das aves.

No segmento duodeno aos 21 dias de idade (Tabela 4), o tratamento GM23 +FG1/3
destaca-se com as maiores alturas de vilos, assemelhando-se ao CP e diferindo dos
demais. A menor profundidade de cripta coube ao tratamento com Butirato, que se
assemelha ao controle positivo e GM273 +FG1/3. As melhores relagBes vilo:cripta
correspondem ao CP; DB + BUT e GM23 +FG1/3, os dois primeiros, entretanto, ndo
diferindo de GM1/3 +FG2/3.

A densidade de linfocitos intraepiteliais no duodeno ndo diferiu entre dietas; quanto
a densidade de ceélulas caliciformes, GM23 +FG143 difere do CP e DB+BUT,

assemelhando-se as demais dietas prebioticas.

Jano jejuno, GM12 +FG1/2 apresenta as maiores vilosidades, enquanto CP e DB +
BUT as menores; quanto as criptas CP e DB + BUT apresentaram as menores, o controle
ndo diferindo, entretanto, de GM273 +FG1/3; a melhor relagéo vilo:cripta foi encontrada
em GM12 +FG12, que diferiu de todos os tratamentos. As densidades de células

caliciformes e linfdcitos intraepiteliais ndo diferiram entre tratamentos neste segmento.

No ileo, as maiores vilosidades encontram-se em CP e GM12 +FG12, nas criptas,
apenas GM273 +FG1/3 diferiu das outras duas dietas prebidticas, e nenhuma diferiu de CP
e DB + BUT, em termos absolutos, as criptas diferiram muito pouco entre os tratamentos
neste segmento, consequentemente ha poucas diferencas na relacdo V:C, somente CP
diferiu de GM1/3 +FG243.

Quanto a densidade de GC o controle positivo diferiu, com maiores valores, de
DB+BUT, GM12 +FG12 e GM273 +FG1/3, conotando menores cargas bacterianas ileais
nos tratamentos citados. Menores cargas bacterianas significam menor necessidade de

criar barreiras de muco, consequentemente reduzindo o nimero de células caliciformes.

A densidade de IEL n&o diferiu neste segmento.
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Tabela 4. Altura das vilosidades (AV), profundidade de cripta (PC), relacdo vilosidade/cripta (VC),
densidade de células caliciformes (GC) e densidade de linfocitos intraepiteliais (IEL) do duodeno, jejuno e
ileo de frangos de corte aos 21 dias de idade alimentados com diferentes combinac6es de prebioticos.

Tratamento

CVv°

Item 1 ) GM?31/3 GM1/2 GM2/3  Pvalue
cP DB+BUT®  rGea/3  +FG1/2  +FG1/3 (%)

Duodeno
AV, um 1410,70AB 1358,20BC 1399,00B 1299,50C 1503,20A <0,001 14,63
PC, pm 156,86BC 154,43C 170,33AB 174, 76A 165,32ABC 0,001 21,75
V:C 9,18AB 9,10AB 8,41BC 7,80C 9,39A <0,001 23,26
GC, n/mmz 2395,64A 2423 57A 2200,73AB 1922, 77AB 1478,52B 0,009 29,71
IEL, n/mm?2 598,28 647,41 685,41 713,10 538,44 0,665 22,92
Jejuno
AV, um 695,90D 717,10D 996,90B 1105,00A 878,40C <0,001 31,39
PC, um 121,72CD 117,86D 160,04A 141,94B 130,83BC  <0,001 24,69
V:C 5,70C 6,11BC 6,47B 7,88A 6,71B <0,001 25,53
GC, n/mm?2 2779,36 2313,51 2406,91 21615 1982,14 0,092 22,70
IEL, n/mm? 681,80 397,54 714,25 722,04 655,56 0,385 35,02
lleo

AV, um 583,40A 523,40BC 528,10BC 572,10AB 510,50C <0,001 22,98
PC, um 112,81AB 113,81AB 115,80A 116,13A 103,43B 0,007 21,68
V:C 5,32A 4, 82AB 4.62B 5,00AB 5,07AB 0,006 25,26
GC, n/mm?2 3374,49A 2135,17B 2337,44AB 1942,31B 1985,35B 0,012 32,37
IEL, n/mm? 514,00 515,17 550,31 902,58 652,57 0,117 34,56

ICP, controle positivo, com antibidtico (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusio); 2DB+BUT, sem antibiotico e sem prebidticos, com adigdo de
Butirato de Céalcio; 3mananos e B-glucanos; “frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; °CV, coeficiente de variacio.
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

Aos 42 dias de idade, no duodeno, em relagdo ao controle positivo, apenas GM 12
+FG1/2 ndo alterou positivamente a altura de vilosidades em relacéo, entretanto todas as

dietas prebidticas apresentaram reducdo nos vilos em relacdo ao Butirato.

O é&cido butirico, quando naturalmente formado, é proveniente da degradacdo de
fibras alimentares, sendo seus principais substratos o amido resistente e 0s
oligossacarideos, esse acido, em particular, parece ter rotas facilitadas no transporte ao
interior das células do epitélio intestinal, sendo uma fonte energia preferida para o
crescimento benéfico das células epiteliais. Ainda, ja sdo atribuidos ao butirato maltiplos
beneficios para a integridade e a saude intestinal, estimulando o fluxo sanguineo
intestinal, a secre¢cdo de mucina, e absorcao de eletrolitos e 4gua (KRIPKE et al., 1989;
MORTENSEN et al., 1990; CLAUSEN; MORTENSEN, 1995; JOZEFIAK;
RUTKOWSKI; MARTIN, 2004; CANANI et al., 2011; ZHOU et al., 2017). E natural
que uma fonte prontamente disponivel de um AGCC, ndo dependente de cepas
bacterianas fermentativas, traga resultados mais consistentes na mucosa intestinal, neste

caso vilos elevados, criptas rasas, boa relacdo vilo:cripta, camada de mucina ampla e,
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provavelmente devido ao aumento no fluxo sanguineo epitelial, densidade elevada de
IEL.

Tabela 5. Altura das vilosidades (AV), profundidade de cripta (PC), relagéo vilosidade/cripta (VC), densidade
de células caliciformes (GC) e densidade de linfdcitos intraepiteliais (IEL) do duodeno, jejuno e ileo de frangos
de corte aos 42 dias de idade alimentados com diferentes niveis de prebioticos.

Tratamento

CV5
Item 1 ) GM31/3 GM1/2 GM2/3  Pvalue
CP DB+BUT®  [kG42/3  +FG1/2  +FG1/3 (%)
Duodeno
AV, im 118241D  1498.11A  132814C  118178D 1407988 <0001 1013
PC, um 155.13C 134.25E 174,688 14533D  191.43A <0001 1356
V:C 7.63BC 11,16A 7.61BC 8.15B 738C <0001  17.72

GC, n/mm? 2715,50A 2032,17BC  2198,33AB  1941,67BC  1388,00C  <0,001 27,90
IEL, n/mm? 681,81AB 700,25A 621,53BC 568,07C 590,00C <0,001 9,09

Jejuno
AV, um 505,83D 804,6B 843,43A 831,75AB 645,05C <0,001 18,64
PC, um 99,67C 139,72A 123,95B 137,5A 117,78B <0,001 12,50
V:C 5,08D 5,77BC 6,81A 6,05B 5,49C <0,001 10,89
GC, n/mm? 2811,00A 2340,33BC  2652,67TAB  2221,17BC  2200,67C 0,001 14,16
IEL, n/mm? 509,49 665,73 752,93 668,51 513,20 0,047 20,75
ileo
AV, um 530,06B 550,34B 495,5B 671,48A 579,78B <0,001 14,58
PC, um 112,9C 125,68AB 132,99A 116,39C 118,43BC  <0,001 7,21
V:C 4,71B 4,38B 3,72C 5,75A 4,89B <0,001 16,74

GC, n/mm? 3240,17A 2049,67B 2351,5AB 2008,83B 1895,33B 0,005 32,54
IEL, n/mm? 485,74B 642,58AB 787,73A 718,84A 717,28A 0,002 17,93

ICP, controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo); 2DB+BUT, sem antibidtico e sem prebidticos, com adicdo de Butirato
de Célcio; ®mananos e B-glucanos; “frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; SCV, coeficiente de variago.
Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

No jejuno, os efeitos do butirato ndo permanecem, uma vez que 95% do &cido ja é
absorvido nas porcdes proximais do intestino (LAMEIRO et al., 2011). As vilosidades de
maior tamanho apresentam-se em GM13 +FG23 ¢ GM12 +FG1/2, as menores no
controle positivo. Quanto as criptas, CP apresenta as menores e DB+BUT ¢ GM12
+FG1/2 as maiores, a relagdo vilo:cripta € mais pronunciada em GM1/3 +FG273, reflexo

do maior tamanho dos vilos.

A densidade de GC no jejuno € maior no controle positivo, assim como no duodeno.

O resultado repete-se também para GM2/3 +FG1/3, com a menor densidade.
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No ileo apenas GM12 +FG12 difere dos controles e dos demais tratamento

prebidticos quanto a altura de vilosidades. Nas criptas, GM12 +FG12

A relagdo V:C no ileo foi mais baixa no tratamento GM1/3 +FG273 e mais alta em
GM 12 +FG12. Ambos os tratamentos citados diferem dos controles. A densidade de GC
segue 0 observado nos demais segmentos: CP com densidades elevadas, de maneira geral,
em relacdo aos prebidticos.

O intestino delgado é o local primario de ocorréncia da digestao enzimatica e absorcéo
dos nutrientes (EWING; COLE, 1994; KLASING, 1999). Enzimas pancreaticas
secretadas através de dutos hidrolisam lipidios, proteinas, amidos e acidos nucléicos das
dietas em oligbmeros menores no interior do limen do intestino delgado (KLASING,
1999). O duodeno ¢, portanto, o local de maior importancia na degradacao do alimento.
Quando o quilo adentra o jejuno, as enzimas digestivas continuam atuando sobre ele, €,
entdo, nesse local, que a absorgéo de nutrientes ocorre em maior intensidade (DAMRON,
2013).

Uma vez que a digesta adentra o ileo, a maior parte da absor¢do de nutrientes ja
ocorreu, embora alguns nutrientes sejam particularmente absorvidos nesta regido, como
0 caso da metionina. A fungdo do ileo como zona de transi¢do do intestino delgado para
0 intestino grosso (DAMRON, 2013) é mais acentuada em mamiferos, dado o pequeno

comprimento do mesmo em aves.

Ao longo do intestino delgado estdo presentes populacdes de bactérias que atuam
diretamente na fermentacdo da racdo, essas populagdes sao maiores proximas ao intestino
grosso, devido ao acumulo da massa bacteriana ao longo do trato gastrointestinal
(EWING; COLE, 1994).

J& é estabelecido que existe uma interacdo entre a microflora intestinal e a morfologia
do trato (HENEGHAN, 1964) e que alteracGes no crescimento e desenvolvimento desse
trato e de seus Orgdos acessorios utilizam uma grande proporgao dos nutrientes que a ave
absorve, bem como sua populagéo microbiana. A suplementacdo de MOS, por exemplo,
ja foi relatada como agente tréfico de mucosa, aumentando a altura das vilosidades e
reduzindo a profundidade das criptas em aves (BAURHOO et al., 2007). Isto indica que
a resisténcia a invasdo bacteriana patogenica induzida por prebioticos pode estar
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associada a alteragdes morfologicas mensuraveis da mucosa intestinal, uma vez que as

proprias vilosidades, além do muco, atuam como barreira fisica aos invasores.

Embora neste estudo a alteracdo no tamanho das vilosidades, criptas e suas interacdes
ndo tenham afetado o desempenho através da absor¢do aumentada de nutrientes, é
considerével na recomendacdo da utilizacdo de uma das combinagdes analisadas sua
capacidade em promover saude nas aves através da construcao de barreiras fisicas mais
consistentes no intestino, embora para isso, estudos mais aprofundados em imunologia

sejam pertinentes.

O muco, por sua vez, é a primeira barreira com a qual os nutrientes interagem: a
correta difusdo através do muco é fundamental para a absor¢do acesso ao sistema
circulatério e seus 6rgdos-alvo (BANSIL; TURNER, 2006). Fatores ambientais capazes
de induzir mudancas na dindmica das mucinas tém o potencial de afetar a viscosidade e
a integridade da camada de muco e o transporte de nutrientes (HORN et al., 2009). A
interrupcdo da homeostase intestinal leva a alteragcdes na barreira de muco que protege o
epitélio entérico.,, um aumento na permeabilidade dessa camada pode resultar em

processos inflamatorios e lesdes nas células da mucosa (DHARMANI et al., 2009).

N&do somente fatores nutricionais alteram a dindmica do muco e das células
caliciformes, de maneira que ndo € possivel inferir que apenas as dietas provocaram as
alteracdes observadas. Vale ressaltar que parece haver uma relacdo inversa entre a
densidade de GC e IEL, em tratamentos com maiores camadas de mucina existe menor

necessidade de deslocamento de IEL para a segunda linha defesa.

A tabela 6 mostra os dados referentes a quantificacdo de acidos graxos de cadeia curta
no conteddo cecal. N&o foi possivel identificar diferencas nos AGCC quantificados entre

0s tratamentos.
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Tabela 6. Acidos graxos de cadeia curta em contetdo cecal de frangos de corte recebendo dietas
contendo diferentes combinac6es de prebioticos.

TrataTento | C\5

GM31/3 GM1/2 GM2/3 Pvalue

CP'  DB+BUT® +FG42//3 +FG1//2 +FGl//3 (%)
Acetato 493,20 524,26 488,95 476,61 583,66 0,568 23,32

mM/Kg Propionato 97,85 91,64 72,58 77,85 103,56 0,387 35,11
Butirato 104,64 115,92 106,33 114,60 123,09 0,653 20,22
Acetato 71,02 71,51 73,07 71,17 71,96 0,516 3,04

%Molar Propionato 13,60 12,63 10,88 11,47 12,82 0,307 19,73
Butirato 15,38 15,85 16,05 17,36 15,22 0,322 11,91

1CP, controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo); 2DB+BUT, sem antibidtico e sem prebiéticos,
com adicédo de Butirato de Célcio; ®mananos e B-glucanos; “frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; SCV, coeficiente de

variagao.

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

A auséncia de alteraces na producdo de acidos graxos de cadeia curta pode indicar
que os diferentes niveis, e consequentemente o fornecimento de quantidades diferentes
de substrato fermentativo, pode ndo ter impacto direto sobre a quantidade de acidos
graxos produzidos e por associacdo a maiores populagdes de bactérias fermentativas, uma

vez que os dois mecanismos séo interdependentes.

Ainda, diversos fatores ndo relacionados a dieta podem ter influéncia nas populacdes
bacterianas do intestino tais como idade, fases do desenvolvimento, doencas, estado
nutricional e dieta. Alteracdes da flora bacteriana sdo observadas desde nascimento,
quando a mesma se estabelece e coloniza o sistema gastrintestinal, bem como com o
contato direto com 0 meio ambiente e com 0s microrganismos presentes nos alimentos
(TRINDADE, 2004).

Ao e Choct (2013) relatam em estudo com MOS e FOS comparados a Bacitracina de
Zinco, aumento na concentracdo de &cido propiénico no contetdo cecal, entretanto o0s
aditivos falharam em gerar diferencas significativas sobre o acetato, o butirato, as
concentracdes totais de AGCC ou pH do contetudo cecal. Os acidos graxos de cadeia
curta, especialmente o &cido butirico, sdo conhecidos por reduzirem o pH do contetdo
intestinal e possuirem propriedades antibacterianas (BOHNHOFF; MILLER; MARTIN,
1964; MEYNELL, 1963). De fato, esta bem demonstrado que a suplementagdo de
oligossacarideos aumenta a fermentacdo no ceco, cujos produtos finais sdo
predominantemente acetato, propionato e butirato (CAMPBELL; FAHEY; WOLF, 1997;
JOZEFIAK; RUTKOWSKI; MARTIN, 2004).
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As dietas utilizadas neste estudo, predominantemente constituidas de farelo de soja e
milho, é composta por baixos teores de polissacarideos ndo-amilaceos (NSP). Isso
poderia explicar a auséncia de diferencas na concentracdo de AGCC em dieta prebioticas,
ja que a atividade microbiana pode ser inibida pela melhora na digestibilidade e reducéo
do teor de NSP na dieta (BEDFORD, 2000).

As tabelas 7 e 8 apresentam os dados relativos & hematologia: diferencial de
leucdcitos, relacdo heterofilo:linfécito juntamente com a area cortical de Bursa. A
porcentagem de cortex da Bursa de Fabricius foi apresentada nas mesmas tabelas devido
a importancia desse 6rgdo na hematopoese e consequente formacdo de componentes

sanguineos.

Tabela 7. Valores hematologicos (%), relacdo heterdfilo:linfocito (H:L) e percentual de area cortical da
Bursa de frangos de corte aos 21 dias de idade alimentados com diferentes combinac6es de prebioticos.

Tratamento LINF HET2 MONO® EOSIN* BASOFS TROMB® H/L’ C(‘z;:)ex
CP? 6330 617 250 7,00 1,33 2360 015 49,78
DB+BUT? 7583 767 2,67 5,83 0,80 880 014 5141
GM©1/3+FGY2/3 7250 350 3,33 4,00 0,50 16,17 005 50,53
GM1/2+FG1/2 8200 533 1,17 0,33 0,83 10,33 008 49,84
GM2/3+FG1/3 5333 1233 1,33 3,83 0,33 2883 031 49,65
P value 0176 0119 0309 0054 0885 0289 0086 0,450

CVZ2 (%) 3205 8288 127,68 109,63 143,78 10633 127,64 13,65

ILINF: linfocito; 2HET: heterofilo; SMONO: mondcito; “EOSIN: eosindfilo; SBASOF: basofilo; STROMB: trombdcitos; "H/L: relacdo
heterofilo:linfocito; 8CP, controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo); °DB+BUT, sem antibidtico e sem
prebidticos, com adigdo de Butirato de Calcio; ®mananos e B-glucanos; *frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; 2CV, coeficiente de
variagao.

Médias de parametros sanguineos seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (5%).

Né&o foi possivel identificar diferencas em nenhum dos parametros estudados nas duas
idades de coleta. Entretanto, € interessante destacar a diminuicdo na contagem de
leucdcitos e aumento no numero de heterofilos de uma idade para a seguinte, e

consequentemente a modificacdo extrema da relacéo heterofilo:linfocito entre as idades.

Sabe-se que a relacdo heterofilo/linfécito é indicador primario de estresse em aves, 0
aumento na porcentagem de heterofilos é indicativo de estresse ambiental (GROSS;
SIEGEL, 1983; MCFARLANE et al., 1989).
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Tabela 8. Valores hematoldgicos (%), relacdao heterdfilo:linfocito (H:L) e percentual de area cortical da
Bursa de frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados com diferentes combinacdes de prebioticos.

Tratamento LINFI HET2 MONO® EOSIN* BASOFS TROMB® H/L? C((:;;;X
CP® 2383 1483 133 433 467 51,00 465 4829
DB+BUT? 3517 21,17 550 1183 583 2050 132 4859
GMY1/3+FG12/3 4580 683 367 11,00 183 3080 342 5055
GM1/2+FG1/2 41,00 1933 167 317 2,83 3200 058 4953
GM2/3+FG1/3 5000 850 450 850 3,67 2483 042 5040
P value 0449 0078 0063 0876 0426 _ 0315 0,101 00970

CVZZ (%) 6514 7503 8238 15575 97,03 8373 25697 13,06

ILINF: linfécito; 2HET: heterofilo; SMONO: monécito; *EOSIN: eosinéfilo; SBASOF: baséfilo; STROMB: trombécitos; "H/L: relagdo
heterofilo:linfocito; 8CP, controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo); °DB+BUT, sem antibiético e sem

prebidticos, com adicdo de Butirato de Calcio; 1®mananos e B-glucanos; frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; 2CV, coeficiente
de variagéo.

Médias de pardmetros sanguineos seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (5%).

Diversos outros fatores, fisioldgicos e ambientais, colaboram para a variabilidade nos
parametros sanguineos de frangos de corte saudaveis como a dieta, fornecimento de agua,

jejum, administracdo de drogas, entre outros (NEVELING et al., 2017).

Tabela 9. Contagem de unidades formadoras de col6nia de E. coli cecal e halos de
inibicdo de bactérias acido laticas™ contra Salmonella enterica serovar Heidelberg de
frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados com diferentes combinacbes de

prebidticos.
GM°1/3 GM1/2 GM2/3 CcVv’
3 4
CP DB+BUT +FG52/3 +FG1/2 +FG1/3 P value (%)
E. colit 6,701 6,301 6,292 6,016 6,133 0,233 12,73
Halos?> 0,95B 0,62C 1,36A 1,09B 1,06B  <0,001 33,67

*Pool de bactérias &cido laticas. Valores expressos em Logl0 UFC. 2Valores expressos em milimetros. 3CP,
controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de incluséo); “DB+BUT, sem antibi6tico e sem
prebidticos, com Butirato de Calcio; ®mananos e B-glucanos; frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; 'CV,
coeficiente de variacéo.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

A Tabela 9 mostra os resultados de microbiologia cecal: contagem de unidades
formadoras de colbénia de E. coli e atividade inibitéria de substancias antagénicas
produzidas pelas amostras do pool de bactérias acido-laticas (LAB) cecais frente a
Salmonella enterica serovar Heidelberg, sendo possivel constatar que houve alteracao
significativa (p<0,05) apenas na taxa inibitoria, os maiores valores foram encontrados em
GM13 +FG273, diferindo inclusive do controle positivo, o menor halo de inibi¢cdo coube

ao tratamento com butirato.
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O conhecimento sobre os mecanismos inibitdrios relacionados a LAB e seus
metabolitos j& sdo conhecidos e intensamente estudados. A inibi¢do do crescimento do
patdgeno € mediada pelo ambiente acidico resultante da producao de &cidos pelas LAB,
bem como pelos compostos antimicrobianos, como as bacteriocinas, a reuterina e 0
peroxido de hidrogénio, produzidos nativamente por algumas cepas de LAB; ainda
devido ao crescimento competitivo contra bactérias patogénicas ou putrefativas
(HAMMES; TICHACZEK, 1994).

Os acidos organicos produzidos pelas LAB, incluindo o acido latico, acético e
propibnico cecais, exercem efeitos antimicrobianos devido a sua acdo na membrana
citoplasmatica bacteriana, interferindo na manutencdo do potencial de membrana e
inibindo o transporte ativo de moléculas (DE VUYST; VANDAMME, 1994; DE
VUYST, 2007).

Barrangou et al. (2006) relatam que Lactobacillus acidophilus NCFM, comumente
encontrado em alimentos probidticos, possuem transportadores especificos para a
captacdo de rafinose e FOS, o que pode ter gerado fermentacdo, e maior disponibilidade
de nutrientes para as bactérias, no tratamento com maior inclusdo de FOS, ja
transportadores e enzimas para MOS e B-glucanos sdo de expressdo mais variavel entre

espécies fermentativas do trato gastrointestinal.

A Salmonella enterica serovar Heidelberg (S. Heidelberg), multirresistente a drogas,
tem sido associada a numerosos surtos de doencas transmitidas por alimentos em
humanos, especialmente relacionada ao consumo de produtos avicolas (BEARSON et al.,
2017; NAKAO et al., 2018). Os halos de inibigdo, embora de tamanho reduzido,
demonstram potencial de controle de proliferacdo desse patdgeno sem aplicacdo de

antibioticos.

O controle de patdgenos por inibicdo competitiva por LAB ainda apresenta a
vantagem de ndo alterar significativamente as propriedades sensoriais caracteristicas dos
produtos finais (KOSTRZYNSKA; BACHAND, 2006).
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5. CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que prebidticos nos niveis estudados podem substituir
0s AMD em dietas para frangos de corte sem prejuizo ao desempenho e sem alteracdes
fisioldgicas internas ao organismo, considerando o fator custo, o nivel de 0,1% é o0 mais

recomendado.
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DESEMPENHO, SAUDE, AVALIACOES HISTOLOGICAE
MICROBIOLOGICA DE FRANGOS DE CORTE ALIMENTADOS COM
DIFERENTES NiVEIS DE PREBIOTICOS

Resumo. Neste estudo, 1250 pintos de corte machos, linhagem ROSS AP95, foram
casualmente distribuidos em 5 tratamentos, com 10 unidades experimentais cada,
objetivando testar diferentes niveis de combinacdo de mananos com B-glucanos e
frutoligossacarideos com galactoligossacarideos em dietas de frangos de corte. Os
tratamentos consistiram de: CP, dieta basal (DB)+AMD; 0,1%; 0,2%; 0,3% e 0,4% de
inclusdo da mistura prebiotica. Foram avaliados o desempenho, peso relativo de 6rgéos,
integridade de vilosidades, densidade de células caliciformes e linfocitos intraepiteliais,
histomorfometria de Bursa de Fabricius e contagem diferencial de leucdcitos no sangue,
ainda, foi determinada a producéo de &cidos graxos de cadeia curta nos cecos e realizada
contagem de unidades formadoras de col6nias de E. coli e teste da atividade inibitoria in
vitro das substancias antagénicas produzidas pelas amostras do pool de bactérias acido
laticas cecais frente a Salmonella enterica serovar Heidelberg. Os dados foram
submetidos a ANOVA seguida de teste de médias de Tukey (5%), as contagens
sanguineas foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis (5%). Os resultados nao
demonstram efeito da inclusdo de maiores niveis de prebidticos sobre o desempenho e
eficiéncia produtiva de frangos aos 42 dias de idade, considerando essa semelhanca e o
fator custo na inclusdo de aditivos em dietas para aves, € possivel recomendar a

substituicdo do AMD por 0,1% de mistura de prebio6ticos sem prejuizos a producéo.

Palavras-chave: AGCC, Antibiético, FOS, GOS, MOS, Salmonella.
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PERFORMANCE, HEALTH, HISTOLOGICAL AND MICROBIOLOGICAL
ASSESSMENT OF BROILER CHICKENS FED DIFFERENT PREBIOTICS
LEVELS

Abstract. In this study, 1250 male ROSS AP95 day-old chicks, were randomly allotted
in 5 treatments, with 10 experimental units each, aiming to test different combinations of
mannan with B-glucans and fructoligosaccharides with galactoligosaccharides in broiler
diets. Treatments consisted of: positive control (PC), basal diet (BD)+performance
enhancer antibiotic (PEA); 0.1%; 0.2%; 0.3% and 0.4% inclusion of the prebiotic
mixture. The performance, relative organ weight, villi integrity, goblet cell and
intraepithelial lymphocytes density, Fabricius Bursa histomorphometry and differential
leukocyte count in the blood; the production of cecal short chain fatty acids, counting of
E. coli colony forming units and an in vitro inhibitory activity of the antagonistic
substances produced by the samples of the cecal lactic acid bacteria against Salmonella
enterica serovar Heidelberg test were also evaluated. Data were submitted to ANOVA
followed by a Tukey test (5%), blood counts were submitted to Kruskal-Wallis test (5%).
The results do not demonstrate effects of higher inclusion levels of prebiotics on the
chickens performance and productive efficiency of at 42 days of age, considering this
similarity and the cost factor of additives inclusion in poultry diets, it is possible to
recommend the replacement of PEA by 0.1% prebiotic mixture without production

impairment.

Keywords: Antibiotic, FOS, GOS, MOS, Salmonella, SCFA.
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1. INTRODUCAO

A industria avicola durante as Gltimas duas décadas tem sido um dos setores mais
dindmicos e em constante expansao do mundo. Com o aumento constante da populagéo
humana, a industria avicola € uma das principais responsaveis por preencher o espaco
entre a exigéncia e a disponibilidade de proteina de alta qualidade para consumo humano.
A demanda por uma fonte de proteina mais saudavel e segura, livre de agentes

contaminantes, aumenta a medida que o mercado se expande e diversifica.

No entanto, € inerente aos sistemas de alta produtividade o confronto com diversos
desafios, como doencas, por exemplo. Esses desafios além de inferirem custo ao sistema
ainda ocasionam perda de produtividade e rendimento de produtos. Esse cenério levou ao
aumento gradativo do uso de antibidticos na industria avicola para fins terapéuticos,
profilaticos e de promocéo do crescimento. A possivel presenca dos residuos desses
antibidticos na carne e nos ovos de aves, decorrente de mau uso, passou entdo a ser

preocupacdo do consumidor final.

Esses residuos de antibidticos podem causar resisténcia da flora humana e microbios

patogénicos aqueles grupos de antibioticos.

Surgiu entdo uma necessidade na busca de produtos alternativos capazes de
proporcionar melhor desempenho para os animais, diminuir a contaminacéo das carcagas
por bactérias patogénicas, sem 0s riscos da presenca de residuos nocivos que possam
causar problemas de saude aos consumidores da carne do frango. Os prebidticos se
encaixam nessa necessidade, sdo oligossacarideos ndo digestiveis pelas aves mas
fermentéaveis pela microbiota intestinal desejavel, que tem demonstrado eficiéncia na
modulacdo benéfica da microbiota intestinal melhorando a condicdo sanitaria geral do
intestino, beneficiando desempenho, digestibilidade e imunidade (SILVA e
NORNBERG, 2003).

Considerando a importancia da pesquisa de novos aditivos que possam potencializar
efeitos benéficos no trato gastrintestinal e, portanto, aumentar os indices de desempenho,
como os oligossacarideos, sdo justificaveis estudos que ajudem a compreender 0sS
beneficios destes na salde dos animais, bem como quais niveis de incluséo destes

substratos fermentativos que podem trazer efeitos adicionais a produtividade.
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2. OBJETIVO

Este estudo objetivou determinar o nivel ideal de inclusdo de prebidticos combinados
(GLUCANMOS 67% da mistura, FOS:GOS 33% da mistura, propor¢do 1:1) em dietas
de frangos de corte. Os critérios de avaliacdo para recomendagdo foram: desempenho,
peso relativo de 6rgdos, integridade e imunidade intestinal, imunidade das aves via
histomorfometria da Bursa e contagem diferencial de leucécitos, bem como os efeitos na

microbiota cecal.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento Experimental

Foram alojados 1250 pintos de corte, machos, da linhagem ROSS AP95, vacinados
no incubatorio contra doenga de Marek e Gumboro. As aves foram distribuidas em 70
boxes de 2,0 m? com 25 aves por boxe, munidos de comedouros tipo tubular e bebedouros
tipo nipple, em aviario de pressdo negativa, do Laboratério de Nutricdo de Aves da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Unesp, Campus de Botucatu.

A cama, de 10 cm de espessura, foi reutilizada por quatro lotes consecutivos afim de
simular os desafios das condic¢des de campo.

Agua e racdo foram fornecidas & vontade durante todo o periodo experimental, o

programa de luz seguiu as orienta¢fes do manual da linhagem de frangos selecionada.

As aves foram distribuidas em blocos casualizado com cinco tratamentos e dez
repeticdes cada. Os tratamentos foram:

e CP: dieta basal + antibiotico melhorador de desempenho (AMD);
e 0,1%: dieta basal + 1,0 kg/ton. de GLUCAN MOS FOS:GOS
e 0,2%: dieta basal + 2,0 kg/ton. de GLUCAN MOS FOS:GOS
e 0,3%: dieta basal + 3,0 kg/ton. de GLUCAN MOS FOS:GOS
e 0,4%: dieta basal + 4,0 kg/ton. de GLUCAN MOS FOS:GOS
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Todas as dietas experimentais utilizadas foram isoenergéticas, isoproteicas e
isoaminoacidicas, de acordo com as recomendac@es nutricionais propostas por Rostagno
et al. (2011) para frangos de corte de desempenho médio, e divididas em quatro fases:
pré-inicial (1 — 7 dias), inicial (8 — 21 dias), crescimento (22 — 35 dias) e final (36 — 42
dias).

Os prebidticos utilizados foram obtidos de indUstria especializada e sua inclusao se

deu em detrimento do material inerte das dietas.

3.2. Variaveis Analisadas
3.2.1. Desempenho

Todas as parcelas experimentais foram pesadas aos 7, 21, 35 e 42 dias para a
determinacédo do peso corporal, ganho de peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar.
Ao final do periodo experimental foi calculada a viabilidade baseada no controle diario

de mortalidade e o fator de eficiéncia produtiva pela seguinte formula:

FEP = (Peso Corporal x Viabilidade) / (Conversdo Alimentar x Idade de Abate) x 100

3.2.2. Peso Relativo de Orgaos

Aos 21 e 42 dias de idade, foi retirada uma ave no peso médio de cada unidade
experimental, pesada e eutanasiada apos jejum de duas horas, para posterior coleta e
pesagem de figado, proventriculo, moela, intestino delgado, pancreas, baco e Bursa de
Fabricius. Os dados foram utilizados para o calculo dos pesos relativos em relacdo ao

peso corporal da ave em jejum.



Tabela 1. Composicédo centesimais e nutricionais das dietas experimentais.

Pré-Inicial Inicial Crescimento Final

Milho, Grdo Moido 54,103 58,190 60,731 65,803
Farelo de Soja, 45% 38,497 34,990 31,789 27,518
Oleo de Soja 2,528 2,509 3,523 3,225
DL-Metionina (99%) 0,356 0,285 0,254 0,238
L-Lisina HCI (78,4%) 0,276 0,208 0,184 0,225
L-Treonina (98,5%) 0,103 0,057 0,039 0,047
Fosfato Bicalcico 1,907 1,509 1,274 1,070
Calcario Calcitico 0,913 0,923 0,863 0,769
Sal Comum 0,306 0,199 0,096 0,444
Bicarbonato de Sodio 0,296 0,416 0,532 0,000
Premix Vitaminico! 0,100 0,100 0,100 0,100
Premix Mineral? 0,100 0,100 0,100 0,100
Cloreto de Colina 0,060 0,060 0,060 0,060
Anticoccidiano3 0,055 0,055 0,055 0,000
Inerte 0,400 0,400 0,400 0,400
Composicdo Nutricional Calculada
EM (kcal/kg) 2950 3000 3100 3150
PB (%) 22,20 20,80 19,50 18,00
Célcio (%) 0,920 0,819 0,732 0,638
Fasforo disponivel (%) 0,470 0,391 0,342 0,298
Metionina dig. (%) 0,645 0,562 0,518 0,485
Metionina+cistina dig. (%) 0,944 0,846 0,787 0,737
Lisina dig. (%) 1,310 1,174 1,078 1,010
Treonina dig. (%) 0,852 0,763 0,701 0,656
Cloro, % 0,234 0,171 0,109 0,318
Saédio (%) 0,220 0,210 0,200 0,195
Potéassio (%) 0,861 0,809 0,758 0,694
Acido Linoleico (%) 2,740 2,776 3,343 3,241

!Premix vitaminico para frangos de corte (BRNova®), niveis de garantia por kg de produto: Vit. A,
9.000.000 UI; Vit. D3, 2.500.000 UI; Vit. E, 14.000 UI; Acido Folico, 1.000 mg; Acido Pantoténico,
15 mg; Niacina, 40 mg; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B2, 6.200 mg; Vit. B1, 2.500 mg; Vit. B12, 14.000 pg;

Vit. K3, 2.000 mg; B.H.T., 100 mg.

2Premix vitaminico para frangos de corte (BRNova®), niveis de garantia por kg de produto: Fe, 50 g;

Cu, 10 g; Mn, 80 mg; Zn, 60 g; I, 1.200 mg; Se, 200 mg.
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3.2.3. Barreiras Fisicas do Intestino Delgado

Foram coletados fragmentos de duodeno, jejuno e ileo para analises
histomorfométricas de uma ave por unidade experimental aos 21 e 42 dias de idade. As
amostras foram fixadas em formaldeido 10% por 24 horas e em seguida armazenadas em
alcool 70%. Para a confeccgdo das laminas histoldgicas, as amostras foram desidratadas
em série crescente de &lcool (&lcool 70%; 80%; 90%; 100%; 100%; 100%) por 30 minutos
por passagem. Posteriormente diafanizadas em solucdo alcool: xilol (1:1) por 30 minutos
e xilol 100% por 30 minutos, imersas em Paraplast® (parafina) em estufa a 55°C por 90
minutos e, incluidas em Paraplast® para formacdo dos blocos. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a microtomia obtendo-se corte histolégicos de cinco
micrébmetros de espessura, 0s quais foram colocados em laminas e corados com

hematoxilina-eosina.

A altura dos vilos e profundidade das criptas dos segmentos intestinais foram
determinadas por meio de imagens, obtidas em microscopico Optico com objetiva
planapocromatica 10X. As imagens foram capturadas com cémera acoplada ao
microscopio e transferidas para um analisador de imagem (Leica Application Suite 3.5).
Vinte leituras de altura de vilos e profundidade de cripta foram realizadas por lamina e
por segmento intestinal, que corresponde a uma ave por parcela experimental. A altura de
vilos foi medida da regido apical a regido basal, que corresponde a por¢do superior das

criptas. As criptas foram medidas da base até a regido de transicdo entre a cripta e o vilos.

3.2.4. Barreiras Imunoldgicas do Intestino Delgado
3.2.4.1. Linfécitos Intraepiteliais Intestinais (IEL)

A densidade de linfdcitos intraepiteliais intestinais (IEL) foi determinada em cada
lamina nos trés segmentos do intestino delgado. Uma imagem foi obtida em camera
acoplada a microscopio 6tico com objetiva de 20x e analisada pelo software Leica
Application Suite 3.5. Em uma area delimitada e conhecida foi realizada contagem total
dos linfdcitos intraepiteliais, sendo os resultados expressos em numero de células por

unidade de area em milimetros quadrados.
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3.2.4.2.  Células Caliciformes (Gc)

De cada lamina dos trés segmentos intestinais, uma imagem foi obtida em camera
acoplada a microscopio Otico com objetiva de 20x. A imagem foi segmentada pelo
procedimento de threshold do software Adobe Photoshop® CC (2018) e analisada pelo
software Leica Application Suite 3.5. Em uma &rea delimitada e conhecida foi realizada
contagem total das células caliciformes, sendo os resultados expressos em numero de

células por unidade de area em milimetros quadrados.

3.2.5. Histomorfometria de Bursa de Fabricius

Foi coletada a Bursa de Fabricius de uma ave por unidade experimental, aos 21 e
42 dias, e fixadas em formol a 10% neutro tamponado. A confeccdo das laminas
histoldgicas seguiu 0s mesmos procedimentos adotados para os fragmentos de intestino.
Foram analisados 15 foliculos completos por lamina, correspondente a uma ave por
parcela experimental. Foram escolhidos para leitura, foliculos em que o corte passou pela
regido central. Cada foliculo selecionado foi circundado por uma linha, obtendo-se a area
folicular total e, em seguida, delimitada a porcdo medular do mesmo foliculo, passando
uma linha sobre a membrana basal que divide a area cortical da medular para célculo da

porcentagem de cortex folicular.

3.2.6. Contagem Diferencial de Leucdocitos e Relacdo Heterofilo/Linfocito

Para a contagem de leucdcitos e relacdo heterofilo: linfécito, foram coletados 2mL
de sangue de uma ave por unidade experimental, por meio de puncéo da veia ulnar com
seringa heparinizada. Imediatamente ap6s a coleta, extensdes sanguineas foram
preparadas e armazenadas para serem coradas pelo método de Rosenfeld (1947). A
contagem foi realizada em microscopio utilizando-se aumento de 100x, conforme

metodologia proposta por Charles Noriega (2000).
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3.2.7. Microbiologia Cecal

Foram realizadas as contagens das unidades formadoras de colonias (UFC) de E.
coli, bem como o teste da atividade inibitoria in vitro das substancias antagonicas
produzidas pelas amostras de Lactobacilos cecais frente a Salmonella enterica serovar
Heildelberg.

Para tanto, um dos cecos de uma ave por unidade experimental foi removido
assepticamente logo apds o abate da ave, sendo posteriormente acondicionado em bolsa
plastica estéril e homogeneizado com PBS na proporcdo de 1:10, obtendo-se
diluicdo 10, Foram realizadas dilui¢es seriadas até 10°° em microtubos graduados
contendo PBS, com posterior plagueamento de 0,1 mL em meio Agar MacConkey, as
placas foram incubadas durante 24 horas a temperatura de 37°C. O numero de UFC/grama

de contetdo cecal obtido foi convertido em logio para interpretacdo dos resultados.

Um pool de bactérias &cido laticas cecais foi obtido através do plagueamento em
meio MRS Agar e preservado em nitrogénio liquido (caldo MRS + glicerina PA 30%)

para avaliacdo de halo de inibicéo.

A atividade inibitoria das substancias antagbnicas produzidas pelas amostras de
bactérias acido laticas cecais frente a S. enterica foi mensurada utilizando-se 0 método de

antagonismo “Spot on the lawn”, de acordo com Harris et al. (1989).

As amostras do pool de bactérias acido laticas foram reativadas em Caldo MRS,
através de incubacéo a 38°C por 24 horas. Apds esse periodo, trés aliquotas de 10 pL de
cada amostra experimental foram posicionadas de forma equidistante sobre placas de
Petri estéreis, preparadas previamente com meio de cultura MRS Agar, e novamente

incubadas por 18 horas a 38°C.

Paralelamente, foram preparados tubos graduados tipo falcon, com tampa,
contendo 5 mL do meio caldo BHI (Brain Heart Infusion) que acondicionaram amostras
do microrganismo indicador (S. enterica serovar Heildelberg), proveniente da
Bacterioteca do Laboratorio de Ornitopatologia da Unesp/Botucatu. Estes tubos foram
levados a estufa para que os microrganismos fossem reativados através de incubagéo a

38°C por 12 horas. Momentos antes da finalizacdo das incubacdes foram preparados,
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ainda, tubos graduados contendo 15 mL do meio BHI com 0,7% de Agar, para

acondicionarem as amostras de S. enterica reativadas.

Em cada tubo contendo 15 mL de Agar BHI foi adicionada uma aliquota de 150 pL
da amostra semeada do microrganismo indicador, sendo logo ap6s mantidos em banho
maria a 45°C para equilibrar temperaturas. Em seguida, o conteudo dos tubos foi
cuidadosamente vertido nas placas incubadas com as amostras de bactérias acido laticas
em pontos equidistantes. Apds completa secagem e solidificacdo da camada de BHI +

Salmonella, as placas foram incubadas a 38°C por 24 horas.

O antagonismo foi detectado pela presenca de zonas/halos de inibig&o ao redor das
culturas de bactérias acido laticas e mensurados em milimetros em software de

processamento de imagens (Leica Application Suite 3.5).

3.2.8. Determinacdo de acidos graxos de cadeia curta nos cecos

Aos 42 dias de idade, foi coletado um grama de contetdo cecal e posteriormente
diluido em 2mL de &cido formico (17%). Apos centrifugacdo a 12.000 x g a 4° C por 10
minutos, o sobrenadante (2mL) foi submetido a analise por cromatografia a gas para
determinacdo da concentracdo dos &cidos acético, butirico e propiénico (ERWIN et al.,
1961). As analises foram feitas no Laboratdrio de Cromatografia do Departamento de
Nutricdo e Producdo Animal da FVMZ, USP, Campus de Pirassununga, SP.

3.3. Avaliac¢ao Estatistica

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos & analise de variancia
complementada pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey (P<0,05), através do
procedimento de Modelo Linear Generalizado (GLM) do software estatistico Minitab®
(Minitab Versao 18, Minitab Inc., State College, PA, 2017). Os indices de colonizacao
bacteriana cecal sofreram transformacéo logaritmica (Log10 UFC) para que 0s mesmos

fossem modulados por uma distribui¢cdo normal.

Os parametros sanguineos foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-

Wallis a 5% de probabilidade, no mesmo software estatistico.
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Adicionalmente, o efeito dos niveis de inclusdo de prebidticos foi avaliado por teste
de regressdo, foram considerados significativos os modelos cujo coeficiente de
determinacdo mostrou a possibilidade da obtencédo de resultados biologicos adequados
(R2>0,70).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 2 apresenta os resultados de desempenho das aves. Foi observado efeito dos

niveis de prebidticos aos 7 e 21 dias de idade.

Na primeira semana de vida, o tratamento controle positivo, com antibidtico, superou
todos os tratamentos prebidticos, exceto no parametro viabilidade onde diferencas ndo
foram encontradas. Aos 21 dias de idade o CP ainda apresentou melhor ganho de peso

médio total e diario, e peso médio final.

Aos 35 e aos 42 dias de idade ndo foram observadas diferencas em nenhum dos
pardmetros avaliados. Resultados similares j& foram descritos em literatura com diversos
outros moduladores de microbiota (APPELT et al., 2010; KHOSRAVI et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2008).

Os resultados sugerem que existe efeito, apenas na fase de crescimento mais
acentuado da ave, até os 21 dias de idade, quando acontece a maturacdo do tecido
absortivo e da microbiota e, regulacdo do sistema enzimatico intestinal. Os mecanismos
de atuacdo dos antibidticos para controle da microbiota intestinal sdo imediatos e surtem
efeito rapidamente, excluindo a microbiota que consome nutrientes e produz metabélitos
depressores de crescimento (NIEWOLD, 2007) melhorando o desempenho das aves com
resultados mais constantes que outros moduladores de microflora; ao passo que
prebidticos por serem seletores, e ndo exclusores de bactérias, tem um periodo de caréncia
maior para manifestarem seus beneficios. Em um periodo de crescimento exponencial da
ave, essa diferenca pode ser o que define a queda no desempenho observada em dietas
prebidticas. Ao e Choct (2013), avaliando niveis de FOS e MOS em dietas para frangos

de corte, observaram comportamento semelhante.
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Tabela 2. Desempenho de frangos de corte recebendo dietas contendo diferentes niveis de prebi6ticos.

1a7dias
Variavel CP!? 0,1%? 0,2% 0,3% 0,4% Pvalue CV (%)
PMI (g) 45,31 45,47 45,20 45,04 45,04 0,554 1,45
PMF (g/ave) 159,36A 150,46BC 151,76B 144,40C 145,76BC <0,001 4,84
GP (9) 114,05A 104,99BC 106,56B 99,36C 100,72BC  <0,001 6,89
GPD (g/dia/ave) 16,29A  15,00BC  15,22B  14,19C  14,39BC  <0,001 6,89
CR (g/ave) 139,56B  155,02A  155,13A 152,11A 15450A  <0,001 4,84
CA (g/9) 1,22B 1,48A 1,46A 1,53A 1,54A <0,001 9,06
Viabilidade (%) 100,00 100,00 99,60 100,00 100,00 0,418 0,57
1a?2ldias
Variavel CP 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% Pvalue CV (%)
PMF (g/ave) 967,40A 918,04B 930,74B 912,48B  909,71B  <0,001 3,19
GP (9) 922,09A 872,57B 88554B 867,44B 864,67B  <0,001 3,34
GPD (g/dia/ave) 43,91A  41,55B 42,17B  41,31B 41,17B <0,001 3,34
CR (g/ave) 1270,18  1249,01  1248,23 1246,11  1248,24 0,621 3,07
CA (g/9) 1,39 1,43 1,42 1,45 1,44 0,051 3,59
Viabilidade (%) 99,2 99,60 99,20 98,00 100,00 0,222 2,00
1a35dias
Variavel CP 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% Pvalue CV (%)
PMF (g/ave) 252544 257141  2572,31 2560,31  2499,02 0,684 521
GP (9) 2480,13  2525,95  2527,11 2515,27  2453,98 0,686 5,30
GPD (g/dia/ave) 70,86 72,17 72,20 71,87 70,11 0,686 5,30
CR (g/ave) 3572,61 3538,45 3523,36 347294  3516,32 0,175 2,58
CA (9/9) 1,49 1,43 1,43 1,43 1,47 0,468 5,99
Viabilidade (%) 94,78 95,98 95,20 94,00 96,40 0,318 2,90
1a42dias
CP 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% Pvalue CV* (%)
PMF (g/ave) 2957,91  2876,07 2856,66 289291  2863,80 0,193 3,61
GP (9) 2912,61 2830,61 2811,46 2847,87 2818,76 0,194 3,67
GPD (g/dia/ave) 69,35 67,40 66,94 67,81 67,11 0,194 3,67
CR (g/ave) 5048,80 5032,74  4959,36 4963,15  5001,49 0,201 2,08
CA (g/9) 1,80 1,83 1,81 1,83 1,82 0,727 2,84
Viabilidade (%) 93,57 94,78 94,80 92,40 95,60 0,290 3,76
FEP? 366,26 354,07 356,62 349,05 359,02 0,572 6,49

PMF, peso médio final; GPD, ganho de peso diario; CR, consumo de ragdo; CA, conversdo alimentar; FEP, fator de eficiéncia

produtiva.

ICP, controle positivo, com antibidtico (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo);?porcentagem de inclusdo da combinagio de mananos,
B glucanos, frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; *FEP = (Peso Corporal x Viabilidade) / (Conversdo Alimentar x Idade de

Abate) x 100.; “CV, coeficiente de variacéo.

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%)
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Houdijk et al. (1999) relataram que a adi¢cdo de um composto estranho a microbiota
intestinal, ainda que aproveitavel pela mesma, pode provocar efeitos indesejaveis por um
determinado periodo de tempo, enquanto a microbiota se adapta e se modifica em resposta
as fibras, nesse periodo o aproveitamento de nutrientes pelo animal pode ser impactado.
Assim como 0 excesso no consumo de um determinado composto de reconhecida agéo
prebidtica pode causar desequilibrio nas populagdes microbianas prejudicando a salde
(MACFARLANE; CUMMINGS, 1999) e o desempenho animal, causando efeito laxativo

e excesso na producdo de gases.

Passado o periodo de adaptagdo e maturacdo da microbiota e sistema digestivo, aos
35 e 42 dias, as diferencas desaparecem e 0s ganhos se assemelham.

No periodo total de criacdo a auséncia efeito pode estar relacionada, ainda, com 0s
ingredientes que compdem a dieta, com a propria adaptacdo da microbiota ao composto
adicionado ou mesmo com estresse fisioldgico e ambiental dos animais. A maioria das
dietas formuladas para frangos de corte baseiam-se em cereais e graos de oleaginosas,
ambos contém em sua composicao valores variaveis de polissacarideos ndo-amilaceos e
oligossacarideos ndo-digestiveis, considerando que ambos pertencem a um grupo de
moléculas ndo-digestiveis, mas potencialmente fermentaveis, é suposto que a falta de
resposta de um aditivo prebidtico seja decorrente de um efeito diluidor dos proprios
compostos da dieta. Muitas vezes, nos proprios graos e seus subprodutos, 0s compostos
potencialmente fermentaveis sdo encontrados em concentracdes superiores inclusive ao
nivel de adicdo da maioria dos prebidticos comerciais. O aumento da viscosidade
decorrente destes compostos ndo digestiveis ainda pode ser responsavel por desbalangos
no delicado equilibrio da microflora intestinal, mascarando os possiveis efeitos dos
aditivos prebioticos e potencialmente modificando a digestdo e absor¢do (WEALLEANS
etal., 2017)

A tabela 3 apresenta os dados de peso relativo de érgdos aos 21e 42 dias de idade.
Né&o foram observadas diferencas no peso relativo de nenhum dos 6rgédos selecionados

em nenhum dos periodos estudados.
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Tabela 3. Peso relativol(%) de 6rgaos de frangos de corte aos 21e 42 dias de idade recebendo
dietas contendo diferentes niveis de prebidticos

21 dias

Tratamento
CP? 0,1%° 0,2% 0,3% 0,4%

Pvalue CV* (%)

Intestino Delgado 6,223 6,501 6,138 6,372 6,143 0,854 11,88

Figado 2,458 2,390 2,504 2,428 2,391 0,700 7,38
Pancreas 0,296 0,308 0,317 0,331 0,303 0,574 14,10
Bursa 0,185 0,194 0,182 0,189 0,206 0,708 18,50
Proventriculo 0,497 0,490 0,522 05550 0,507 0,518 14,30
Moela 1,868 1,820 2,002 2,030 2,067 0,085 11,02
Baco 0,079 0,084 0,092 0,092 0,098 0,605 27,48

42 dias

Intestino Delgado 3,480 3,737 3,560 3,850 3,538 0,196 9,79

Figado 1,602 1,784 1,69 1,806 1,735 0,185 10,67
Pancreas 0,167 0,153 0,159 0,158 0,152 0,376 10,36
Bursa 0,128 0,124 0,121 0,140 0,159 0,214 26,96
Proventriculo 0,257 0,273 0,276 0,261 0,263 0,932 18,17
Moela 1,275 1,252 1,324 1,244 1,253 0,868 12,46
Baco 0,084 0,085 0,078 0,088 0,081 0,855 21,34

IPeso relativo de 6rgaos (%) = (peso do drgao, g/peso vivo, g) x100; 2CP, controle positivo, com antibidtico (avilamicina
20%, 50 ppm de incluso); 3porcentagem de inclusdo da combinagdo de mananos, B glucanos, frutoligossacarideos e
galactoligossacarideos; “CV, coeficiente de variago.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

A ndo alteracdo do peso dos 6rgdos indica que quatro niveis suplementados nao
apresentaram efeitos adversos nas fungdes dos 6rgaos internos dos frangos de corte até o
periodo total de criacdo. Resultados semelhantes foram relatados por Abdel-Raheem e
Abd-Allah (2011), que observaram gue frangos alimentados com MOS, Saccharomyces
cerevisiae e sua combinacdo como simbidtico, ndo apresentaram diferencas no peso de
6rgdos. Ashayerizadeh et al. (2009) também relataram que os pesos do coracdo, figado e
pancreas ndo foram significativamente diferentes em frangos de corte suplementados com

prebidtico (Biolex®-MB), probiotico (PrimalLac®) e sua mistura como simbiotico.

As tabelas 4 e 5 apresentam os dados de altura das vilosidades, profundidade de cripta,
relacdo vilosidade/cripta (VC), densidade de células caliciformes e linfocitos
intraepiteliais (GC e IEL, respectivamente) do duodeno, jejuno e ileo, aos 21 e 42 dias de

idade das aves.

No segmento duodeno aos 21 dias de idade, os niveis 0,1, 0,2 e 0,4% apresentaram
maiores alturas de vilosidades, diferindo do controle positivo; quanto as profundidades
de cripta as maiores foram mensuradas no nivel de 0,2% de inclusdo e as menores no

controle positivo. Embora ndo apresente as maiores vilosidades, o controle apresentou
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melhor relagéo vilo:cripta em funcéo da baixa extenséo de suas criptas, assemelhando-se

a0,1¢e0,4%.

Tabela 4. Altura das vilosidades (AV), profundidade de cripta (PC), relacdo vilosidade/cripta (VC), densidade
de células caliciformes (GC) e densidade de linfocitos intraepiteliais (IEL) do duodeno, jejuno e ileo de frangos

de corte aos 21 dias de idade alimentados com diferentes niveis de prebidticos.

ltem Tratamento P value Cv?
Cp? 0,1%? 0,2% 0,3% 0,4% (%)
Duodeno
AV, um 1435,90B 1529,10A 1548,70A 1455,50B 1572,60A  <0,001 12,64
PC, um 149,09C 172,51B 193,18A 173,65B 179,50AB  <0,001 21,79
V:C 9,95A 9,27AB 8,31C 8,70BC 8,88ABC <0,001 24,79
GC, n/mm? 1774,85A 1403,9AB 1383,74AB 1309,45AB 1153,93B 0,038 26,03
IEL, n/mm? 236,07 286,10 406,47 338,86 436,15 0,078 30,67
Jejuno
AV, um 917,20A 829,40BC 879,70AB 764,10C 910,80AB  <0,001 24,94
PC, um 128,44AB 118,38B 139,12A 122,77B 127,02AB  <0,001 25,53
V:C 7,41A 7,31A 6,59BC 6,43C 7,29AB <0,001 24,60
GC, n/mmz? 1366,06 1694,84 1392,41 1841,13 1743,81 0,121 23,91
IEL, n/mm? 555,41 598,70 555,34 478,55 491,15 0,651 19,22
lleo

AV, um 567,10BC 609,80B 665,50A 604,2B 528,00C <0,001 24,70
PC, um 102,30C 121,68AB 113,85B 114,40B 128,03A <0,001 23,23
V:C 5,69A 5,07B 6,02A 5,49AB 427C <0,001 28,31
GC, n/mm? 2579,58A  1856,41BC 1550,63BC 2013,13B 1365,31C <0,001 27,85
IEL, n/mm? 488,22 515,90 548,67 454,61 508,00 0,712 15,22

1CP, controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo); ?porcentagem de inclusdo da combinagdo de mananos, B glucanos,
frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; *CV, coeficiente de variacdo.
Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

Quanto a densidade de células caliciformes no duodeno aos 21 dias, apenas o nivel de

0,4% diferiu do controle positivo com a menor densidade.

No jejuno, as maiores vilosidades foram observadas no tratamento controle positivo,

0,2 e 0,4% de inclusao de prebidticos. As menores profundidades de cripta no tratamento

0,1% e 0,3%, as maiores no tratamento 0,2%, comprando-se os valores pelo teste de

Dunnett, o nivel 0,1% diferiu significativamente do controle com criptas menores e 0

nivel 0,2% com criptas maiores.

A densidade de GC no jejuno n&o diferiu entre os tratamentos.
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No ileo, ainda aos 21 dias, as maiores vilosidades foram encontradas em 0,2% de
inclusdo, e as menores em 0,4%. Quanto as criptas, 0,2% difere apenas de 0,1 e 0,3. As

melhores relac6es V:C foram observadas nos tratamentos CP, 0,1 e 0,4%.

A densidade de GC foi significativamente alterada sendo que todos os tratamentos

prebioticos diferem do controle, com menores densidades.
Nos trés segmentos ndo ha diferencas na densidade de linfdcitos intraepiteliais.

Niewold (2007) afirma que um dos possiveis mecanismos de atuacdo dos antibidticos
é reduzindo a espessura da parede intestinal, facilitando o transporte de nutrientes pelo

epitélio, o que em parte justifica a reducdo de vilosidades no duodeno.

A expressdo de mucina, e células caliciformes, sdo associadas a maturidade absortiva
intestinal e protecdo do epitélio (FORDER et al., 2007), o aumento de GC no controle
positivo pode inclusive ser relacionado a melhora no desempenho, uma vez que o

intestino dessas aves era mais maduro para digerir e absorver.

No segmento duodeno aos 42 dias de idade (Tabela 5), apenas os niveis 0,1 e 0,2%
diferem do controle e demais tratamentos com menores vilosidades. Nas criptas, as
maiores medidas foram observadas nos mesmos tratamentos supracitados, entretanto o
controle, nesse caso, ndo difere das dietas prebidticas. Quanto as relages V:C, apenas
difere 0,1% do CP e 0,4%. A densidade de células caliciformes ndo diferiu entre
tratamentos. A densidade de IEL, neste segmento, ndo diferiu entre dietas prebidticas e,

com excecdo de 0,3% de inclusdo, nenhum nivel difere do antibidtico.
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Tabela 5. Altura das vilosidades (AV), profundidade de cripta (PC), relacdo vilosidade/cripta (VC),
densidade de células caliciformes (GC) e densidade de linfocitos intraepiteliais (IEL) do duodeno, jejuno e
ileo de frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados com diferentes niveis de prebioticos.

ltem Tratamento P (VL
CP! 0,1%? 0,2% 0,3% 0,4% value (%)
Duodeno
AV, um 1659,90A 1447,00B 1407,40B 1679,10A 1727, 70A <0,001 15,74
PC, um 164,10AB 158,19B 154,15B 175,56A 175,00A <0,001 21,42
V:C 10,34A 9,32B 9,45AB 10,05AB 10,28A 0,007 23,16
GC, n/mm2 1717,25 1374,87 1454,71 1478,5 1166,05 0,092 24,42
IEL, n/mm? 325,74B 362,17AB  373,18AB 413,08A 376,57TAB 0,006 9,16
Jejuno
AV, um 1030,20A 782,70C 919,10B 922,30B 923,70B <0,001 25,93
PC, um 125,89A 111,95B 121,19AB 130,40A 135,28A <0,001 25,72
V:C 8,44A 7,23B 7,94AB 7,32B 7,08B <0,001 28,15
GC, n/mmz 1650,28 1874,75 2037,19 1643,72 1710,09 0,243 19,89
IEL, n/mm? 576,40A 534,82AB 503,92B 479,48B 513,73AB 0,009 7,66
lleo
AV, um 672,90A 548,10B 505,80B 648,90A 647,20A <0,001 31,61
PC, um 112,93A 99,85BC 97,45C 109,43AB  100,46BC <0,001 24,08
V:C 5,97ABC 5,56BC 5,28C 6,30AB 6,61A <0,001 34,09
GC, n/mm2 1584,89B  2864,42A  2226,02AB  1852,65B 1997,65AB 0,012 32,47
IEL, n/mm? 507,88 505,24 504,12 504,63 489,34 0,936 5,05

ICP, controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo); porcentagem de inclusdo da combinagéo de mananos,
B glucanos, frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; 3CV, coeficiente de variagao.
Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

No segmento jejuno, o tratamento CP apresentou as maiores vilosidades, diferindo de
todos os outros tratamentos; considerando o papel do jejuno como maior zona de absor¢éo
do intestino delgado, podemos inferir redugdo na absor¢do de nutrientes nas dietas
prebidticas, entretanto sem alteracbes no desempenho. Nas criptas, as diferencas sdo
menos acentuadas, apenas o nivel de 0,1% diferindo do controle, que apresentou as
maiores criptas. A relacdo V:C de CP apresenta o melhor valor, apenas o nivel 0,2% néo
difere deste. A densidade de ceélulas caliciformes, novamente, ndo difere entre
tratamentos. A densidade dos IEL do CP, neste segmento, difere de 0,2 e 0,3%.

No ileo, os niveis 0,1 e 0,2% diferem do CP com menores vilosidades. Quanto as
profundidades de criptas, 0s niveis citados acima permanecem diferindo do CP, entretanto
com menores criptas, embora seja oportuno destacar que a diferenca, mesmo
estaticamente significativa, é, em termos absolutos, de baixa variabilidade. A densidade
de células caliciformes reflete o possivel aumento na carga microbiana em certos

tratamentos prebioticos, o nivel 0,1% difere do controle com maior densidade calculada.
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Parecer haver uma relacédo inversa entre densidade de GC e IEL, no caso do ileo, ndo ha
diferencas na densidade de IEL, ao contrério dos demais segmentos.

A maturacdo do enterdcito nos variados segmentos intestinais e sua capacidade de
digestdo e absorcdo sdo extremamente dependentes da velocidade adequada de sua
migracédo das criptas e ao longo do vilo, onde continua ocorrendo a aquisicdo de suas
funcdes fisioldgicas, num processo constante de migracdo — maturacdo — morte celular.
Por esse motivo, maiores vilosidades, tradicionalmente associadas a maior taxa de
absorcédo, ndo necessariamente refletem em melhor desempenho animal, uma vez que a
necessidade de renovagdo aumentada no vilo e consequente aumento das criptas pode

ocasionar a migracao de células com baixa funcionalidade.

Elevados niveis de fibras na dieta, inclusive as consideradas funcionais, ainda trazem
risco de abrasdo a mucosa (MONTANHINI NETO; CECCANTINI; FERNANDES,
2013), aumentando a necessidade de reposicdo celular no intestino, gerando, além do
risco de atividade absortiva reduzida, um dispéndio excessivo de energia, 0 que pode
parcialmente justificar o porqué de altos niveis de prebidticos ndo modificarem o

desempenho ou reduzirem a altura de vilosidade em diversos segmentos.

Na tabela 6 estdo expostos os valores das concentragdes de acidos graxos de cadeia
curta no conteido cecal aos 42 dias de idade. Nao foi possivel identificar diferencas
estatisticas entre os tratamentos, a grande variabilidade dos dados pode ter mascarado 0s

efeitos dos tratamentos.

Os acidos graxos de cadeia curta, especialmente o &cido butirico, da fermentacdo de
carboidratos pela microflora intestinal, sdo conhecidos por reduzir o pH do contetdo
intestinal e possuirem propriedades antibacterianas (BOHNHOFF; MILLER; MARTIN,
1964; MEYNELL, 1963).

O acetato ¢ 0 AGCC mais produzido pela fermentagdo bacteriana, como observado
no presente estudo. O acetato, por ser menos metabolizado no enterdcito rapidamente é
transportado ao figado (COOK; SELLIN, 1998) participa dos ciclos de lipogénese e
colesterogénese, o propionato € competidor nos sitios de absor¢do do acetato, de maneira
que seu efeito metabolico é contrario ao acetato, ou seja, reducdo da lipogénese; a relagéo

acetato:propionato é decisiva, entdo, quanto a rota metabolica a ser ativada.
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Tabela 6. Acidos graxos de cadeia curta em contetdo cecal de frangos de corte recebendo dietas
contendo niveis de prebidticos.

Tratamento P value cVv3

Ccp? 0,1%? 0,2% 0,3% 0,4% (%)

Acetato 253,83 302,16 336,72 236,83 280,38 0,199 32,03

MmM/Kg Propionato 12,77 6,37 6,57 5,37 4,02 0,159 103,86
Butirato 18,26 4,03 2,66 10,21 11,44 0,649 213,3

Acetato 92,02 96,96 97,44 94,74 95,38 0,497 6,55
%Molar Propionato 1,77 2,31 1,92 2,14 2,49 0,781 54,92
Butirato 4,83 0,98 0,73 4,16 2,13 0,498 199,96

ICP, controle positivo, com antibidtico (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusdo); ?porcentagem de inclusdo da combinagdo de
mananos, B glucanos, frutoligossacarideos e galactoligossacarideos. *CV, coeficiente de variagéo.
Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

O butirato, por sua vez, é fonte de energia de rapido aproveitamento no enterdcito.
Em termos absolutos a quantidade de butirato no tratamento controle € superior aos
demais tratamentos, o que pode ser indicativo de maior salde dos enterdcitos, embora
n&o possa ser inferido com seguranca que as diferencas nas vilosidades intestinais possam

ser resultantes do maior aporte de energia as células via producdo desse AGCC.

A relacdo acetato/propionato no tratamento controle é de aproximadamente 19,87, em
comparacdo a 47,4; 51,26; 44,14 e 69,76 seguindo a ordem crescente de inclusdo de
prebidticos. Embora pardmetros de carcaga ndo tenham sido alvo desse estudo, essa
relacdo pode interferir diretamente na deposicao de gordura no produto final.

As tabelas 7 e 8 apresentam os dados relativos & hematologia: diferencial de
leucdcitos, relacdo heterofilo:leucdcito, juntamente com a area cortical de Bursa. A
porcentagem de cOrtex da Bursa de Fabricius foi apresentada nas mesmas tabelas devido
a importancia desse 6rgdo na hematopoese e consequente formacdo de componentes

sanguineos.

Foi possivel identificar apenas uma diferenca significativa nos parametros

sanguineos, no percentual de trombdcitos aos 21 dias de idade.

Os trombdcitos de frangos de corte sdo os equivalentes as plaquetas nos
mamiferos, como tal, sdo responsaveis pela liberacdo da serotonina em resposta a
trombina ou ao colageno (SCHMAIER et al., 2011). A serotonina, por sua vez, induz
vasoconstricdo, agregacdo de trombocitos e coagulacdo sanguinea (CHAPMAN;
TAYLOR; WIDEMAN, 2008; LACOSTE-ELEAUME et al.,, 1994; STILLER;
BELAMARICH; SHEPRO, 1975).
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Os trombdcitos aviarios diferem das plaquetas de mamiferos pela sua
incapacidade de formar agregados resistentes ao cisalhamento e seus niveis muito mais
baixos de integrina, uma proteina necessaria para a formacao de agregados (SCHMAIER
et al., 2011). Os trombdcitos de aves sdo considerados parte do sistema de defesa inata e
apresentam atividade fagocitica contra bactérias (CARLSON; SWEENY; TOKARYK,
1968). Embora estatisticamente diferentes, o coeficiente de variacao da analise

O percentual de cortex da Bursa aos 21 dias diferiu significativamente entre os
tratamentos, 0s menores percentuais sdo encontrados no controle positivo e 0,1% de
inclusdo de prebidticos.

Tabela 7. Valores hematoldgicos (%), relacdo heteréfilo:linfocito (H:L) e percentual de érea

cortical da Bursa de frangos de corte aos 21 dias de idade alimentados com diferentes niveis de
prebidticos.

Tratamento LINF! HET?2 MONO® EOSIN* BASOF5S TROMBS H/L’ C(C:;;)ex
CPs 5217 750 500 1,00 017  3420A 018 46,798
019%6° 7350 567 2,83 1,50 0,67 1580AB 020 4577B
020% 7317 1300 767 333 117  167AB 024 5057A
030% 7983 967 350 1,00 2,00 400B 013 49,23A
040% 7517 1367 300 033 117 667AB 018 5114A

P value 0,176 0,236 0,620 0,439 0,221 0,024 0,495 <0,001

CVv¥® (%) 30,95 8229 123,56 168,6 149,24 171,29 11299 11,64

ILINF: linfocito; 2HET: heterofilo; SMONO: mondcito; “EOSIN: eosinéfilo; SBASOF: baséfilo; s TROMB: trombdcitos; "H/L:
relacdo heterofilo:linfécito; 8CP, controle positivo, com antibidtico (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusio); ° porcentagem de
inclusdo da combinagdo de mananos, B glucanos, frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; 1°CV, coeficiente de variacio.
Médias de parametros sanguineos seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (5%).

Embora seja comum supor que maiores percentuais de cortex e maior contagem
de trombdcitos reflitam em maiores producdes de anticorpos, resultando em sistemas de
defesa mais eficientes e melhor salide e desempenho das aves, neste estudo o desempenho
ndo foi superior em aves com maiores percentuais de cortex. A diminuigdo no cortex do
tratamento controle da-se provavelmente pela reducdo do desafio bacteriano intestinal
promovida pelo antibiotico, portanto baixo contato com antigenos e menor necessidade

de producéo de anticorpos.

E importante observar que aos 42 dias de idade, os percentuais de cortex reduzem
em todos os tratamentos, naturalmente pela propria involucéo do 6rgao ao longo da vida

do frango de corte.
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Tabela 8. Valores hematoldgicos (%), relacéo heterdfilo:linfocito (H:L) e percentual de area cortical
da Bursa de frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados com diferentes niveis de prebidticos.

Tratamento LINFL HET2 MONO® EOSIN* BASOFS TROMB® H/L’ C((:;;;X
CP® 6533 2383 200 450 1,00 333 048  4524B
019%° 6150 2667 333 333 0,67 450 045 4563AB
020% 4750 3250 250 6,00 3,17 833 1,25 4546AB
030% 5200 2550 267 533 2,00 1250 053  4523B
040% 5800 2583 350 267 2,33 767 051  4879A

P value 0,202 0,783 0,662 0,369 0,067 0,388 0,541 0,015

CV10 (%) 27,19 4362 67,89 91,7 110,11 127,92 137,48 14,48

1LINF: linfécito; 2HET: heterofilo; 3MONO: mondcito; “EOSIN: eosinéfilo; SBASOF: baséfilo; STROMB: trombécitos; "H/L:
relacdo heterofilo:linfocito; 8CP, controle positivo, com antibiético (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusio); °porcentagem de
inclusdo da combinag¢do de mananos, B glucanos, frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; °CV, coeficiente de variaco.
Meédias de pardmetros sanguineos seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (5%).

A Tabela 9 mostra os resultados de microbiologia cecal: contagem de unidades
formadoras de col6nia de E. coli e atividade inibitoria de substdncias antagdnicas
produzidas pelas amostras do pool de bactérias acido-laticas (LAB) cecais frente a
Salmonella enterica serovar Heidelberg, sendo possivel constatar que houve alteracédo

significativa nas duas variaveis.

O controle positivo ndo diferiu dos tratamentos prebi6ticos, enquanto, entre estes, 0,3
e 0,4% diferem de 0,1%, que apresentou 0 menor nimero de UFC. O maior halo de
inibicdo foi encontrado em 0,2% de inclusdo, os demais tratamentos nédo diferiram entre
Si.

Os é&cidos organicos produzidos pelas LAB, incluindo o &cido lético, acético e
propibnico cecais, exercem efeitos antimicrobianos devido a sua acdo na membrana
citoplasmatica bacteriana, interferindo na manutencdo do potencial de membrana e
inibindo o transporte ativo de moléculas (DE VUYST; VANDAMME, 1994; DE
VUYST, 2007), observa-se que o tratamento 0,2% de inclusdo apresenta uma das
menores contagens de E. coli e maior halo de inibigdo frente & S. Heidelberg, inferimos
que as LAB selecionadas possam ter maior producgédo de metabolitos antimicrobianos ou

maior capacidade de crescimento competitivo.

A reducéo na populacdo de E. coli, mesmo sendo constituinte da microbiota natural
do organismo, € interessante pois a bactéria pode ser considerada patogénica em virtude
de seus mecanismos de viruléncia e oportunismo (SENISE; CAMPANHA, 2017).
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Tabela 9. Contagem de unidades formadoras de col6nia de E. coli cecal e halos de
inibicdo de bactérias acido laticas(*) contra Salmonella enterica serovar Heidelberg
de frangos de corte aos 42 dias de idade alimentados com diferentes combinagdes

de prebioticos.
5
Cp3 011%4 0,2% 0,3% 0.4% P value CV
(%)

E.coli* 7,141AB 6,550B 6,782AB 7,289A 7,316A 0,004 10,54
Halos? 0,69B 0,78B 2,31A 0,768 0,81B <0,001 62,02

*Pool de bactérias acido laticas. Valores expressos em Log10 UFC. 2Valores expressos em milimetros. °CP,
controle positivo, com antibidtico (avilamicina 20%, 50 ppm de inclusio); “porcentagem de inclusdo da
combinagio de mananos, B glucanos, frutoligossacarideos e galactoligossacarideos; CV, coeficiente de
variagéo.

Meédias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey (5%).

5. CONCLUSAO

Os resultados indicam que é possivel a substituicdo dos antibioticos melhoradores de
desempenho por prebidticos sem prejuizo ao desempenho das aves.

Ndo ha indicios de que o aumento na quantidade de material potencialmente
fermentativo pela microbiota melhore significativamente o desempenho e salde das aves,
de maneira que, considerando o fator custo da suplementacdo, o nivel de 0,1% €
satisfatorio.
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1. IMPLICACOES

Embora as pesquisas com prebioticos, probioticos e simbi6ticos ndo sejam novidade
na nutri¢cdo animal nos estudos apresentados encontramos uma situacéo pouco explorada:
a possibilidade de estudar diferentes fontes de prebidticos em cominacdes, proporcdes e
niveis variados. Entretanto, embora as combinagdes de fontes sejam raras na literatura,
ao contrario de extratos de plantas e 6leos essenciais por exemplo, os resultados com
prebidticos sdo muito mais consistentes em termos de resultados que os demais aditivos
substitutos de antibioticos. Ainda comparativamente a alguns aditivos consolidados na
indUstria animal, como enzimas, os estudos com eubi6ticos ainda apresentam amplos
horizontes em virtude da selecdo genética de novos probidticos, técnicas de obtencdo e
purificacdo de prebiodticos cada vez mais modernas e as incontaveis combinagfes

simbioticas ja a venda no mercado.

Baseados em principios de precaucéo, diversos governos tém banido a utilizagdo de
antibidtico em dose subterapéuticas na producdo animal, e esse € um caminho sem volta,
as pesquisas com aditivos substitutos nunca foram tdo demandadas e importantes. Embora
ndo sejam observados nos estudos apresentados melhoras no desempenho das aves, o
simples fato dos prebidticos ndo deprimirem os ganhos ja é de grande importancia, € a
possibilidade de estimular crescimento intestinal, produgdo de muco e deslocamento de
linfécitos nos segmentos intestinais é grande indicativo de funcionalidade dos aditivos

estudados e sinal de sadide nos animais.

O desafio sanitario ainda demonstrou que, sob baixa carga microbiana, os efeitos
de quaisquer aditivos podem ser anulados. Uma limitagdo observada em diversos relatos
de literatura, observamos que os laboratorios das universidades ou centros de pesquisa
podem néo ser 0os mais adequados quando pretendemos demonstrar efeitos de aditivos
que sO podem ser encontrados em condi¢Ges de campo, onde o desafio sanitario é
conhecido e maior. Embora diferencas nos halos de inibi¢cdo tenham sido encontrados e
seja tentador afirmar que essas medidas indicam selecdo de cepas de bactérias 4cido
laticas e maior resisténcia a Salmonella, é extremamente perigoso recomendar um aditivo
baseado nessa medida apenas e que pode variar intensamente em funcéo de condicGes de
campo. Isso levanta questionamentos e estudos mais profundos, para avaliar qual a

resposta, seja em desenvolvimento, formag&o de tecido linfoide e status imunolégico, que
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aves apresentariam a suplementacdo de oligossacarideos dependendo das condicBes de
criacéo.

Os eubidticos sdo uma realidade em campo e apresenta grande potencial na
industria animal além de consisténcia nos resultados, futuras pesquisas devem priorizar a
reproducdo fiel de condi¢bes de campo, assegurando o desafio sanitario e permitindo aos

animais alimentados com o aditivo explorar todo seu potencial.
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