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RESUMO GERAL

O desenvolvimento inicial das aves € de extrema importancia, pois varios eventos
importantes ocorrem na fisiologia destes animais. ldade da matriz, tamanho e peso
do ovo, fatores ligados a manejo e restricdo alimentar podem afetar o
desenvolvimento do sistema imunoldgico e gastrintestinal das aves. O objetivo desta
dissertacdo foi revisar importantes aspectos sobre o sistema imunoldgico e
gastrintestinal de frangos de corte, bem como realizar um estudo para avaliar o
desenvolvimento de ambos os sistemas em diferentes periodos de eclosao (janela
de nascimento) com dois pesos de ovos oriundos de matrizes de mesma idade.
Animais que eclodem precocemente e permanecem mais tempo eclodidos dentro do
nascedouro parecem ter bom desenvolvimento da mucosa intestinal e uma
populacdo de células CD3+ no timo e baco menor que aqueles que eclodem mais
tarde. Sugere-se a hipotese de que aves que eclodem mais cedo podem estar aptas
ao alojamento antes mesmo da abertura padrdo dos nascedouros. Entretanto, maior
avaliacao deve ser realizada para definir o efeito desse periodo de espera dentro do

nascedouro sobre o desempenho ao longo da vida da ave.

Palavras-chave: frangos de corte; janela de nascimento; sistema imunolégico; trato

gastrintestinal.
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ABSTRACT

The broilers development is very important after hatching because several events
occur in the physiology of these animals. Breeder age, egg weight and size,
management factors and food restriction would affect the immune system and the
gastrointestinal tract development of birds. The aim of this study was to review some
important aspects of the immune system and gastrointestinal tract of broilers, as well
as conduct a study to evaluate the development of both systems in different periods
of hatching (hatch window) with two eggs weight from breeders with the same age.
Animals that hatch earlier and stay longer periods within the hatchery seems to have
a regular intestinal mucosa development and low CD3+ cells in thymus and spleen
when compared to those hatched later. It can suggest that birds that hatch earlier
may be ready for housing before the hatchery opening time. However, further

evaluation should be done to define the effect of this period on bird’s performance.

Key words: broilers; gastrointestinal tract; hatch window; immune system
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INTRODUCAO GERAL

A avicultura industrial moderna caracteriza-se por grandes evolucbes em
geneética, nutricdo e manejo. As praticas de manejo adotadas pela industria avicola
apresentam uma seérie de caracteristicas que podem, potencialmente, revelarem-se
desafios adicionais para o desenvolvimento dos frangos de corte. Dentre eles,
destaca-se o aproveitamento de ovos férteis e o manejo do processo de incubacéo.
O desenvolvimento inicial das aves (primeira semana de vida) € de extrema
importancia, pois varios eventos importantes ocorrem na fisiologia destes animais e
sua duracado pode ter consequéncias que se manifestardo durante toda a vida.

A primeira semana de idade representa no sistema de criagcdo nacional,
aproximadamente 15,5% do periodo de crescimento de frangos de corte. Entretanto,
variacbes no peso esperado para o abate podem fazer com que este mesmo
periodo chegue a representar até 23,5% de seu periodo de crescimento. Nessa fase
pos eclosdo, existe a adaptacdo do animal passando da alimentacdo a base de
gordura (gema) para alimentacao exdégena (basicamente carboidratos e proteinas).

Durante a primeira semana de vida, observa-se aumento do ganho de peso
do trato gastrintestinal superior ao ganho de peso corporal, aumento da area de
absorcdo (devido ao aumento das vilosidades intestinais e polarizacdo dos
enterocitos) e aumento da quantidade e atividade das enzimas digestivas.

Na avicultura industrial, existem variacdes de periodos de eclosdo, porém
todos os animais séo retirados e processados em tempo padrdo, dependendo da
empresa, linhagem ou maquina de incubacdo. Somado a isso, ha um intervalo de
tempo entre o nascimento e 0 acesso dos pintinhos ao alimento e a agua. Este

tempo varia de acordo com as condicdes e o fluxo de producéo de cada incubatério.
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A demora no acesso aos nutrientes e a agua pode afetar o metabolismo dos
pintinhos nas primeiras horas de vida, levando a um quadro de desidratacdo e
cetose imediato, podendo levar a queda de desempenho.

Outros fatores como a linhagem de matriz utilizada, a idade no momento da
postura e o tamanho do ovo podem também afetar o desenvolvimento inicial. Ovos
oriundos de matrizes jovens ou de ovos menores normalmente estao
correlacionados, pois naturalmente aves de matrizes mais jovens produzem ovos
menores, sendo que animais produzidos a partir destes ovos apresentam menor
ganho de peso durante a fase de crescimento e maior taxa de mortalidade, menores
vilosidades intestinais ao nascimento e menor capacidade de metabolismo.

O desenvolvimento do sistema imunolégico e gastrintestinal do pintinho
ocorre desde os primeiros dias de vida embrionaria. Em frangos de corte, os dois
sistemas parecem ter uma interacdo permanente e de extrema importancia no
desempenho da ave. As superficies mucosas sao as principais areas de contato do
organismo dos animais com 0s agentes presentes no meio ambiente externo. A
fisiologia dos dois sistemas apresenta certas analogias. Ambos deveréo ser capazes
de reconhecer diferentes moléculas, representadas por particulas de alimentos e
agentes patogénicos, reagindo adequadamente a cada situacdo. Enquanto o
sistema gastrintestinal, sobretudo o intestino, deve ser capaz de absorver os
nutrientes que permitam o desenvolvimento da ave em niveis compativeis com sua
capacidade genética, o sistema imunolégico devera, ao mesmo tempo, proteger o
animal sem espolia-lo dos recursos que deveriam ser destinados a producéo.

Desta forma, se torna extremamente importante o entendimento sobre a
imunidade e a qualidade intestinal nas primeiras horas de vida. E vasto o

conhecimento do jejum poés ecloséo, idade de matriz e qualidade de ovo sobre o
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desempenho das aves, porém, pouco se sabe sobre o status imunitario e a
maturidade do intestino em diferentes periodos de ecloséao.

O objetivo desta dissertacdo foi revisar importantes aspectos sobre o sistema
imunologico e gastrintestinal de frangos de corte, bem como realizar um estudo
sobre o desenvolvimento de ambos os sistemas em animais com diferentes periodos
de eclosao (janela de nascimento) com diferentes pesos de ovos. A conducdo dos
experimentos buscou a maxima aproximacao possivel com as condicbes reais de

campo, proporcionadas pela rotina de uma grande empresa avicola brasileira.
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DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA IMUNOLOGICO EM FRANGOS D E CORTE

(Broilers immune system development)

Ricardo Mitsuo Hayashi

RESUMO

A moderna avicultura industrial € resultado de intenso trabalho nas areas de nutrigéo,
manejo e genética ao longo das ultimas décadas. O melhoramento e a selecdo de
linhagens de frangos de corte permitiram étimos indices de produtividade resultando
em animais com grande capacidade de ganho de peso e conversdo alimentar.
Entretanto, estas aves também se tornaram extremamente sensiveis aos desafios
oferecidos pelo ambiente de criagdo e menos capazes de formar respostas
imunoldgicas adequadas. As Ultimas horas de incubacdo e as primeiras horas de
vida pés-eclosao sdo fundamentais para 0 amadurecimento do sistema imunolégico
dos pintinhos e as perdas ocorridas nesta fase terdo importantes consequéncias
durante todo o periodo de criacdo dos frangos de corte. O periodo de jejum pos
eclosdo, caracteristicas da matriz, fatores ambientais que levam ao estresse, dentre
outros, podem ocasionar atrasos e perdas de grande relevancia no desenvolvimento
e capacidade funcional do sistema imunolégico. A compreensdo dos eventos
fisiologicos que ocorrem nesta fase da vida das aves pode auxiliar no
estabelecimento de praticas que visem reduzir eventuais impactos negativos sobre o
desempenho final destes animais.

Palavras-chave: células imunoldgicas; jejum pés eclosao; resposta imunoldgica.
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ABSTRACT

The modern poultry industry is result of intense research in areas such as nutrition,
genetics and husbandry practices done in the last few decades. The improvement
and genetics selection of broilers achieved excellent productivity resulted in animals
with great capacity of weight gain and feed conversion. However, these birds have
also become extremely sensitive to the challenges offered by environment and less
capacity to respond immunologically. The last incubation hours and the first post-
hatching are critical to immune system maturation and losses at this period would
have important consequences in lifecycle of broiler chickens. Delay access to water
and food, breeder characteristics, environmental factors, stress and others, could
cause losses in the development and functional capacity of the immune system. The
understanding of these events can help to prevent negative impacts on broilers’
performance at market age.

Key words: fasting period; immune cells; immune response.

O SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunolégico das aves € responsavel pela formacdo e
desencadeamento de mecanismos que visam proteger o organismo destes animais
contra as ameacas representadas por qualquer tipo de agente potencialmente
nocivo. Exige-se cada vez mais do sistema imunolégico das aves, devido a
aplicacdo de um maior numero de vacinacdes para diferentes tipos de doencas, e de
condicbes ambientais que propiciam o estabelecimento do estresse (desde o manejo
de incubacdao, transporte e a adocao de altas densidades de criacdo, até o manejo

das aves nas granjas).
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As aves possuem uma série de particularidades em seu sistema imunoldgico,
as guais as diferenciam dos mamiferos, sob o ponto de vista anatémico e funcional.
Estas caracteristicas proprias incluem estruturas especializadas, ligadas a formacao
e amadurecimento do sistema imunologico e suas ceélulas - como o timo e a bolsa
cloacal - e estruturas menos complexas, porém responsaveis por niveis mais
primarios de defesa, como a pele e as penas. BUTCHER e MILES (2003)
classificam estes 6rgdos e estruturas como componentes de resposta imunoldgica
especifica ou inespecifica, de acordo com seu modo de atuacdo. As denominacdes
natural e adquirida ou inata e adaptativa também sao utilizadas (WHITANAGE et al.,
2004).

O timo e baco, Orgdos do sistema imunologico das aves podem ser
classificados em primarios, sdo responsaveis pela formacdo e diferenciacdo das
células deste sistema. Ja os Orgaos secundarios sdo aqueles responsaveis pela
migracdo ou agrupamento de células, formando sitios de amadurecimento,
diferenciacéo e atuacdo: Glandula de Harder, baco, tonsilas cecais, Placas de Peyer.
Orgéos imunes secundarios comecam a desenvolver sua capacidade imunoldgica
na eclosdo, e serdo capazes de responder efetivamente a um desafio apenas aos 10
dias ap0s a eclosédo (YUN et al., 2000).

O timo é um 6rgéo plano e lobulado, localizado na regido cervical, proximo do
nervo vago e da veia jugular. E considerado o local de desenvolvimento e
amadurecimento dos linfocitos T. Quando maduros, movem-se do cortex para a
medula, entrando na circulacdo pelos vasos medulares. Também pode apresentar
no timo, uma populacéo de linfécitos B que varia de 5 a 10%, dependendo da idade
da ave. O timo fica visivel no 5° dia de incubacéo (DI), e aproximadamente no 6° (DI),

células-tronco deixam o saco da gema e comecam a colonizar essa area. As
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primeiras células com marcadores CD3+ aparecem ao 9° (DI), enquanto que aoff e yd
(receptores de linfocitos) sdo detectados no 12° (DI). Entretanto, ap e yd aparecem
no trato gastrointestinal apenas apos a eclosao, bem como os marcadores CD4+ e
CD8+. (MAST & GODDEERIS, 1999).

A bolsa cloacal € um o0Orgado exclusivo das aves, com caracteristicas
anatdmicas e estruturais marcantes (ERF, 2004). Esta estrutura desempenha papel
fundamental no processo de amadurecimento e diferenciacdo dos linfocitos B (papel
desempenhado pela medula 6ssea em mamiferos). E um saco oco localizado
dorsalmente a cloaca, onde internamente possui um coértex e medula, com varias
dobras maiores e menores, contendo aproximadamente 10 mil foliculos (SCOTT,
2004).

Os linfécitos presentes na bolsa cloacal sdo expostos a antigenos externos
pela proximidade da porcéo final do intestino. Os primeiros elementos da bolsa
aparecem no 4° (DI), e recebem células tronco derivados no saco da gema no 7° (DI).
Em contrapartida, a resposta humoral se tornara madura apenas uma semana apos
a incubacao. (MAST & GODDEERIS, 1999)

Uma vez maduros, os linfocitos B circulam pelo sistema cardiovascular e
outros oOrgaos linféides, prontos para encontrar seus antigenos especificos e
executar suas funcdes (RATCLIFFE, 1989). Mesmo enviando os linfocitos B para a
periferia, o sistema imunolégico mantém a habilidade de responder a antigenos e
produzir imunidade humoral normalmente, uma vez que a bolsa cloacal regride por
volta de 14 a 20 semanas de idade. (POPE, 1999).

No desenvolvimento embrionario, o baco € o maior local de producdo de
granuldcitos. Em aves maduras, € um orgao de defesa com grande acumulacéo de

linfcitos e macréfagos, importantes para a resposta contra antigenos (POPE, 1999).
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O tecido linfoide associado a mucosa (MALT) é encontrado em diversos locais,
como no trato gastrointestinal, trato respiratério e na cabeca.

O sistema GALT (tecido linféide associado ao intestino) das aves é similar ao
dos mamiferos, tendo o mesmo papel como sitio de ocorréncia de respostas
inflamatorias locais (CALDWELL et al., 2004). Seu desenvolvimento ocorre logo nos
primeiros dias de vida, paralelamente ao amadurecimento do sistema gastrintestinal
do pintinho. Ondas de coloniza¢cdo da mucosa por populagdes linfocitarias oriundas
do timo e bolsa cloacal ocorrem a partir do 4° dia de vida e intermitentemente a partir
dai (BAR-SHIRA e FRIEDMAN, 2005). Esse sistema inclui nodulos de agregados
linféides, como tonsilas cecais, Diverticulo de Meckel, Placas de Peyer, e a recente
descrita, tonsila esofagica (OLAH, 2003). Muitos linfocitos podem ser encontrados
na porcao intraepitelial e na lamina prépria no TGIl. Sdo em grande maioria, linfécitos
T, onde possuem um importante papel de reconhecimento e processamento
antigénico. (LILLEHOJ e TROUT, 1996).

A tonsila cecal é o maior sitio do GALT, contendo linfocitos B e T. E um local
alternativo de diferenciacdo de células B e possui importante funcéo de producéo de
anticorpos e mediacéao celular (LILLEHOJ, 2000).

Placas de Peyer sdo areas densas com acumulo linféide, localizadas em
varias por¢cbes do trato gastrointestinal, principalmente na juncéo ileocecal. Essas
placas parecem ser o maior local de producdo de IgA frente a organismos
patogénicos. Ja o Diverticulo de Meckel, resquicio do ligamento da gema com o
intestino delgado, € um tecido linféide especializado que contém células B e
macrofagos (KOGUT, 2000).

Ha dois momentos de maturacdo do tecido linféide associado ao intestino em

frangos, durante a primeira e segunda semana ap6s a eclosdo. (BAR-SHIRA et al.,
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2003). Observa-se transcricao de IL-2, citocina produzida por linfocito T, e IFNy no
4° (DI), bem como aumento de células com o marcador CD3, expresso por linfécitos
T ao longo do segmento intestinal. Aves possuem niveis basais de células CD3+ ao
nascimento, mas costumam aumentar a partir dos quatro dias de idade.

Migracdes de linfécitos T com marcadores a3 e yd, do timo para o tecido
linféide periférico foram estudados por DUNON et al., (1997). BAR-SHIRA et al.
(2003) citam que o tempo entre o aparecimento de células CD3 yd no intestino e o
aumento de IL2 e IFNy sugere que as células necessitam de um periodo de
adaptacdo para responder ativamente contra antigenos presentes no intestino,
produzindo citocinas. LOWENTHAL et al., (1994) observaram que linfocitos de aves
com 1 dia de idade, aparentemente maduros, sdo funcionalmente imaturos e
adquirem gradativamente a atividade imunitaria.

Em aves adultas, a administracdo de antigenos protéicos por via oral induz a
resposta humoral, ndo apenas verificada por niveis sistémicos, mas também no
intestino, 0s quais ndo sdo observados em aves imunizadas com menos de 10 dias
de idade (BAR-SHIRA et al., 2003). Apesar disso, o tecido linféide associado ao
intestino ja possui linfécitos B a ecloséo, e a quantidade dessas células aumentam a
partir do 4° dia até 2 semanas de idade. A capacidade do intestino de desenvolver
resposta humoral contra antigenos aumenta a partir desse periodo. Esse periodo de
baixa resposta imunologica contra antigenos presentes na dieta € importante para o
desenvolvimento de tolerancia a antigenos, uma vez que aves nao devem responder
imunologicamente devido a sua dieta normal (JEURISSEN et al., 1994).

O tempo de desenvolvimento da resposta humoral durante os primeiros dias
de vida torna a ave muito dependente da imunidade passiva, passada pela matriz.

Os anticorpos IgM e IgA do fluido amniético, correspondente ao colostro em
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mamiferos, sédo ingeridos pelo embrido. (ROSE et al., 1974). Os anticorpos IgG sao
encontrados no saco da gema e sdo absorvidos do final da incubacéo até o periodo
pos eclosdo. (KOWALCZYK, 1985). O jejum pos eclosdo pode diminuir a absorcao
de imunoglobulinas pode resultar em imunidade inadequada ou insuficiente

(VARGAS et al., 2009).

Linfocitos

Os linfocitos das aves séo classificados em células T e B. Estas células sé&o
morfologicamente muito semelhantes as dos mamiferos (MORGULIS, 2002).

O papel dos linfocitos é reconhecer e atuar contra agentes agressores
internos ou externos. Estdo presentes no intestino em nuamero relativamente
pequeno ao nascimento, mas este numero aumenta apos o 4° dia de idade,
resultado de novas ondas de migracdo do timo e bolsa cloacal (BAR-SHIRA &
FRIEDMAN, 2005).

O mecanismo através do qual os linfocitos efetuam o reconhecimento dos
antigenos é diferente entre as células B e T. Enquanto os linfocitos B produzem
imunoglobulinas (moléculas expressas em sua superficie, de alta especificidade e
capazes de reconhecer agentes antigénicos integros), os linfécitos T necessitam de
componentes auxiliares para atuar contra agentes agressores, as células
apresentadoras de antigenos (APC’s). Estas células expressam em sua superficie
moléculas denominadas complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Nos
mamiferos, as moléculas do MHC séo divididas em duas classes: | e Il. Nos frangos,
estas moléculas sdo chamadas B-F e B-L. Existe ainda outro tipo de MHC nos
frangos, chamado B-G, de funcdo pouco conhecida e sem similares nos mamiferos.

Novas técnicas de deteccéo identificaram a presenca deste tipo de molécula e os
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genes que as codificam em outras populacdes celulares além dos linfocitos dos
frangos, como trombdcitos, células do estroma da bolsa cloacal, timo e tonsilas
cecais. Esta descoberta sugere que estas MHC das aves sdo tao complexas quanto
as dos mamiferos (classe | e Il), aléem de desempenharem um papel fundamental na
selecéo de linfécitos B na bolsa e na capacidade de formacgéo de respostas imunes
com maior variabilidade (SALOMONSEN et al., 1991; ZEKARIAS et al., 2002). Os
linfécitos T podem ser classificados ainda em outras subpopulacdes, segundo a
funcdo que desempenham dentro do mecanismo de resposta imunolégica. Para que
sejam capazes de reconhecer os antigenos, estas células expressam em suas
membranas alguns receptores moleculares. S&o estes receptores que possibilitardo
a ligacao entre os linfocitos T e a combinacao formada pelas moléculas do antigeno
e as MHC. Esta ligacdo sera o sinal que irh desencadear os eventos da resposta
imunologica, com a liberacdo das citocinas pelos linfécitos. As moléculas dos
receptores de linfécitos (TCR) dos frangos sao divididas em aff e yd. Existem outros
tipos de moléculas expressas nas superficies dos linfocitos, denominadas
determinantes celulares (CD). O CD3 é expresso por todos os linfécitos em sua
origem, e permanecem durante toda a vida da célula, sendo o antigeno de superficie
em comum dos linfécitos T (BARUA e YOSHIMURA, 2004; CHEESEMAN et al.,
2004). O CD4 é expresso por linfocitos com funcgdes auxiliares (linfécitos T
auxiliares), e tem afinidade por moléculas MHC B-L. O CD8 liga-se a moléculas
MHC B-F. As células ap parecem ter acdo estimulante sobre a atividade das células
yd, através da liberacdo de IL-2 (MORGULIS, 2002; ZEKARIAS et al., 2002).

Os linfocitos T auxiliares (helpers) sdo responsaveis pela secrecdo de
citocinas que ativam os mecanismos de defesa executados pelos macréfagos,

responsaveis pela eliminacdo de agentes previamente fagocitados. Tém um
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importante papel na imunidade adquirida, tanto em aves quanto em mamiferos.
Expressa tipicamente em sua membrana o CD4 (CHEESEMAN et al., 2004). Uma
vez ativadas, multiplicam-se e sofrem diferenciacéo, tornando-se células de memoéria
e células T efetoras (ERF, 2004).

Os linfécitos T citotOxicos expressam tipicamente em sua membrana o
marcador CD8 e interagem com o MHC B-F. Mediante reconhecimento deste MHC
ligado a epitopos em qualquer célula infectada, causara a lise desta célula. A isto
chamamos resposta celular, contra virus principalmente (CHEESEMAN et al., 2004).

Os linfécitos B produzem os anticorpos, moléculas envolvidas na resposta
imunologica humoral que atuam impedindo a invasado das células por antigenos
externos ou internos. Nas aves, sao produzidos no figado do embrido, no saco
vitelinico e na medula 6ssea na fase inicial da incubacdo. Em seguida, migram para
um oOrgao exclusivo do sistema imunolégico das aves — a bolsa cloacal - onde
sofrem amadurecimento e diferenciacdo por até dez semanas. Logo, partem para
colonizar outros 6rgdos, como o baco e a glandula de Harder (BUTCHER e MILES,
2003). Na bolsa cloacal ocorre um fenbmeno denominado conversao génica, o qual
permite aos linfocitos B produzirem uma gama mais variada de anticorpos,
expressos em sua superficie. Nos mamiferos, a variabilidade na producdo de
imunoglobulinas é determinada por modificacdo dos genes das células precursoras

dos linfocitos B na medula 6ssea (MEHR et al., 2004).

Imunoglobulinas
As imunoglobulinas sdo moléculas de natureza protéica, possuem alta
especificidade e séo divididas em trés diferentes tipos: IgA, IgM e IgG. A IgG das

aves possui maior peso molecular que seu correspondente em mamiferos e possui
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algumas caracteristicas proprias. Durante algum tempo foi chamada IgY, sendo
considerada a molécula precursora das IgG’s e IgE’s dos mamiferos (MORGULIS,
2002). O volume de IgG obtida de um uUnico ovo € muito maior do que aquele
possivel de ser obtido do soro de coelhos ou outras cobaias em uma semana de
colheitas (CHUI et al., 2004).

As imunoglobulinas surgem em média 4 a 5 dias apés a exposicdo do sistema
imunologico ao antigeno. Sua duracdo no organismo €é variavel, sendo mais fugaz
para as IgM’s (cerca de 10 a 12 dias) e mais persistente para as IgG’s (de 20 a 25
dias). As IgA’s sdo responsaveis pela imunidade “local’, estando presente nas
mucosas e secrecfes. As IgG’s sdo as imunoglobulinas mais importantes para o
sistema imunoldgico e para a monitoria de seu “status”, jA que a maioria dos testes
laboratoriais busca quantificar esta classe de moléculas (BUTCHER & MILES, 2003).

Segundo Morgulis (2002), a conversao génica, que ocorre na bolsa cloacal,
torna os linfocitos B das aves capazes de produzir uma grande variedade de
anticorpos. De outra forma, somente algumas poucas variacdes poderiam ser
efetivadas (uma vez “sensibilizada” por um determinado antigeno, uma célula B &
capaz de produzir anticorpos especificos para este antigeno, bem como todas as
células que sua diviséo vier a gerar).

Para atuar, os anticorpos unem-se diretamente a molécula de antigeno para a
qual possuem a informacéo, ou desencadeiam a atividade do sistema complemento,
induzindo a formacéo de grandes aglomerados moleculares ndo soluveis. As células
fagocitarias possuem sitios receptores especificos para a porcado constante das
imunoglobulinas. Unem-se a estes sitios para facilitar a destruicdo de antigenos ja
identificados e “imobilizados” pela ligacdo com as porgdes variaveis da estrutura dos

anticorpos.
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O sistema complemento € composto por proteinas complexas, produzidas no
figado e presentes no plasma. Podem ser ativadas através de duas vias: a via
classica e a alternativa. Uma vez ativadas, exercem seu papel dentro do sistema
imunologico desencadeando reacdes de natureza enzimatica, que geram outras
substancias importantes para a formacao da resposta imunoldgica. Na via classica,
a ativacdo das proteinas do sistema complemento se da pela ligacdo de uma
proteina denominada C1 do complemento com a porcéo exposta da imunoglobulina
ja aderida a um antigeno. A via alternativa ocorre sem que haja a necessidade da
formacdo do complexo antigeno-anticorpo. Existem moléculas presentes na
resposta imunoldgica que sdo capazes de ligar-se ao complemento por si mesmas,

ativando sequiéncia de eventos equivalentes (MORGULIS, 2002).

Resposta imunologica

E a capacidade do organismo em reagir a agentes estranhos (KOUTSOS e
KLASING, 2001). Varios fatores podem influenciar a resposta imunolégica, incluindo
as variacdes genéticas de isolados distintos de uma mesma espécie de patdgeno e
da genética da propria ave (MORRIS et al., 2004). Para o seu desencadeamento, o
organismo das aves conta com uma série de componentes celulares e néo celulares,
0S quais, por sua vez, sdo capazes de produzir um numero muito grande de
substancias responsaveis pelas mais diversas funcgoes.

A resposta imunologica pode ser classificada em primaria e secundaria, cada
qual com suas caracteristicas proprias. Assim, a resposta do tipo primaria apresenta
baixa especificidade, capacidade limitada de modos de acdo e baixo
desenvolvimento de memdria, enquanto a resposta do tipo secundaria age de

maneira inversa, complementando a anterior (MORGULIS, 2002; BUTCHER e
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MILES, 2003). A resposta do tipo primaria envolve a participacdo de componentes
celulares (fagécitos e células NK), barreiras fisicas (pele, muco) e proteinas (sistema
complemento). A resposta secundaria envolve linfécitos e atuacédo de anticorpos.

De acordo com os mecanismos envolvidos a resposta imunologica pode ser
classificada ainda em celular (mediada por células) e humoral (mediada por
imunoglobulinas). A resposta imunoldogica celular tem papel vital como primeira linha
de defesa contra 0s microorganismos agressores, mas também exerce acao
fundamental no desenvolvimento da resposta secundaria ou humoral (apresentacéo
de antigenos pelos macréfagos, liberacdo de citocinas para ativacao de linfocitos B e
outras).

Embora a resposta imunolégica humoral envolva varios componentes do
sistema imunoldgico do animal, € possivel que ocorra de modo passivo, através da
acado de imunoglobulinas ou mesmo de linfocitos B originarios de outro organismo,
como no caso da imunidade materna, em que o0s anticorpos da mae promovem a

protecdo da progénie por um determinado tempo (MORGULIS, 2002).

FATORES QUE INTERFEREM NO DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA

IMUNOLOGICO

Jejum pos ecloséao

Na avicultura moderna, existe um intervalo entre o nascimento e o primeiro
acesso a agua e alimento, chamado de jejum pOs ecloséo. Este lapso de tempo &
muito variavel entre as empresas, dependendo de fatores como 0 manejo
implantado no incubatorio, 0 manuseio aplicado aos pintinhos (selecdo, sexagem,

vacinacgdes), as condi¢cbes de transporte e a distancia até as granjas (DIBNER et al.,
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1998). Este intervalo coincide justamente com o momento em que varios eventos
importantes ocorrerdo no organismo destes animais e sua duracdo pode ter
consequUéncias que se manifestardo durante toda a vida das aves.

O desenvolvimento do sistema imunoldgico e sistema gastrintestinal do
pintinho ocorrem desde os primeiros dias de vida embrionaria. De fato, em frangos
de corte, os dois sistemas parecem ter uma interacdo permanente e de extrema
importancia para o desempenho produtivo destas aves.

As superficies mucosas sao as principais areas de contato do organismo dos
animais com 0s agentes presentes no meio ambiente externo. A presenca do
alimento no intestino favorece a maturacdo e diferenciacdo dos enterdcitos,
acelerando sua capacidade de digestdo e absorcdo, ao mesmo tempo em que, pela
flora bacteriana presente em seu conteudo estimula a migracéo e a diferenciacdo de
células dos orgaos primarios do sistema imunolégico para os sitios linfocitarios
presentes no trato gastrintestinal (GALT). (BAR-SHIRA & FRIEDMAN, 2005).

Enquanto a resposta imunoldgica celular € inata e pode ser estimulada pela
presenca do alimento no intestino, a resposta humoral nos primeiros dias de vida
depende principalmente da absor¢cdo das imunoglobulinas maternas depositadas no
ovo e absorvidas pelo pintinho no final do periodo de incubacao e inicio da vida pos-
eclosdo. DIBNER et al. (1998) constataram que o conteddo da gema nado possuli
valor nutricional significativo para o pintinho em seus primeiros dias de vida, sendo,
no entanto, fonte importante de compostos mais nobres, que devem ser utilizados de
outra maneira (fosfolipidios e imunoglobulinas) (MAIORKA et al., 2006). Portanto, a
composi¢cdo quantitativa e qualitativa do ovo e a demora no acesso ao alimento
exdgeno apos o nascimento poderiam ser capazes de interferir no desempenho final

e na capacidade imunolégica dos frangos de corte.
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O trabalho de NATHAN et al. (1977) demonstrou que periodos de jejum de 24
e 48 horas poés-eclosdo foram capazes de reduzir a capacidade das aves em
responder a estimulos feitos com a administracdo de bacterina inativada contra E.
coli e hemécias de carneiro (SRBC), em avaliacbes através de testes de
hemaglutinacdo indireta e soroaglutinacdo, respectivamente. As aves que nhao
tiveram acesso ao alimento e a agua apresentaram ainda marcante perda de peso
corporal e menor peso de orgaos do sistema imunolégico, como a bolsa cloacal e
timo, além de menor contagem de leucocitos no sangue.

FRIEDMAN et al. (2003) afirmam que o jejum poés-eclosdo pode, além de
comprometer o desenvolvimento do trato digestivo, retardar o amadurecimento do
tecido linféide associado ao intestino (GALT). Aqueles autores citam que, embora
existam ainda muitas questdes a serem elucidadas a respeito da ontogenia e modo
de acdo deste tecido, sua importancia para as aves na fase inicial de sua vida €&
indiscutivel. O acesso ao alimento no mais curto periodo de tempo possivel garante
maior tolerancia aos antigenos, melhor capacidade de resposta imunologica e
melhor desenvolvimento do trato digestivo.

VARGAS et al., (2009) apresentaram que os titulos séricos de anticorpos
contra a vacina de doenca de Newcastle (NDV) foram mais baixos em pintinhos
submetidos a 12 horas de jejum poOs eclosdo quando comparados aqueles que
consumiram agua e alimento logo apoés a eclosdo. Estes dados claramente mostram
que o atraso no consumo de alimento dos animais pode diminuir a absorcdo da
gema e conseqientemente a passagem da imunidade passiva da mae para o
pintinho. Semelhante a esses resultados, NNADI et al. (2010), observaram que aves

com jejum de 72 h apresentaram menor titulacdo de anticorpos para NDV, porém,
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sem diferencas em desenvolvimento e funcdo de 6rgdos do sistema imunolégico

comparadas a aves alimentadas.

Estresse

Estresses ambientais sdo comuns durante todo o ciclo de vida da ave e
influencia diretamente o sistema imunologico, predispondo a doengas. O conceito de
estresse, definido por DOHMS e METZ (1991), como uma resposta adaptativa
contra ameacas a homeostase animal. Pode ocorrer por estimulos internos
(psiquicos, fisiologicos) ou externos (ambiente). Alguns fatores de estresse podem
afetar o sistema imunologico diretamente, como temperaturas inadequadas na
incubadora, sala de processamento ou transporte, luz (ultravioleta, por exemplo),
qualidade do ar (amobnia, formaldeido), agentes infecciosos e contaminantes
ambientais. (DIETERT et al., 1994).

A exposicao das aves a temperaturas extremas pode causar grande impacto
na resposta imunoldgica das aves, na qual o calor ou frio em excesso, geralmente
tem efeito imunossupressor, principalmente na hipersensibilidade basdfila cutanea,
proliferacéo linfocitaria e alguns efeitos na resposta humoral. (REGNIER e KELLEY,
1981). O mecanismo pelo qual o calor modula a imunidade € em parte devido a
inducdo de proteinas do choque térmico sobre linfocitos, heterdfilos e macréfagos
(DIETERT et al, 1994), enquanto o estresse causado pelo frio suprime a
concentracdo plasmatica de corticosterona e aumenta niveis dos hormoénios da
tiredide. (HANGALAPURA et al., 2004). SANTIN et al., (2003) mostraram que
animais submetidos a diferentes variacdes de temperaturas durante a incubacéo e
na primeira semana de vida (alojamento) ndo apresentaram diferencas de titulos

vacinais contra a Doenca de Newcastle (NDV) e Doenca de Gumboro (IBDV).
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A corticosterona liberada pode levar a atrofia do tecido linféide no timo, bolsa
cloacal, baco, bem como supressao de resposta humoral e celular. (EDENS et al.,
1983). Em altas concentragdes, corticosterona pode atrofiar o timo e bolsa cloacal

por apoptose. (ROGAUSCH et al., 1999).

Matrizes

A idade da matriz pode afetar a composicdo, o tamanho, a taxa de ecloséo e
0 peso dos ovos e dos pintinhos ao nascimento. Matrizes mais velhas produzem
OvOS maiores, mais pesados e com maior peso relativo de gemas. O peso dos
pintinhos nas duas primeiras semanas de vida € menor em lotes nascidos de ovos
de matrizes mais jovens (TONA et al., 2004).

Entre os fatores que podem afetar parametros fisiolégicos e de producao
destes animais estdo a nutricdo recebida pela mée, o que influencia o tamanho e a
composicao dos ovos, fatores ambientais, qualidade dos ovos relacionada ao tempo
e as condicdes de estocagem (BRAKE, 1995).

GRINDSTAFF et al. (2005), trabalhando com codornas (Coturnix japonica),
constataram que uma dieta mais pobre em proteinas provocou a reducdo do
tamanho e do niamero dos ovos em um dado periodo de tempo, mas néo foi capaz
de reduzir o nivel de transferéncia de imunoglobulinas G (IgG) aos ovos.

GROOTHUIS et al. (2006), trabalhando com ovos de aves marinhas (Larus
ridibundus), observaram que fatores ambientais, como a densidade da colonia, ou
maior nivel de infestacdo por parasitas, também podem afetar a composicdo dos
ovos, incluindo a concentracdo de imunoglobulinas, testosterona e antioxidantes.
Outros fatores, como a ordem de oviposicéo e o peso corporal das fémeas tambéem

podem alterar alguns destes parametros. Entretanto, os autores ndo encontraram
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relacdo entre o peso das fémeas e a concentracdo de IgG na gema dos ovos ao

longo de uma sequiéncia de postura.

CONCLUSAO

Conhecer o funcionamento e o desenvolvimento do sistema imunologico dos
animais € fundamental para manter o homeostase durante o maior tempo de vida
possivel. Sabe-se que em condi¢cdes de repouso o sistema imunoldgico utiliza muito
pOUCO 0S recursos organicos, porém uma vez ativado, desvia muito destes recursos
e desta forma interfere com a produtividade dos animais. Entender como a ave se
desenvolve e responde imunologicamente a certos fatores no final da incubacéo e
apos a eclosdo é fundamental para para que se possa estabelecer alguns padrdes

de manejo e praticas que visem a protecdo destes animais.
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DESENVOLVIMENTO DO TRATO GASTRINTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE
(Broilers gastrointestinal tract development)

Ricardo Mitsuo Hayashi

Resumo

Nas aves, o periodo de transicdo de embrido para o estagio pos ecloséo € critico
para o desenvolvimento de todos os sistemas, o que torna imprescindivel a
utiizacdo de formas de manejo que possam melhorar e evitar queda no
desempenho durante todo o ciclo de vida. Desde embrido, o desenvolvimento
funcional desse sistema envolve producédo de secrecdes digestivas, crescimento e
desenvolvimento celular da mucosa intestinal (enterdcitos, caliciformes,
enteroenddcrinas) constituindo os vilos, bem como o desenvolvimento do sistema
imunologico integrado ao intestino. Alguns fatores podem interferir no
desenvolvimento dessas células, como o atraso no acesso ao alimento e agua. . A
compreensao dos eventos fisiologicos que ocorrem nesta fase da vida das aves
pode auxiliar no estabelecimento de praticas que visem reduzir eventuais impactos
negativos sobre o desempenho final destes animais.

Palavras-chave : ecloséo; jejum pos eclosao; mucosa intestinal

ABSTRACT

In broilers, the transition from embryo to the stage after hatching is critical for the
development of all systems, which is essential to improve and prevent decline in
performance. Since embryo stage, the functional development of this system
involves production of digestive secretions, development of the intestinal mucosa

(enterocytes, goblet cells and enteroendocrine) constituting villi and microvilli, as well
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as the gut associated linfoid tissue. Some factors may affect the development of
these cells, such as delays in access to food and water. The understanding of these
events can help to prevent negative impacts on broilers’ performance at market age.

Key words : fast; hatch; intestinal mucosa

INTRODUCAO

Nas aves, 0 periodo de transicdo de embrido para o estagio pés ecloséo é
critico para o desenvolvimento de todos os sistemas, pois € nesse periodo que
ocorre a formacéo e desenvolvimento celular em larga escala da mucosa intestinal
(enterdcitos, caliciformes, enteroendocrinas), producdo de algumas enzimas,
crescimento da microbiota intestinal, e adaptacéo para dieta exdgena

Durante o desenvolvimento embrionario, os nutrientes sdo supridos pelo ovo
e, apos a ecloséo, esses animais iniciam a utilizacdo de nutrientes procedentes de
dietas relativamente complexas. Essa mudanca de forma de alimentacdo exige um
periodo de adaptacéo celular e enzimatica no trato gastrintestinal da ave. A primeira
semana de vida da ave tem grande importancia no processo de maturacéo, no qual
o tamanho relativo do intestino e a producdo enzimatica sao otimizados.

Para que esse sistema possa processar as dietas da melhor maneira possivel
durante toda a vida da ave, a mucosa intestinal deve apresentar caracteristicas
estruturais morfofisiolégicas adequadas. Os processos de absorcdo sao
dependentes de mecanismos de transporte que ocorrem na membrana das células
epiteliais da mucosa, sendo dessa forma, a integridade destas de vital importancia,
ja que é a via de entrada dos nutrientes para o desenvolvimento da ave.

Compreender como se inicia o desenvolvimento do sistema gastrintestinal das

aves, seus componentes e quais os fatores que o afetam se tornam fundamentais
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para manter a qualidade intestinal e um bom desempenho, garantindo retorno

econdmico da atividade avicola.

Absorcdo da gema

A eclosao dos pintinhos determina uma mudanca no processo de obtencao de
nutrientes dos animais. Durante a incubacéo, a obtencdo de energia e nutrientes é
feito através da gema, um alimento rico em lipidios, mas pobre em proteinas e
carboidratos.

A composicdo média de um ovo fértil € de 58,5% de albumen, 31% de gema,
10,5% de casca e anexos e uma pequena fracao de carboidratos (VIEIRA e MORAN,
1999). Os teores relativos na proporcdo de agua e proteina, bem como os niveis
totais de lipidios, tendem a aumentar nos ovos de matrizes mais velhas (MAIORKA,
2002). O albumen de ovos de fémeas mais jovens possui maior densidade, o que &
atribuido por BRAKE (1995) a dietas com uma concentracdo de proteinas
usualmente mais alta na fase inicial do periodo de postura. Segundo este autor, um
albumen mais denso seria responsavel por desenvolvimento mais lento do embriéo,
por dificultar a difusdo do oxigénio, o qual é utilizado na obtencéo de energia a partir
de lipidios.

Durante o periodo de desenvolvimento embrionario até a ecloséao os lipidios
da gema séo diretamente transportados para a circulacdo por endocitose (SKLAN,
2005). Apos a ecloséo, a absorcdo do conteudo da gema pode ser feito tanto pela
membrana do saco vitelinico quanto pelo diverticulo de Meckel, sendo digerido e
absorvido pelo trato intestinal. NOY e SKLAN (2001) observaram que a passagem
do conteudo da gema para o trato intestinal € maior quando o animal recebe

alimentacdo do que quando se mantém em jejum. Os mesmos autores afirmam que
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essa diferenca ocorre devido a presenca fisica do alimento, aos movimentos
peristalticos do trato intestinal e/ou devido a uma pressao negativa com a cavidade
abdominal, estimulando assim a passagem do conteudo via intestinal. Uma vez na
cavidade intestinal, os movimentos antiperistalticos do intestino fazem com que este
conteudo retorne as por¢cdes anteriores do trato intestinal. Entretanto, alguns autores
consideram que 0 acesso ao alimento exdégeno pode retardar a absorcdo da gema
(MAIORKA, 2002).

Apesar de, no momento da eclosdo o pintinho ja estar apto a consumir
alimentos, seu trato intestinal ainda ndo esta maduro e plenamente desenvolvido. O
trato gastrintestinal, apesar de estar anatomicamente completo no final do periodo
de incubacao, sofre sensiveis alteracdes morfo e fisioldgicas, que preparam a ave

para o consumo e utilizacdo de alimentos (MAIORKA, 2002).

Desenvolvimento intestinal no periodo final de incu bacédo e poés ecloséao

Durante os ultimos dias de incubacéo, o trato gastrintestinal € um dos 6rgaos
gque mais cresce de tamanho e propor¢cdo, compondo cerca de 1% do peso do
embrido aos 18 dias de incubacao para 3,5% no momento da eclosao (UNI et al.,
2003). O aumento do peso intestinal pode ser descrito pelo desenvolvimento dos
vilos. Segundo os mesmos autores, aos 15 dias de incubacéo observam-se apenas
vilos rudimentares. Aos 17 dias de incubacéo, é possivel observar um grupo de vilos
maiores e em formato de peras (V1) e um grupo de vilos pequenos e afilados (V2);
durante os 18 e 19 dias de incubacéo estes vilos crescem de tamanho; aos 20 dias
formam-se outro grupo de vilos menores (V3) e ao momento da ecloséo, os vilos do
grupo V1 e V2 dobram de tamanho, enquanto os vilos do grupo V3 aumentam cerca

de 50% de tamanho. Esse crescimento rapido na fase final de incubacéo pode estar
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relacionado a ingestdo do liquido amnibtico que ocorre no décimo nono dia de
incubacao.

Além do aumento das vilosidades intestinais, no final do periodo de incubacéo
€ possivel observar aumento da atividade de enzimas da borda em escova. UNI et
al., (2003) descreveram um aumento da atividade das enzimas sucrase-isomaltase e
aminopeptidase e dos transportadores Na+K ATPase e Na-Glicose transportador — 1
entre os 19 e 21 dias de incubacdo. Apdés a eclosdo, mantém-se o rapido
desenvolvimento do trato gastrintestinal.

Os enterdcitos que apresentam nucleo centralizado e sem formacédo de borda
em escova no momento da eclosdo ganham polaridade, aumentam de tamanho,
porém ndo de espessura, e passam a mostrar a borda em escova apos 24 horas
(GEYRA, UNI e SKLAN, 200l1a). As vilosidades intestinais também continuam
aumentando de tamanho e de volume até atingirem um platé entre 5 e 10 dias de
idade, dependendo da regido do intestino (duodeno, jejuno ou ileo). (UNI et al.,
2000a). GEYRA, UNI e SKLAN (2001a) descrevem que nas primeiras 24 horas apos
a eclosédo, os enterdcitos adquirem polaridade e uma membrana em borda em
escova. O segundo periodo envolve a hipertrofia, que é expressa basicamente por
aumento no tamanho das células. No duodeno e jejuno esse processo de
diferenciacdo € separado. A hipertrofia do jejuno ocorre entre 72 e 144 horas pos-
eclosdo enquanto no duodeno esse processo se estende até as 216 horas. Pequena
hipertrofia foi observada no ileo.

As criptas, que no momento da eclosdo apresentam-se pequenas e com
poucas células se invaginam rapidamente, aumentam o0 numero de células e

aumentam a propor¢cdo em relacdo ao numero de vilos (UNI et al., 2000a), Esse
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aumento no numero e volume de criptas seria responsavel pela formacdo de
enterocitos necessarios para o crescimento das vilosidades.

Segundo UNI, NOY e SKLAN (1999), em perus, o aumento de peso do
intestino ap0s a eclosdo € superior ao aumento do tamanho deste orgdo. Esse
aumento de peso seria entdo relacionado ndo apenas ao crescimento dos 0rgaos
em extensdo, mas também ao crescimento local dos érgédos, através do crescimento
das vilosidades e das criptas intestinais conforme descritos acima. Animais recém-
eclodidos apresentam praticamente todas as células da cripta e do vilos com carater
proliferativo (GEYRA, UNI e SKLAN, 2001a).

Durante a migracdo dos enterocitos das criptas até o apice das vilosidades
estas adquirem funcdes diferenciadas para a digestdo dos alimentos, inclusive a
expressao de enzimas (UNI, GANOT e SKLAN, 1998). UNI, NOY e SKLAN (1999)
em perus, observaram correlacdes positivas entre a atividade enzimatica (por grama
de mucosa) e o numero de enterdcitos por vilosidade e o peso vivo do animal.

Segundo MANEEWAN e YAMAUCHI (2005), os vilos mais longos estdo
presentes em frangos com maior atividade de amilase no conteddo intestinal.
PLUSKE et al. (1996) observaram uma correlacdo negativa entre a absorgcédo de
glicose e profundidade de cripta. Segundo estes autores, essa correlacdo negativa
se explica quando uma maior profundidade de criptas esta relacionada a uma maior
producdo de enterdcitos, maior quantidade de enterdcitos imaturos na vilosidade e
consequentemente, uma menor producado de enzimas.

A producdo de enzimas mantém a curva ascendente observada nos dois
altimos dias anteriores a eclosdo. UNI et al. (1998), em frangos, observaram um
aumento na producdo de sucrase, maltase e aminopeptidase de 2 a 4 dias apés a

eclosao.
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Influéncia da janela de nascimento e jejum pos eclo s&do sobre o
desenvolvimento intestinal

Apesar de pintinhos, ao nascimento, apresentarem uma reserva energeética no
saco vitelinico, essa reserva nao é suficiente para suprir a necessidade energética
de manutenc¢&o dos animais nem mesmo durante o primeiro dia de vida (DIBNER et
al., 1998). Além disso, o contetdo do saco vitelinico € composto de nutrientes como
fosfolipidios, colesterol e imunoglobulinas que seriam mais Uteis ao desenvolvimento
animal se absorvidas e utilizadas como tal, e ndo como fonte de energia. Desta
forma, o fornecimento de uma fonte de nutrientes exégeno o mais cedo possivel
serviria como uma forma de “economizar” essa fonte de nutrientes presentes na
gema.

A influéncia do jejum pode comecar até mesmo antes da retirada dos pintos
do nascedouro do lote de pintinhos eclodir. Comercialmente, um lote de pintinhos
somente é retirado do nascedouro quando a maioria estiver eclodida. Esse intervalo
entre o inicio e o final da eclosdo dos pintinhos forma-se a janela de nascimento.
Desta forma, fatores como uniformidade de peso dos ovos, estocagem, capacidade
de difusdo de oxigénio pela casca, linhagem, sexo, entre outros, podem influenciar
no periodo de eclosdo dentro do nascedouro. Segundo CAREGHI et al. (2005) a
perda de peso durante este periodo € de aproximadamente 0,18g/hora de jejum.
Ainda segundo o mesmo autor, ao contrario do que se poderia imaginar, essa
demora no fornecimento de alimento aos animais € mais prejudicial para pintinhos
que eclodem mais tarde do que para pintinhos que eclodem no inicio da janela de
nascimento, tanto considerando a idade cronologica (horario do saque da maquina)
como a idade biolégica (horario real de nascimento) uma vez que o0 aumento no

periodo de estocagem atrasa a eclosdo dos animais. Segundo CHISTENSEN et al.
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(2001) a estocagem de ovos antes do inicio da incubacdo prolonga o platd de
consumo de oxigénio pelo embrido, fazendo com que aumente o periodo de hipdxia
e a necessidade de prover energia através do metabolismo anaerébico, periodo
esse em que ocorre a bicagem do ovo. Esse aumento do periodo de hipoxia faz com
qgue se reduza a quantidade de glicogénio cardiaco, muscular e hepatico durante o
periodo de pré bicagem e a eclosdo. Desta forma, a habilidade de produzir e
metabolizar carboidratos € crucial para a sobrevida do embrido (CHISTENSEN et al.,
2001).

O atraso a alimentacdo pode causar danos a algumas células da mucosa
intestinal, como as caliciformes, responsaveis pela secrecdo glicoprotéica com
funcdo protetora, transportadora e seletiva. Quanto maior o jejum, menor 0 hamero
de enterdcitos e aumento na densidade de células caliciformes produzindo e
secretando mucina acida e neutra para a superficie dos vilos do jejuno e ileo
(GEYRA, UNI e SKLAN, 2001b)

Eventos fisiologicos como o jejum, estresse, hipoxia, radiacdo, oxidacdes
entre outros, podem levar a morte celular programada, denominada apoptose. Pode
ser uma resposta genética programada, mas pode ser minimizado ou acentuado por
diferentes fatores. Segundo MAIORKA et al. (2001), jejum hidrico e/ou de racao
apos a ecloséao , ocorre aumento na densidade de vilos intestinais de pintos machos.
Em casos de jejum prolongado, as células epiteliais passam a apresentar grandes
vacuolos autofagicos lisossomais, caracterizando morte celular, com aumento da
taxa de extrusdo e consequente reducédo na altura dos vilos (YAMAUCHI et al.,
1996)

GEYRA, UNI e SKLAN (2001), observaram que o jejum entre O e 48 horas

apos eclosao acarretou diminuicdo na profundidade de criptas no duodeno e jejuno,
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0 numero de criptas por vilos, a area dos vilos e a taxa de migracdo de enterdcitos,
além de acarretar uma reducdo no peso entre 48 e 144 horas apoOs ecloséo.
GONZALES et al. (2003) observaram redugéo no tamanho de vilosidades e peso de
intestino as 18 e 36 horas em aves mantidas em jejum durante 18 horas apds o
alojamento. Entretanto, ndo observaram variacdo nos niveis de linfocitos B e na
relacdo entre heterdfilos e linfocitos aos 21 e 42 dias de idade, caracterizando que
0S animais em questao ndo estavam em estresse apos o jejum e a realimentacao.

Durante a fase de alimentacdo apos jejum, a recuperacao histoldgica parece
ser induzida pela absorcdo enteral de nutrientes. Ao realimentar animais com
nutrientes isolados (proteina, carboidratos e/ou gordura) os autores observaram que
“cada nutriente sozinho é insuficiente para ativar a recuperacdo histologica das
vilosidades”, apesar de se observar um peso maior um dia apés a realimentacédo em
animais que consumiram proteina em comparacao aqueles que consumiram gordura
e carboidratos (MANEEWAN e YAMAUCHI, 2005). VIEIRA e MORAN (1999)
observaram que animais mantidos em jejum por 24 horas apdés a eclosdo
apresentaram menor peso vivo ao alojar, menor peso e porcentagem de gema,
menor peso vivo aos 21 dias e menor peso de carcaca, porém sem variagdo no
rendimento de carcaca do que animais que receberam racdo imediatamente apos a
eclosao.

NOY e SKLAN (2001) descreveram baixa absorcao de glicose e metionina no
momento da eclosdo. Segundo 0os mesmos autores essa baixa absorcdo poderia
estar relacionada a presenca de gema no trato intestinal (formando uma micela
hidrofébica que dificultaria a absorcdo), ou a baixa concentracdo luminal de sédio
(necessario para ativar co-transportadores e a bomba de sédio e potassio). Os

mesmos autores observaram que apos dois dias, animais que receberam racao
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apresentavam maior absorcdo de glicose e metionina que animais que se
mantiveram em jejum. Entretanto, ap0s mais dois dias recebendo alimentacao,
ambos apresentavam a mesma taxa de absorcédo de metionina e glicose.

BOLELI et al. (2002) relataram correlagdo positiva entre o jejum pos eclosao
e 0 sexo dos animais. Os autores verificaram que pintos machos e fémeas
respondem de forma diferente a periodos longos de jejum poés eclosédo. Pintos
machos apresentam maior porcentagem de vilos com perda de epitélio e exposicao

de tecido conectivo, mostrando-se mais sensiveis do que as fémeas.

CONCLUSAO

As ultimas horas de vida intra-ovo e as primeiras da fase pds-eclosao séo
importantes para a vida do frango de corte e encerram uma série de eventos que
influenciardo seu desempenho final. Algumas situa¢cdes habituais de manejo, como o
a demora no acesso ao primeiro alimento e agua tornam-se desafios, os quais, se
mal conduzidos, podem resultar em perdas importantes. Entender como os fatores
externos podem afetar os mecanismos de desenvolvimento do trato gastrintestinal &
fundamental para que se possam estabelecer padrbes de manejo e praticas que

visem a protecdo destes animais contra tais efeitos.
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EFEITO DA JANELA DE NASCIMENTO SOBRE O DESENVOLVIME NTO DA
MUCOSA INTESTINAL E PRESENCA DE CELULAS CD3 POSITIV AS EM PINTOS

DE CORTE

(Effect of hatch window on intestinal mucosa development and presence of

CD3 positive cells of broiler chicks)

Ricardo Mitsuo Hayashi

RESUMO

Dentro de uma mesma incubadora ocorrem diferentes periodos de eclosdes,
chamado de janela de nascimento. Se muito prolongado, esse periodo provoca
jejum e desidratacdo das aves, comprometendo o seu desenvolvimento. Esse
trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento da mucosa intestinal,
alteracdes de moela e a presenca de células CD3+ no timo, baco e tecido linféide
associado ao sistema gastrintestinal de pintos de corte. Foram utilizados ovos
oriundos de matrizes com 38 semanas de idade, distribuidos em um delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2, sendo 3 periodos
de janela de nascimento (eclosédo antes de 472 h de incubacéo, entre 472 e 488 h
de incubacdo e 488 e 504 h de incubacéo) e 2 pesos de ovos (leves e pesados).
Animais que nasceram precocemente e permaneceram por maiores periodos dentro
do nascedouro apés a eclosdo apresentaram desenvolvimento da mucosa intestinal
normal, melhor integridade de membrana coilinea da moela, e menor presenca de
células CD3+ no timo e baco comparado aqueles animais que eclodiram mais

proximo do horéario padréo de abertura da maquina.
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Palavras-chave: eclosao; jejum; sistema imunoldgico; trato gastrintestinal.

ABSTRACT

In the same incubator occurs different hatch periods, called hatch window. If too long,
this period can cause dehydration and fasting, affecting broiler chickens’
development. This study aimed to evaluate the intestinal mucosa development,
gizzard alterations and CD3+ cells in the thymus, spleen and lymphoid tissue
associated with the gastrointestinal tract of chicks. Hatching eggs from 36-weeks-old
were used, and a randomized 3 x 2 factorial design with three window hatch periods
(hatched within 472 h of incubation, between 472 and 488 h and hatched between
488 and 504 of incubation) and 2 eggs weight (light and heavy) were assessed by
macroscopic changes and histology. Animals that hatched early and remained in
hatchery longer showed regular intestinal mucosa development, gizzard membrane
coilin integrity, and less presence of CD3+ cells in the thymus and spleen compared
to chick hatched close to regular time to open the hatch machine.

Key words: fasting, gastrointestinal tract, hatch, immune system

INTRODUCAO

A eclosao de pintos fortes e viaveis € um fator essencial para o desempenho
dos frangos de corte. Para aumentar a possibilidade do nascimento de aves
saudaveis, o0 manejo adequado das matrizes até a ecloséo das aves na incubadora
€ crucial. As ultimas horas do periodo embrionario e as primeiras ap6s a ecloséao &
considerado um dos periodos mais criticos e de extrema importancia para o
desenvolvimento da ave. Esse periodo caracteriza-se por eventos fisiologicos como

a maturacdo do trato gastrintestinal (crescimento fisico e funcional, devido ao
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aumento de vilosidades, polarizacdo de enterdcitos e atividade enzimatica) e
desenvolvimento do sistema imunologico (maturacédo de 6rgéaos linféides primarios e
secundarios) (WILLEMSEN et al., 2010).

Praticas de manejo adotadas pela industria avicola na fase inicial da ave
podem, potencialmente, revelarem-se desafios adicionais para o desenvolvimento
de frangos de corte. Fatores como a linhagem de matriz utilizada, a idade das
matrizes no momento da postura, condicdo nutricional, tamanho e peso do ovo
afetam diretamente o desenvolvimento inicial da ave, podendo ter consequéncias no
seu desempenho final. Ovos e pintos pesados, geralmente apresentam maior
proporcdo de agua, proteina e gordura na gema, bem como melhor desempenho
zootécnico (MCNAUGHTON et al., 1978; CARDOSO et al., 2002). .

A variabilidade do niamero de horas até o rompimento da casca, temperatura
de incubacédo e tamanho do ovo, fazem com que dentro de uma mesma incubadora
haja pintainhos com diferentes tempos de eclosdo que varia de 36 a 48 horas,
formando a janela de nascimento (SKLAN et al., 2000; VIEIRA et al., 2005). Existem
ainda os fatores operacionais do incubatorio, como o tempo necessario para a
sexagem, vacinacao e o transporte até as granjas. Esse periodo, denominado jejum
pos eclosao, pode durar até 72 h, e pode causar perdas de peso do pintainho de até
10% (CANCADO e BAIAO, 2002).

Animais submetidos a jejum podem entrar em estado de desidratacdo, cetose,
reduzir ganho de peso, apresentar danos na mucosa intestinal (GEYRA, UNI e
SKLAN, 2001a), apoptose celular e danos na musculatura peitoral (YAMAUCHI et al.,
1996), mau aproveitamento da gema (MAIORKA et al., 2006) e retardo no
desenvolvimento do sistema GALT (tecido linfoide associado ao trato gastrintestinal)

(FRIEDMAN et al., 2003). Apesar de a literatura ter vasta informacao dos efeitos do
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jejum pos eclosdo sobre o desenvolvimento das aves, existe pouca informacao
sobre o que acontece com animais eclodidos precocemente e que permanecem
dentro do nascedouro.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento da mucosa
intestinal e a presenca de células CD3+ no timo, baco e tecido linféide associado ao
sistema gastrintestinal de animais provenientes de dois pesos de ovos, com ecloséo

em diferentes periodos (janela de nascimento).

MATERIAL E METODOS

Classificacao e incubacao dos ovos

Ovos oriundos de matrizes Cobb® com 38 semanas de idade, foram
coletados no periodo da manha diretamente do ninho e estocados no incubatorio por
dois dias a temperatura de 15°C e 75% de umidade. Todos os ovos foram pesados
individualmente e calculados a média e o desvio padrdo (65,4 + 4,6 g), sendo
posteriormente classificados em ovos leves, aqueles com peso abaixo do peso
médio menos o desvio padréo (igual ou menor que 60,8), e ovos pesados aqueles
com peso acima do peso médio mais o desvio padrao. Ovos dentro do peso médio
nao foram utilizados na avaliacao.

ApOs esse processo, 1152 ovos foram identificados (576 leves e 576
pesados), separados em 12 bandejas com 96 ovos cada e incubados em
temperatura e umidade controlada (37,8°C e 60%, respectivamente) em incubadoras
Casp CMg 125R® até 456 horas (19° dia). O posicionamento do carro com as
bandejas foi estrategicamente colocado na por¢cdo mediana da incubadora, onde
nao havia grande oscilacdo de temperatura. Na transferéncia dos ovos para o

nascedouro, grupos de cinco ovos leves e pesados foram intercalados
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aleatoriamente em compartimentos especificos nas bandejas experimentais, de
modo que ovos leves e pesados estivessem distribuidos uniformemente da mesma

forma na bandeja.

Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2X3, sendo dois pesos de ovos (leves X pesados)
e trés periodos de eclosédo (aqueles eclodidos antes das 472 h de incubacéo, entre
472 e 488 h, e entre 488 a 504 h de incubacé&o). O fator periodo de eclosao foi
padronizado como animais submetidos a mais de 32h de permanéncia no
nascedouro apés eclosédo (+32 h janela de nascimento - JN), entre 32 e 16 h de
permanéncia no nascedouro apos eclosdo (32 h JN) e entre 16 e 0 h de
permanéncia dentro do nascedouro apoés ecloséo (16 h JN), de acordo com a Tabela

01.

Tabela 01. Grupos experimentais com dois pesos de ovos e trés periodos de janela

de nascimento ou permanéncia dentro do nascedouro apés eclosdo (JN).

Grupos experimentais Ovos JN (horas)
T1 Leves +32
T2 Pesados +32
T3 Leves 32
T4 Pesados 32
T5 Leves 16

T6 Pesados 16
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Durante o periodo de nascimento, em cada intervalo (+32, 32 e 16 h de JN), o
nascedouro foi aberto e 20 pintinhos eclodidos de cada periodo e de cada peso
foram identificados com anilhas coloridas para cada grupo experimental. Apos
identificacdo, os pintinhos permaneceram dentro do nascedouro até o momento
estipulado para abertura das maquinas de acordo com o procedimento padrédo do

incubatorio (504 horas).

Necropsia, pesagem e colheita de amostras

No momento padréo de abertura das maquinas (504 horas), os animais foram
eutanasiados por descolamento cervical e necropsiados em seguida. Foram
retirados e pesados o trato gastrintestinal (moela+proventriculo, intestino delgado,
intestino grosso) e saco vitelinico de todos os animais.

ApOs a pesagem, a moela foi aberta, e avaliada macroscopicamente quanto a
integridade da membrana coilinea. Amostras também foram coletadas para analise
histol6gica com o objetivo de avaliar espessura de membrana coilinea, integridade e
conteudo das glandulas tubulares, e presenca de lesfes e células inflamatorias.

Foi realizada a colheita de amostras de figado, moela, duodeno, jejuno, ileo,
ceco, tonsilas cecais, timo, baco e bolsa cloacal, sendo amostras de 10 animais por
grupo experimental armazenadas em formol tamponado a 10%. A separacdo das
regides do intestino foi realizada de acordo com GEYRA, UNI e SKLAN (2001a) para
a mensuracao de altura de vilo e profundidade de cripta, onde o duodeno foi definido
como porcao final da alca duodenal, jejuno entre o final da alca duodenal e o

diverticulo de Meckel e ileo entre o diverticulo de Meckel e a saida do ceco.
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Coloracdo Hematoxilina e Eosina (HE)

Os fragmentos em formol tamponado a 10% de moela, duodeno, jejuno, ileo,
figado, timo e bolsa cloacal, apds 24 h de fixacéo, foram processados rotineiramente
e corados pela técnica de HE (LUNA, 1968). Para essa coloracdo, foram
mensuradas as variaveis morfométricas da mucosa do intestino delgado (altura de
vilosidade e profundidade de cripta) e espessura de membrana coilinea, com auxilio
de um sistema e analisador de imagem (Motic Images Plus 2.0, acoplado ao
microscopio Olympus BH2 Olympus America INC., NY, USA) por microscopia de luz.
Foram mensurados 20 vilos e 20 criptas dos mesmos vilos por tratamento, para
cada segmento intestinal (adaptado de SANTIN et al, 2001), e 10 mensuragdes de

espessura de membrana coilinea por grupo experimental (aumento de 20x).

Coloracéao Alcian Blue (AB)

Os fragmentos de duodeno, jejuno e ileo corados por HE também foram
corados pela técnica de Alcian Blue de acordo com SMIRNOV et al. (2006), para
contagem de células caliciformes. Foi realizada contagem de numero de células
caliciformes por campo, sendo analisados 20 campos por grupo experimental em
objetiva 40x (Motic Images Plus 2.0, acoplado ao microscopio Olympus BH2

Olympus America INC., NY, USA).
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Figura 01. Fotomicrografia de jejuno para mensuracdo de altura de vilo (A),

profundidade de cripta (B) e presenca de células caliciformes no vilo (C) (aumento de 20x).

Imunohistoquimica / Células CD3+

Amostras de timo e baco (porcdo medular), duodeno, jejuno e ileo (porcao
inicial) foram analisadas por imunohistoquimica para contagem de células CD3+.
Fragmentos foram incluidos em parafina, seccionados com 5 ym de espessura e
fixadas em laminas carregadas positivamente. As secc¢des foram desparafinadas em
xilol a 60C por 20 minutos e reidratadas em agua e alcool. A recuperacéo
antigénica foi realizada com tampao citrato pH 6,0 em “banho-maria” a 100 por 10
minutos, bem como o blogueio da peroxidase enddgena foi realizado com perdxido
de hidrogénio a 3% e proteina blogueadora por 8 minutos. O anticorpo primario
utilizado foi anti-CD3 (CD3 Dako 1:750), incubado em refrigerador “overnight” a 5° C.
Para deteccao da reacdo foram utilizados anticorpos secundarios anti-camundongo

e anti-coelho combinados em um mesmo sistema de amplificacdo (kit ADVANCE®),
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por 30 minutos. Para revelacdo da reacéo utilizou-se cromégeno (kit DAB®), por 30
segundos. As laminas foram contra coradas com hematoxilina de Meyer, lavadas em
agua com posterior desidratacdo e montagem das mesmas. As amostras foram
analisadas para presenca de células CD3+. Foram analisados 20 campos em timo e
baco (aumento de 100x) e 20 vilos por segmento para cada grupo experimental

(aumento de 40x) com auxilio de um microscopio Olympus BX41 (Olympus America

INC., NY, USA).

Figura 02. Fotomicrografia de timo (A, aumento de 40x) e baco (B, aumento de 100x)

para identificacdo de células CD3+ por imunohistoquimica.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e quando houve
significancia (P<0,05) as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade com o auxilio do software Statistix® (2008). A interacdo dos

fatores foi analisada pelo software MSTAT®.
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RESULTADOS

Como observado na tabela 02, 10,6% dos ovos incubados eclodiram antes
das 32 horas da retirada dos animais do nascedouro (+32 h JN), 87,3% entre as 32
e 16 h (32 h JN) e 2,1% eclodiram entre 16 e 0 hora do tempo padréo de abertura

das maquinas (16 h JN).

Tabela 02: Porcentagem de eclosédo nos diferentes periodos de janela de nascimento.

Janela de nascimento (h) Eclosao (%)
Antes das 32 horas de retirada 106
padréo do nascedouro ’
Entre 32 e 16 horas 87,3
Entre 16 e 0 hora 2,1

Tabela 03: Peso do trato gastrintestinal e gema (g) de animais submetidos a trés

periodos de janela de nascimento (h) no periodo padréo de abertura das maquinas.

JN (h) Gema (g) Trato Gastrintestinal (g)
+32 3,210+1,02 ¢ 4,290+40,75
32 4,315+1,40 b 4,290+1,04
16 6,805+1,62 a 4,745+0,67
Valor de P 0,000 0,076

a-c: Médias seguidas de letras diferentes (colunas) diferem significativamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

O peso do trato gastrintestinal ndo apresentou diferenca significativa (P>0,05)
entre 0s animais que nasceram em diferentes periodos e foram retirados a zero
hora. O peso da gema foi estatisticamente diferente (P<0,05) entre todos os
tratamentos. Quanto mais cedo a ecloséo (+32 h JN), menor é o peso da gema no

momento da retirada dos animais do nascedouro (Tabela 03).
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Tabela 04. Altura de vilo, profundidade de cripta, nimero de células caliciformes por

campo (40x) e relagao vilo/cripta no duodeno em pintos de corte.

Vilo (pm) Cripta (m) Calici formes Vilo/Cripta
Efeitos principais
Leves 658,1+129,86 64,53+19,17 116,28+13,76 10,98+3,72
Pesados 661,42+168,79 75,75£19,63 113,78+15,0 9,25£3,15
+32h 726,14+143,81 a 76,55£18,83a 125,53+13,49 a 9,87+£2,48
32h 651,88+160,48 ab 67,58+18,28ab  110,7+13,34b  10,23+3,18
16 h 601,26+118,69 b 66,30+21,98 b  108,87+13,49 b 10,25+4,67
Probabilidades
Peso (P,) 0,918 0,001 0,350 0,007
Periodo (P ) <0,001 0,033 <0,001 0,865
Interacao (P 1*P5) 0,243 0,174 0,067 0,332

a-b: Médias seguidas de letras diferentes (colunas) diferem estatisticamente pelo Teste de
Tukey (P<0,05).

O peso dos ovos nao influenciou a altura dos vilos e o numero de células
caliciformes no duodeno (P>0,05) (tabela 04). Ja a profundidade da cripta foi
influenciada por este fator (P<0,05), na qual aves provenientes de ovos pesados
apresentaram maior profundidade de cripta que aquelas oriundas de ovos leves. A
relacdo vilo/cripta foi influenciada pelo peso do ovo (P<0,05), nos quais animais
provenientes de ovos leves apresentaram relagcdo maior quando comparados aos
animais oriundos de ovos pesados. A altura de vilo, profundidade da cripta e o
namero de células caliciformes no duodeno foram influenciados pelo periodo de
eclosédo (P<0,05). Aves submetidas a mais de 32 horas de permanéncia dentro do
nascedouro apés eclosédo apresentaram maior altura de vilo, maior profundidade de
cripta e maior niumero de células caliciformes quando comparados aquelas que
eclodiram entre as 32 e 16 h, e entre as 16 e 0 hora do periodo padréo de retirada
do nascedouro. Ndo houve interacdo entre os fatores (P>0,05) para as variaveis

analisadas no duodeno.
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Tabela 05. Altura de vilo, profundidade de cripta, nimero de células caliciformes por

campo (40x) e relagéo vilo/cripta no jejuno de pintos de corte.

Vilo (um) Cripta (am) Caliciformes Vilo/Cripta
Efeitos principais
Leves 270,10+73,61 43,74+15,41 160,88+15,03 6,59+2,13
Pesados 282,99+85,53 44.04+14,12 161,62+20,57 6,71+2,27
+32h 203,18+00,48 a  48,55+19,83a  163,73+18,78a  048%f2,45ab
32h 285,82+85.65 ab  44,96+9,09 ab 164,95+20,9 ab 7,65+2,08 a
16 h 250,64+53,0 b 38,16+11.3 b 155,08+11,55 b 5,82+1,64 b
Probabilidades
Peso (P,) 0,365 0,902 0,814 0,665
Periodo (P ) 0,035 0,004 0,021 <0,001
Interacéo (P ;*Py) 0,119 0,202 0,123 0,665

a-b: Médias seguidas de letras diferentes (colunas) diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey (P<0,05).

No jejuno, o fator peso dos ovos ndo influenciou o desenvolvimento da

mucosa intestinal (P>0,05). Os diferentes periodos de janela de nascimento

influenciaram todas as variaveis intestinais avaliadas (P<0,05). A altura de vilo,

profundidade de cripta e numero de células caliciformes foram maiores em animais

submetidos a mais de 32 h de permanéncia dentro do nascedouro apos ecloséo (32

h JN), quando comparados aqueles que eclodiram proximos a 0 h de abertura

padrao das maquinas. A relacdo vilo/cripta foi maior em animais submetidos a 32

horas de permanéncia dentro do nascedouro apés ecloséao (32 h JN), o que indica

melhor equilibrio na altura de vilo e taxa de renovacéo celular. Nao houve interacéo

entre os fatores peso do ovo e o periodo de janela de nascimento (P>0,05) no jejuno.
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Tabela 06. Altura de vilo, profundidade de cripta, células caliciformes por campo

(40x) e relagdo vilo/cripta no ileo de pintos de corte.

Vilo (um) Cripta (pm) Caliciformes Vilo/Cripta
Efeitos principais
Leves 258,90+73,23 78,00+30,98 141,97+14,35 3,567+1,19
Pesados 256,04+70,83 69,97+21,19 142,87+13,77 3,95+1,58
+32h 285,86+67,51 a 76,36+34,94 144,63+13,83 4,28+1,68 a
32h 262,0+68,67 a 75,61+22,47 143,23+13,26 3,66+1,23 ab
16 h 224,56166,91 b 69,99+20,73 139,4+14,72 3,34+1,12 b
Probabilidades
Peso (Py) 0,817 0,074 0,719 0,090
Periodo (P ») <0,001 0,446 0,214 0,002
Interacéo (P 1*P,) 0,258 <0,001 0,062 <0,001

a-b: Médias seguidas de letras diferentes (colunas) diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

100 Aa
904 Aa
Profundidade 80- b O+32h
de cripta
(um) 70- Bb @32h
Bb
HMi6h
60+
50
Leves Pesados

Figura 03. Desdobramento da interagé@o entre os periodos de janela de nascimento e
pesos de ovos sobre a profundidade de cripta no ileo. A-B: comparacdo entre 0S mesmos
periodos de janela de nascimento. a-b: comparacdo dentro de cada peso. Médias seguidas

de letras distintas diferem significativamente (P<0,05).
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vilo/cripta 4 @32 h
H16h
24
0-

Leves Pesados

Figura 04. Desdobramento da interacédo entre os periodos de janela de nascimento e
pesos de ovos sobre a relacdo vilo/cripta no ileo. A-B: comparacdo entre 0os mesmos
periodos de janela de nascimento. a-b: comparacao dentro de cada peso. Médias seguidas

de letras distintas diferem significativamente (P<0,05).

No ileo, o fator peso dos ovos néo influenciou as variaveis avaliadas (P>0,05).
Os diferentes periodos de janela de nascimento apés eclosao influenciaram a altura
de vilo e o nimero de células caliciformes (P<0,05). Aves que eclodiram antes das
32 horas e entre 32 e 16 horas anteriores ao periodo padrdo de abertura das
maquinas, apresentaram maior altura de vilo e maior quantidade de células
caliciformes no ileo quando comparados aquelas que nasceram entre 16 e 0 h.

Houve interacdo entre o peso de ovos e o periodo de janela de nascimento na
profundidade de cripta e relagdo vilo/cripta (P<0,05). O desdobramento desta
interagdo mostrou que, aves oriundas de ovos leves submetidas a mais de 32 h (+
32 h JN) de permanéncia dentro do nascedouro apresentaram maior profundidade
de cripta que animais pesados do mesmo periodo. O mesmo nao ocorreu com
animais que permaneceram entre 32 e 16 h (32 h JN) dentro do nascedouro apos
eclosdo, pois pintos oriundos de ovos pesados apresentaram maior profundidade de

cripta.
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Entre os animais oriundos de ovos leves, aqueles com mais tempo de
permanéncia no nascedouro apos ecloséo (+ 32 h JN), e entre 0os pesados, animais
com periodo de 32 a 16 h (32 h JN) de permanéncia no nascedouro apos ecloséo,
apresentaram maiores profundidades de cripta.

O desdobramento da interacédo na relacao vilo/cripta no ileo mostrou que aves
provenientes de ovos leves submetidas a mais de 32 h de permanéncia no
nascedouro apos eclosdo apresentaram menor relacdo vilo/cripta que animais
oriundos de ovos pesados do mesmo periodo. O mesmo nao ocorreu com animais
com periodo entre 32 e 16 h (32 h JN) de permanéncia no nascedouro apos ecloséo,
pois pintos pesados apresentaram menor profundidade de cripta. Animais oriundos
de ovos leves com 32 h JN, e entre os pesados, aqueles com + 32 h JN
apresentaram maior relacdo vilo/cripta entre os pesos de ovos.

A contagem de células CD3+ no timo teve influéncia no fator periodo de
janela de nascimento (P<0,05), onde se observou que quanto maior o periodo de
permanéncia no nascedouro apos ecloséo (+ 32 h JN), menor a contagem de células
CD3+ nesse 0rgao. Houve interacdo entre os fatores (P<0,05) no baco de pintos
para contagem de células CD3+.

No desdobramento dos resultados de presenca de células CD3+ no baco,
qguanto ao periodo de permanéncia dentro do nascedouro, animais oriundos de ovos
leves com + 32 JN e 16 h JN apresentaram maior contagem de células CD3+ que
animais oriundos de ovos pesados nestes periodos. Dentre os animais oriundos de
ovos leves, aqueles com menor tempo de permanéncia no nascedouro apos eclosao
(16 h JN) apresentaram maior contagem de células CD3+. Nos animais oriundos de
ovos pesados, aqueles com 32 h JN apresentaram mais células CD3+ no baco,

seguidos de 16 h JN e + 32 h JN.



Tabela 07. Numero de células CD3+ por imunohistoquimica no timo (100x), baco (100x), duodeno (40x), jejuno (40x) e ileo (40x) em

pintos de corte.

Timo Baco Duodeno Jejuno fleo
Efeitos principais
Leves 202,35+18,6 13,31+4,1 a 1,01+1,1 0,93+1,0 0,96+0,9
Pesados 201,28+19,1 10,91+109 Db 1,1+1,1 1,08+1,2 1,1+1,1
+32h 195,15+11,5b 7,55+2,2 b 1,011 1,241,2 0,4+10,6 b
32h 204,2+19,8 ab 15,02+3,3 a 1,07+#1,1 0,95+0,9 1,22+0,8 a
16 h 206,1+22,0 a 13,77+3,5a 1,10+1,1 1,02+1,1 1,47+1,2 a
Probabilidades
Peso (Py) 0,751 <0,001 0,694 0,472 0,436
Periodo (P ,) 0,021 <0,001 0,926 0,401 <0,001
Interacao (P 1*P2) 0,602 <0,001 0,281 0,662 0,638

a-b: Médias seguidas de letras diferentes (colunas) diferem estatisticamente (P<0,05).

¥9
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Figura 05. Desdobramento da interacédo entre os periodos de janela de nascimento e
pesos de ovos sobre a contagem de células CD3+ no baco, em periodo padrdo de abertura
das maquinas. A-B: comparacdo entre os mesmos periodos de janela de nascimento. a-b:
comparacdo dentro de cada peso. Médias seguidas de letras distintas diferem

significativamente (P<0,05).

Durante as necropsias, as moelas foram avaliadas macroscopicamente para
verificar o aspecto da membrana coilinea e submucosa. Aves com 32 e 16 h JN
apresentaram maior porcentagem de aparecimento de pontos marrons (figura 06) na
superficie da membrana coilinea (65 e 60%, respectivamente) do que as aves com +
32 h JN as quais somente 30% apresentaram estas alteracoes.

A espessura de membrana coilinea nao foi diferente estatisticamente no fator
peso de ovos (P>0,05). No entanto, o fator periodo de janela de nascimento
influenciou a espessura da membrana coilinea (P<0,05), onde se observou que
guanto maior o tempo eclosdo, maior é a espessura de membrana. Também se
observou a auséncia de células inflamatérias na lamina propria em todos os
tratamentos. As glandulas responsaveis pela secrecdo da camada muco protéica

(membrana coilinea) apresentaram-se com menor contelddo em animais que
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permaneceram mais tempo dentro do nascedouro apds a ecloséo (+ 32 h JN). Esse
mesmo tratamento também apresentou maior integridade de membrana coilinea,

mais compacta, caracterizada por conteado semelhante a queratina (figura 08).

Tabela 08. Espessura da membrana coilinea na moela (20x) em pintos de corte.

Espessura de membrana coilinea (um)

Efeitos principais

Leves 154,19 + 48,6
Pesados 155,68 + 46,5
+32h 203,93+179a
32h 166,76 £8,01 b
16 h 94,12 +9,26
Probabilidades
Peso (Py) 0,654
Periodo (P ) <0,001
Interac do (P,*P,) 0,640

a-c: Médias seguidas de letras diferentes (colunas) diferem significativamente
(P<0,05).

Figura 06. AlteracBes macroscopicas severas na superficie da membrana coilinea na

moela de aves com 16 h JN.
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superficie da membrana coilinea de aves com diferentes periodos de janela de nascimento.

Figura 08. Fotomicrografias de membrana coilinea de moela nos diferentes periodos

de janela de nascimento. A: +32 h JN, caracterizada por membrana compacta e densa; B:

32 h JN, caracterizada por membrana em formacdo; C: 16 h JN, caracterizada por

membrana pouco desenvolvida e glandulas com alto conteddo muco protéico (aumento de

40x).

DISCUSSAO

As Ultimas horas do periodo embrionario e as primeiras ap6s a eclosdo é um

periodo de extrema importancia no desenvolvimento do intestinal da ave. Neste

trabalho, observou-se que o desenvolvimento da mucosa intestinal foi mais intenso
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em animais eclodidos precocemente e que permaneceram mais tempo dentro do
nascedouro apdés a eclosdo. Por outro lado, avaliando periodo de jejum apos a
abertura padrdo das maquinas de incubacéo, diversos autores (YAMAUCHI et al.,
1996; SHAMOTO & YAMAUCHI, 2000; MAIORKA et al., 2001) afirmaram que sob
jejum hidrico e racdo, ocorre aumento na densidade de vilos intestinais, células
epiteliais intestinais com grandes vacuolos autofagicos lisossomais, caracterizando
morte celular (digestdo intracelular), levando o menor desenvolvimento de vilos,
altas taxas de extrusdo e perda do epitélio (STERZO et al., 2003). E bem provavel
que os resultados observados neste estudo, no qual houve melhor desenvolvimento
da mucosa intestinal em aves com mais tempo dentro do nascedouro apos a
eclosdo (+ 32 h JN) refira-se a eventos fisioldégicos programados, que de acordo com
WILLEMSEN et al., (2010) séo verificados no final do periodo de incubacgéo e
primeiras horas ap0s a ecloséo.

No presente estudo, duodeno e jejuno de pintos com maior periodo de jejum
dentro nascedouro apresentaram maior altura de vilo e maior profundidade de cripta,
indicando que apesar da integridade do vilo, as criptas estavam em processo
renovacgao celular. De acordo UNI et al. (1998), o intestino delgado atua como uma
interface entre o ambiente interno e o externo dos frangos de corte, sendo que a
mucosa intestinal encontra-se em uma condi¢cdo dinamica. O processo normal de
renovacao celular € decorrente de dois eventos citoldégicos primarios associados:
renovacao celular (proliferacéo e diferenciacéo), resultante das divisdes sofridas por
células totipotentes localizadas na cripta e ao longo dos vilos e perdas por
descamacao que ocorre no apice dos vilos. A relacéo vilo/cripta indica o equilibrio

desses dois processos (UNI et al., 2000).
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A contagem de células caliciformes foi evidentemente superior no intestino
delgado de aves com maior periodo de tempo dentro do nascedouro apos a ecloséo,
resultados que também foram observados por UNI et al. (2003) e GEYRA, UNI e
SKLAN (2001b) em animais submetidos a jejum apoés a eclosdo. A camada de muco,
composta predominantemente por mucinas glicoprotéicas, protege os microvilos
contra atritos provocados pela passagem da digesta, acdo das enzimas digestivas,
suco gastricos e agentes patogénicos (UNI et al., 2003). Segundo GEYRA, UNI e
SKLAN (2001b), o atraso no fornecimento da dieta pos eclosdo causa reducédo na
area superficial dos vilos, resultando em diminuicdo no namero de enterdcitos e
aumento na densidade de células caliciformes produzindo e secretando mucinas
para a superficie dos vilos.

Em relacéo ao peso dos ovos, observa-se pouca influéncia desse fator sobre
0 desenvolvimento da mucosa intestinal. No duodeno, animais oriundos de ovos
pesados apresentaram maior profundidade de cripta e maior quantidade de células
caliciformes que aves oriundas de ovos leves. Entretanto, animais provenientes de
ovos leves apresentaram maior relacdo vilo/cripta, o que pode indicar maior
equilibrio para renovacgéao celular. Segundo GIMENEZ et al. (2008), a altura de vilo
de todos os segmentos intestinais e a profundidade de cripta no jejuno foram
maiores em aves provenientes de ovos pesados. Ovos mais pesados podem
apresentar maior quantidade de proteina na gema e albumen, e a diferenca na
transferéncia do lipidio da gema no final da incubacao pode influenciar a maturagao
do intestino (APPLEGATE e LILBURN, 1999).

Orgdos linféides primarios como o timo e bolsa cloacal comecam a se
desenvolver na fase embrionaria. O timo, local de desenvolvimento e

amadurecimento de células T, tem suas primeiras células com marcadores CD3,
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CD4 e CD8 durante a fase embrionaria (MAST & GODDEERIS, 1999). Apés a
eclosdo, ondas de migracdo dessas células ocorrem para orgdos linféides
secundarios, como o baco, que se encontra imaturo na eclosdo. Esse transporte a
partir do timo para outros 6rgdos pode justificar os achados deste estudo onde se
observa reducéo na presenca de células CD3+ no timo de aves com maior tempo de
permanéncia no nascedouro apos a ecloséao.

Seguindo essa linha de povoamento de células CD3+ no organismo, MAST &
GODDEERIS (1999) explicam ainda que o baco fornece um microambiente de
interacdo entre células linféides e nao linféides, e é responsavel principalmente por
armazenar e transportar linfécitos para circulacao e tecidos. No presente trabalho,
observou-se interacdo entre peso de ovos e periodo de permanéncia dentro do
nascedouro apOs a eclosdo sobre a populacdo de células CD3+ no baco. Animais
oriundos de ovos leves que permaneceram mais de 32 h dentro do nascedouro apos
a eclosdo, apresentaram maior proporcdo de células CD3+ no baco quando
comparado aos animais oriundos de ovos pesados que permaneceram eclodidos no
nascedouro pelo mesmo periodo. Diante disso, neste trabalho pode-se sugerir que
0s animais nascidos precocemente transportaram mais células CD3+ do baco para
outros tecidos que os animais leves ou tiveram mais células que sofreram apoptose
e proporcionaram menor nimero de células neste 6rgdo. Animais que nasceram no
periodo de 32 a 16 h antes do tempo padrdo de abertura das maquinas (32 h JN)
nao apresentaram diferenca na quantidade de células CD3+ no ba¢o com relagcéo ao
peso dos ovos, demonstrando que talvez neste periodo ndo haja diferenca no
transporte destas células para outros tecidos entre pintos oriundos de ovos leves ou
pesados. Naqueles animais que nasceram proximo ao periodo padrdo de abertura

das maquinas (16 h JN) observa-se que pintos oriundos de ovos leves possuem
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maior quantidade de células CD3+ que pintos oriundos de ovos pesados, sugerindo
agui, mais uma vez maior eficiéncia de transporte destas células do baco para
outros tecidos ou menor numero de células que sofreram processo de apoptose.

Apesar desta forte sugestdo de transporte de células do baco para outros
tecidos, quando se observa a populacdo de células CD3+ na mucosa intestinal,
verifica-se que a presenca foi evidentemente baixa e apresentando alto coeficiente
de variacdo entre as amostras impossibilitando uma analise estatistica adequada.
Sabe-se que aves possuem niveis basais de marcadores CD3+ durante a eclosao
no GALT, e que esses marcadores tornam-se mais freqiientes a partir do 4° dia de
idade (BAR-SHIRA et al., 2003).

Segundo HANDY et al. (1991), aves que permanecem por um tempo superior
a 12 horas dentro do nascedouro ap0s a eclosao, ja estdo sujeitas a processos
estressores, devido a maior producéo de calor corporal e temperatura excessiva da
incubadora, respondendo com uma maior liberacdo fisiologica do hormoénio
corticosterona. A permanéncia elevada desse horménio pode levar a atrofia do
tecido linféide no timo, bolsa cloacal, baco por apoptose, bem como supressao de
resposta humoral e celular (EDENS et al., 1983; ROGAUSCH et al., 1999). Maiores
estudos sdo necessarios para estabelecer se este processo deve-se a apoptose
celular.

Outra variavel acompanhada neste estudo foram as altera¢cdes no aspecto da
superficie da moela nos diferentes tratamentos. Aves que nasceram precocemente
(32 h antes do periodo padrdo) apresentaram maior espessura de membrana
coilinea. Essa membrana é formada pela secrecdo de contelldo muco proteico por
glandulas tubulares ramificadas ou gastricas e se deposita na superficie da mucosa,

tornando-se mais resistentes a medida que ocorre o contato com o pH acido do suco
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gastrico, formando uma membrana distensivel extremamente resistente a injuria
quimica e mecanica (HILL, 1971).

GIAMBRONE et al, (2004) alertam que les6es hemorragicas e multifocais na
membrana coilinea ocorrem com maior freqiéncia de 72 a 48 horas anterior a
eclosdo padrdo, e possuem tendéncia de desaparecimento e recuperacdo da
membrana 2 dias apdés a eclosdo. Em experimentos realizados pelos mesmos
autores, houve presenca de células epiteliais descamadas e eritrécitos degenerados
na lamina propria, e ndo encontraram evidéncias de qualquer desafio viral naqueles
animais. Portanto sustentam a hipétese de que o estresse durante a incubacao e as
trocas gasosas pode provocar um desequilibrio no metabolismo energético,
provocando o aparecimento de lesbes no sistema intestinal. No presente trabalho,
entretanto, as observacfes microscopicas nao demonstraram presenca de
estruturas que evidenciam processo inflamatério ou de lesédo, portanto ndo sendo
considerado como tal.

Segundo AKESTER (1986), o conteudo glandular (muco proteina) apresenta-
se na forma liquida durante o final da fase embrionaria. Apés a eclosédo, esse
conteudo é secretado e sofre um processo de polimeralizacdo, tornando-se sdlido
em contato com o acido cloridrico proveniente do proventriculo, material semelhante
a queratina. Isso pode explicar os resultados encontrados neste experimento onde
aves recem eclodidas (16 h JN) apresentam a membrana coilinea menos integra
que agueles que eclodiram antes e permaneceram mais tempo dentro do
nascedouro, ou seja, este periodo de espera permitiu que os eventos fisioldégicos
descritos por HILL (1971) e AKESTER (1986) sucedam e a membrana coilinea seja

entdo devidamente formada.
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As aves nascidas precocemente apresentaram maior desenvolvimento da
mucosa intestinal, da moela e menor presenca de células CD3+ nos 6rgaos linféides
primarios e secundarios, o que pode tanto sugerir maior transporte destas células
para outros tecidos quanto maior apoptose destas células e imunossupressao nas
aves . Como em nenhum dos tratamentos foi oferecido alojamento adequado e agua
e alimento as aves ndo se pode dizer que esta eclosdo precoce que submete o
animal a periodo de jejum no nascedouro ndo possa afetar o desenvolvimento do
pintinho. No entanto, sabe-se que somado a outras praticas como sexagem,
vacinacdo, processamento, transporte e alojamento dos pintinhos, o jejum é
prolongado e torna-se capaz de comprometer o desempenho e resposta imunoldgica
dessas aves como tem sido apresentado em diversos estudos (GEYRA, UNI e

SKLAN, 2001a; MAIORKA et al., 2001; VARGAS et al., 2009).

CONCLUSAO

Aves eclodidas precocemente e que permanecem mais tempo dentro do
nascedouro, ou com maior janela de nascimento, apresentaram desenvolvimento da
mucosa intestinal de forma normal, boa integridade de moela, porém menor
presenca de células CD3+ no timo e baco comparado a aves que nascem mais
proximo a abertura padrdo das maquinas.

Pode-se sugerir que aves que eclodem mais cedo no nascedouro podem
estar desenvolvidas e prontas para o alojamento antes mesmo da abertura padréo
das maquinas. Esse fato nos questiona se existe a possibilidade de retirar e alojar
esses pintos mais precoces, permitindo o melhor aproveitamento do potencial
genético para ganho de peso e conversdo alimentar destes animais no campo em

um tempo menor.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do todos os sistemas na fase embrionaria e ap6s a
eclosdo é caracterizado por varios eventos fisiologicos de grande importancia no
ciclo de vida da ave. Préticas de manejo, genética e nutricdo sdo fatores limitantes
na obtencdo de animais em bom estado sanitario, capaz de atingir 6timos niveis
zootécnicos.

Nessa fase apés a eclosao, o sistema imunoldgico e gastrintestinal de frangos
pode ser afetado negativamente por longos periodos de restricdo alimentar.
Entretanto, quando se avalia a janela de nascimento (diferenca de periodos de
eclosdo dentro da incubadora), observamos nesse trabalho que aves que eclodiram
mais cedo apresentaram a mucosa intestinal desenvolvida no periodo padrdo de
abertura das maquinas. Com relagcdo ao sistema imunoldgico, houve diminuicdo de
células CD3+ no timo e bago naqueles animais eclodidos precocemente, sugerindo a
hipétese de transporte dessas células para outros tecidos, ou morte celular.

Esse trabalho nos faz questionar se ha a possibilidade de retirada e
alojamento daquelas aves ja eclodidas antes das 504 horas de incubacgdo. Se elas ja
apresentam 6rgdos bem desenvolvidos e prontos para a alimentacdo e contato com
ambiente externo, melhor serd o aproveitamento genético para desempenho
zootécnico em um menor periodo de incubacéo.

E necessario continuar avaliando o desenvolvimento tecidual nos animais
nascidos em diferentes periodos quando esses sdo submetidos a diferentes
condicdes antes e apds o nascedouro, como condi¢cdes de estresse de temperatura,

jejum e desafios a campo.



