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RESUMO

A nutricdo direcionada a melhoria da resposta imune e reparacdo da mucosa
do trato gastrointestinal tem tido grande importancia, por ter impacto significativo
sobre o crescimento e producgéo de frangos de corte. O objetivo do projeto foi avaliar
a regeneracdo da mucosa intestinal e a resposta imune de frangos de corte
submetidos a um modelo de infeccdo experimental e suplementados com
aminodacidos: glutamina, arginina e treonina. Foram 600 pintos de corte da linhagem
Cobb, machos, de 1 dia de idade. O delineamento foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x3 (com e sem desafio experimental e 3 dietas). Uma dieta
comercial foi utilizada como controle e outras duas dietas foram elaboradas com
glutamina, associada ao acido glutamico (1,5 e 3% de Aminogut®), arginina (1 e 2%
de L-Arginina) e treonina (1 e 2% de L-treonina). A andlise estatistica dos dados foi
realizada pelo procedimento GLM do software SAS. As aves que consumiram as
dietas suplementadas com aminoacidos apresentaram uma melhor (p<0,05)
conversao alimentar no periodo de 1 a 42 dias. A capacidade de proliferacdo celular
e a relacao vilo:cripta frente ao desafio entérico foi maior (p<0,05) para as aves que
receberam as dietas suplementadas. O rendimento de carcaca e cortes nobres nao
foram influenciados (p>0,05) pela suplementacdo de aminoacidos. Os niveis
elevados de aminoacidos nas racdes experimentais se refletiram nos maiores
(p<0,05) niveis proteicos na cama do aviario, sem, no entanto, interfeir na producéo
de amdnia. As aves que consumiram as dietas suplementadas com aminoacidos
apresentaram, aos 28 dias, menores valores de IgA (p<0,05) detectados na mucosa
intestinal. O numero de células caliciformes foi maior nas aves que foram
suplementadas com o maior nivel de aminoacidos em relacdo ao nivel intermediério.
Uma semana poés-infeccdo as aves desafiadas apresentaram menores (p<0,05)
medidas do timo que as aves nao desafiadas, independente da suplementacdo de
aminoacidos. J4 aos 28 dias, aves nao desafiadas e que receberam os niveis mais
altos de aminoacidos apresentaram menores (p<0,05) area e indice esplénicos. Nao
houve diferenca significativa (p>0,05) nas medidas da bolsa cloacal. Aos 28 dias, as
aves desafiadas e que receberam o nivel intermediario de aminoacidos
apresentaram maior (p<0,05) contagem de aglomerados linféides. Os niveis séricos

de AST, uréia e acido urico foram afetados pela suplementacdo dos aminoacidos



(p<0,05), de modo que os maiores valores foram observados nas aves que
receberam o0s maiores niveis dos aminoécidos. A suplementacdo de dietas com
aminoacidos pode contribuir positivamente para a melhoria do sistema imune,
regeneracdo e proliferacdo da mucosa intestinal e como consequéncia a
manutencdo do desempenho zootécnico de frangos de corte quando submetidos a

situacdes de desafio entérico.

Palavras-chave: aminoacidos, reparo intestinal, sistema imune, PCNA, células
caliciformes



ABSTRACT

Nutrition management to improve immune response and mucosal repair of
the gastrointestinal tract has been studied because of the significant impact on broiler
growth and production. This work evaluated the regeneration of the intestinal mucosa
and the immune response of broilers experimentally infected and supplemented with
amino acids: glutamine, arginine and threonine. 600 one-day-old male Cobb broilers
were distributed in a completely randomized design with a 2x3 factorial arrangement
(with and without challenge and 3 diets). A commercial diet was the control and two
diets were prepared with glutamine associated with glutamic acid (1.5 and 3%
Aminogut®), arginine (1 and 2% L-Arginine) and threonine (1 and 2% L-threonine).
Statistical analyses were run using the GLM procedure of SAS. Broilers that received
diets supplemented with amino acids showed a better (p<0.05) feed conversion in
the period between 1 and 42 days. Cell proliferation ability and villus: crypt ratio in
challenged chicks was higher (p<0.05) for supplemented birds. Carcass and prime
cuts yield was not affected (p>0.05) by amino acid supplementation. High content of
amino acids in experimental diets resulted in greater (p<0.05) protein levels in the
poultry litter, without interfering with the production of ammonia. Broilers that
consumed diets supplemented with amino acids showed, at 28 days, lower IgA
values (p<0.05) in the intestinal mucosa. Goblet cells were more numerous in broilers
supplemented with the highest level of amino acids. One week after infection,
challenged birds showed smaller (p<0.05) measurements of the thymus, regardless
of the amino acid supplementation. At 28 days, non-challenged birds that received
the highest levels amino acids exhibited lower values (p<0.05) of spleen area and
index. No significant difference (p>0.05) was detected in the measurements of the
cloacal bursa. Challenged birds supplemented with the intermediate level of amino
acids showed higher (p<0.05) number of lymphoid clusters at 28 days. Serum AST,
urea and uric acid were higher in birds supplemented with the highest level of amino
acids. Dietary supplementation with amino acids can benefit the immune system,
favoring the regeneration and proliferation of intestinal mucosa, contributing thus with
maintenance of the growth performance of broilers undergoing enteric challenge.

Key words: amino acids, intestinal repair, immune system, PCNA, goblet cells
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1. INTRODUCAO GERAL

A moderna avicultura hoje se caracteriza pela intensificacdo dos processos
de criacdo, pelo aumento do volume de producédo e pela demanda de maximizagao
da eficiéncia técnico econémica. Dentre os diversos fatores que competem para a
evolucdo da cadeia de producdo avicola, além da genética, sanidade e ambiéncia,
esta a utilizacdo do melhor conceito para a formulacdo de dietas que atendam as
necessidades para melhor desempenho e menor custo de producéo.

A producao e a formulacéo de dietas utilizando o conceito de proteina ideal
associado a questdo de custo minimo proporcionam reducao nos niveis de proteina
bruta e levam a necessidade da inclusdo de aminoacidos industriais, proporcionando
dessa forma, maior flexibilidade na formulacdo das dietas (CORZO, et al., 2007).
Além desse foco na utilizacdo dos aminoacidos, o que vem recebendo atencao dos
pesquisadores, € a utilizacdo de determinados aminoacidos como aditivos
funcionais, para a melhora da resposta imune e na reparagcdo de mucosas em
situacdes de desafio sanitario (LI et al., 2007; WU et al., 2009).

A integridade morfofuncional do sistema digestorio € de fundamental
importadncia para o bom desempenho dos indices zootécnicos da producédo de
frango de corte, pois dela depende o0s processos de digestdo e absorcdo de
nutrientes e a defesa local (MAIORKA, et al., 2000; SMITH, 1990). Ao mesmo
tempo, a plasticidade desse sistema em responder de forma adaptativa a agentes
externos presentes na dieta mostra ser possivel uma manipulacdo de suas
caracteristicas morfofuncionais a favor de uma maximizacdo das areas de digestéao
e absorcdo e no seu sistema de defesa (BOLELI et al., 2008). O epitélio intestinal
possui a capacidade de impedir que substancias indesejaveis como
microorganismos e toxinas presentes no limen intestinal atravessem a mucosa e
atinjam tecidos e 6rgaos.

Entretanto, € um o6rgdo metabolicamente dispendioso e extremamente
afetado se a ingestéo de nutrientes € diminuida. Cerca de 20% da energia da dieta é
direcionada para a manutencédo destas funcdes (McBRIDE & KELLY, 1990). Em

situacOes de desafio infeccioso ou dietético, a demanda é muito maior, 0 que pode
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comprometer o desempenho produtivo se estratégias de recuperacao e regeneragao
da mucosa intestinal ndo forem adotadas.

A interacdo entre a nutricdo e a saude animal é particularmente importante
para a producdo avicola e os resultados obtidos. A nutricdo pode modular
quantitativamente e qualitativamente aspectos da resposta imune contra patdégenos.
Essas respostas influenciam a homeostase metabdlica e as necessidades
nutricionais dos frangos de corte, porém até entdo pouca atencédo tem sido dada a
significancia pratica desse mecanismo. Fatores relacionados a genética, frequéncia
da exposicdo a patbgenos e a eficacia do programa de vacinacdo sao
predominantemente conhecidos na incidéncia de doengas infecciosas em lotes de
frangos de corte. Entretanto caracteristicas da dieta podem modular a
susceptibilidade das aves aos desafios infecciosos e sutis influéncias devidas ao
nivel ou aos tipos de ingredientes podem ter uma importancia critica (KLASING,
1998).

Um dos primeiros sinais decorrentes de um desafio € a reducdo no consumo
de alimentos. O desencadear da resposta imune ocasiona diversas mudancas
metabolicas, como o catabolismo muscular a fim de obter substratos necessérios
para o sistema imune, alteracdes no metabolismo hepético levando a reducédo da
disponibilidade de determinados nutrientes para o crescimento e desenvolvimento.
Esses fatos justificam a avaliagcdo da resposta imune frente a fatores estressantes
e/ou imuno-desafio induzida.

Desta forma, a nutricdo tem papel importante na maximizacdo da
capacidade da ave em suportar um desafio infeccioso e manter a produtividade. O
potencial de modular a atividade do sistema imune através da intervengdo com
nutrientes especificos é denominado imunonutricdo (CALDER, 2008), que
juntamente com o controle de fatores imunossupressores podem modular a resposta
inflamat6ria e evitar a posterior imunossupressao. A nutricdo direcionada a
reparacdo da mucosa do trato gastrointestinal tem impacto significativo na saude e
protecdo a organismos invasores, influenciando a microflora, fisiologia digestiva,
estimulacdo imune e inflamacéo. A adicdo de determinados aminoacidos em dietas
tem recebido muita atencéo clinica, na tentativa de reduzir a atrofia da mucosa
intestinal, principalmente em situagcfes de danos a mucosa (WU, 1998).

Na determinagdo das exigéncias nutricionais, devem ser consideradas as

exigéncias do sistema imunologico das aves, que podem ser maiores para alguns
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nutrientes, sendo possivel modular sua resposta e consequentemente obter melhor
desempenho em condicdes comerciais. Compreender como ocorrem estes
mecanismos e as formas de modular o sistema imune positivamente para manter a
salude e desempenho animal se torna fundamental para melhorar o retorno
econdmico da atividade avicola. O uso preventivo de aminoacidos tréficos nas dietas
além das exigéncias nutricionais, pode ser efetivo e ser uma alternativa ao uso de
promotores de crescimento que estdo sendo paulatinamente retirados das dietas

Os resultados deste projeto ajudardo na compreensdo dos mecanismos
envolvidos e na elaboracdo de planos nutricionais que hoje sdo essenciais para a
obtencdo do maximo desempenho e de uma adequada resposta imune, 0s quais

irdo permitir superar os desafios dos sistemas de producéo de aves.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. SITUACAO ATUAL DA AVICULTURA E OS DESAFIOS INTESTINAIS

Nos ultimos 50 anos, a implantacdo dos modernos e intensivos sistemas de
producao avicolas, foram sustentados pela utilizacdo de aditivos que diminuissem a
interferéncia das doencas gastrointestinais no desempenho dos animais. O aumento
da resisténcia as drogas, a proibicdo da utilizacdo de algumas delas e a
conscientizacdo do consumidor em busca de produtos naturais isentos de
guimioterapicos ou antibidticos, tem aumentado a busca por alternativas ao uso
desses medicamentos. Dessa forma, a utilizacdo de aminoéacidos funcionais na
tentativa de melhorar a imunidade e o reparo da mucosa intestinal vem sendo
estudada com uma ferramenta para a melhoria da qualidade na producao de frangos
de corte, podendo até ser utilizado associado aos aditivos alternativos, em
substituicdo aos antimicrobianos.

A maior superficie de contato do organismo com 0 meio externo sao as
mucosas. A mucosa do tubo digestivo apresenta uma area cerca de 150 a 200 m?,
em um ser humano adulto (MOOG, 1981). Os tecidos intestinais representam cerca
de apenas 5% do peso corporal, mas consomem entre 15 e 30% de todo aporte de
O, e proteinas do organismo (GASKINS, 2001) e 20% da energia bruta consumida
(MCBRIDE & KELLY, 1990), devido a alta taxa de renovacdo e intensa atividade
metabdlica das células. O epitélio intestinal possui a capacidade de impedir que
substancias indesejaveis como microorganismos e toxinas presentes no limen
intestinal atravessem a mucosa e atinjam tecidos e 6rgaos.

A alta densidade populacional nos aviarios, a reutilizacdo da cama sem o
devido tratamento e intervalos curtos entre lotes propiciam o aparecimento de
doencas entéricas. A coccidiose é uma das principais enfermidades que acometem
as aves nos sistemas de producdo mais intensificados. Provoca lesdes no intestino
por acdo do protozoério do género Eimeria, que diminui a area de absor¢do dos
nutrientes e predispde a infeccdes por microorganismos patogénicos. E responséavel

por grandes perdas econbmicas uma vez que afeta o processo de digestdo e
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absorcdo dos nutrientes, interferindo de forma negativa no resultado zootécnico da
criacao (ITO et al., 2004).

Em funcao das alteracfes causadas na mucosa intestinal das aves devido a
colonizacdo por Eimeria, e outros desafios intestinais a campo como enterite
necrotica causada por Clostridium sp, ou infeccdes por bactérias oportunistas como
E. coli, tornam-se importantes os estudos para a identificacdo de fatores que

estimulem a proliferacéo celular na mucosa intestinal e a ativacdo do sistema imune.

2.2. INTEGRIDADE DA MUCOSA INTESTINAL E A RELACAO COM OS
NUTRIENTES DA DIETA

A integridade da mucosa intestinal € mantida por dois fatores principais. O
primeiro deles € a propria camada continua de células que integras constituem uma
forte barreira. O segundo é a camada de muco produzido pelas células caliciformes
que recobre as células intestinais. A camada epitelial do intestino, € considerada o
sitio da digestdo e absorcdo dos nutrientes, e é composta por uma continua e
renovavel populacéo de células nas quais estao as “stemcells” localizadas na regiao
das criptas, dando origem a populacao de enterdcitos e células Globet (UNI, 2006).

Segundo MACARI (1999), o numero de vilosidades e seu tamanho, bem
como de microvilos, em cada segmento do intestino delgado, conferem as aves
caracteristicas proprias, sendo que na presenca de nutrientes a capacidade de
absorcdo do segmento sera diretamente proporcional ao numero de vilosidades ali
presentes, ao tamanho dos vilos e a area de superficie disponivel para a absor¢éo.
A altura de vilos e sua densidade estéo relacionadas com a acao de fatores troficos,
gque sao agentes estimuladores do desenvolvimento da mucosa intestinal. Um
agente trofico estimula o crescimento ou reparo da mucosa intestinal por promover a
sintese de DNA o que estimulard o aumento da taxa de mitose celular (MAIORKA et
al., 2008). A manutencao da capacidade digestiva e de absorc¢ao intestinal € mantida
pela formacdo continua de novos enterdcitos, células caliciformes e células

enteroenddcrinas, assim como da sua maturagao e extrusdo (BOLELI et al., 2008).
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Nas aves as células sofrem diferenciacdo enquanto migram em direcdo ao
apice do vilo, tornando-se células completamente funcionais em enterdcitos, células
caliciformes ou enteroenddcrinas. As mudancas que ocorrem sao funcionais e
estruturais, tendo os enterdcitos uma vida em torno de dois dias e trata-se do tecido
de maior taxa de renovacao celular. Esta diferenciagédo depende da necessidade do
intestino para desempenhar suas fungdes naquele momento (BOLELI et al., 2008).

A proliferacdo de enterdcitos das aves ndo ocorre somente nas criptas como
ocorre nos mamiferos. Uni et al., (1998) observaram em galinhas poedeiras que as
divisbes mitbticas ndo se encontram somente nas criptas, ocorrendo também nas
vilosidades. As criptas respondem por 55% das divisbes mitéticas da proliferacédo
celular do intestino, ja na regido média do vilo corresponde a 32% e 0 apice
corresponde a 8% da proliferacdo Resultados semelhantes foram encontrados por
Applegate et al., (1999) ao utilizarem o antigeno de proliferacdo nuclear (PCNA)
para marcar células em mitose em perus jovens.

O processo de desenvolvimento da mucosa intestinal decorre primariamente
por dois eventos citolégicos sendo eles a renovacdo celular (proliferacdo e
diferenciacdo) e a perda de células por descamacédo, que ocorre naturalmente no
apice dos vilos (UNI, 2000). O equilibrio entre esses processos recebe o nome de
turnover celular, ou seja, a taxa de renovacdo é constante, portanto, define a
capacidade digestiva e de absorcdo intestinal (UNI et al., 1998). Um aspecto
relevante que deve ser considerado € o tempo de “turnover” celular, que oscila entre
90 a 96 horas. Este periodo de tempo parece curto; contudo, considerando o tempo
de criacdo do frango representa nada menos do que 9% do tempo de vida da ave.

Alguns nutrientes da dieta podem influenciar de forma positiva a capacidade
de absorcdo da mucosa intestinal, pois modificam sua estrutura e metabolismo,
resultando em melhora da capacidade de digestdo e absorcéo dos nutrientes pelas
aves (FREITAS et al., 2001). Essas sustancias sado consideradas agentes tréficos,
gue segundo Maiorka et al., (2008), sdo capazes de estimular o processo mitético e,
como conseqUéncia, aumentar o numero de células e o tamanho dos vilos. Varios
nutrientes atuam como agentes tréficos sobre a mucosa, dentre eles estdo
glutamina, os acidos graxos de cadeia curta, e as aminas biogénicas, entre outros
(MAIORKA, et al., 2008).

A presencga de nutrientes no limen é fator estimulante do crescimento dos
vilos e criptas (BARANYIOVA e HOLMAN, 1976; MORAN, 1985), porém o estimulo
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fisico parece nédo influenciar no desenvolvimento da mucosa, pois Tarachai e
Yamahuchi (2000) utilizando-se de caulin para avaliar o efeito do estimulo fisico do
alimento sobre o desenvolvimento da mucosa observaram que a mucosa intestinal
parece ndo responder unicamente ao estimulo fisico. Esses mesmos autores
verificaram que na presenga de nutrientes, o lumen intestinal apresenta maior
desenvolvimento, resultando em aumento da altura dos vilos, sugerindo que o
desenvolvimento da mucosa ocorreu devido as caracteristicas quimicas dos
nutrientes.

O termo “nutricdo local” foi definido por Johnson (1979) como o efeito
nutricional dos produtos da digestdo sobre as células absortivas ou da simples
presenca de nutrientes no lumen intestinal. Isso implica que o0s nutrientes néo
precisam ser necessariamente absorvidos para exercerem o seu efeito trofico. A
adicdo de aminoacidos considerados troficos em dietas tem recebido muita atencao
clinica na area de medicina humana, na tentativa de reduzir a atrofia da mucosa
intestinal, principalmente em situacfes de danos (WU, 1998).

O reparo da mucosa intestinal ou reconstituicdo € definida como sendo um
processo pelo qual a continuidade das células epiteliais é restabelecida rapidamente
apos uma injaria. Esse processo € afetado pela migracao de células epiteliais viaveis
de areas adjacentes logo abaixo da area lesada (SVANES et al., 1982). O processo
de reconstituicdo inicia-se rapidamente apos a lesdo (5 a 30 minutos), sendo
dependente da secrecdo de muco sobre a area injuriada. Apds a perda de grandes
areas na mucosa intestinal, € estimulado o aparecimento de mecanismos
moleculares de adaptacdo para o reparo da mucosa intestinal. O epitélio
remanescente torna-se hiperplasico com maior altura do vilo e profundidade da
cripta (DOWLING, 1992; MAIORKA et al., 2008).

A atividade linfocitaria da mucosa do intestino delgado tem chamado a
atencado, cada vez mais, de um grande namero de nutricionistas. Além de a mucosa
gastrointestinal constituir-se numa porta de entrada aos antigenos alimentares e as
bactérias ndo patogénicas da microflora, representa uma forte fonte de perturbagéo
da atividade imunolégica no organismo (TEIXEIRA, 1995). E também na mucosa
que se localiza o maior numero de macréfagos, polimorfonucleares, células
dendridicas, linfocitos T e linfocitos B, secretores de imunoglobulinas (VAN DER
HEIDJEN, 1987 e NAGLER-ANDERSON, 2001).
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2.3. MECANISMOS DE AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO E REPARO
INTESTINAL APOS DESAFIO

A avaliacao qualitativa e quantitativa da perda do epitélio € muito importante,
pois representa uma inferéncia confiavel da capacidade digestiva e absortiva do
intestino. Além da avaliagcdo dos danos causados a mucosa intestinal por agentes
patogénicos, dieta, e até mesmo por jejum, jA que é de grande importancia o
desenvolvimento e do reparo do intestino, apds um desafio para a eficiéncia na
absorcao dos nutrientes.

A avaliacdo do intestino através de cortes histoldégicos e mensuracao de
parametros morfométricos €, sem duavida, a técnica mais utilizada nos trabalhos de
pesquisa. O desenvolvimento da mucosa intestinal é avaliado através das medidas
de altura de vilo, cripta, e relacao vilo cripta. Segundo Macari (1999), na presenca de
nutrientes a capacidade de absorcao do segmento sera diretamente proporcional ao
namero de vilosidades ali presentes, ao tamanho dos vilos e a area de superficie
disponivel para a absorc¢ao.

Quando o intestino responde a algum agente com desequilibrio da relacéo
de extrusdo e proliferacdo, ocorre modificacdo na altura dos vilos. O nimero e o
tamanho dos vilos dependem do ndmero de células que o compdem. Assim, quanto
maior o numero de células, maior o tamanho do vilo, e por conseqiéncia, maior é a
area de absorcédo de nutrientes. No geral, a maior altura de vilos e relacéo vilo/cripta
estdo associadas com uma boa diferenciacdo da mucosa intestinal (JEURISSEN et
al., 2002). Criptas menos profundas indicam melhor estado de saude intestinal
(VIOLA & VIEIRA, 2007). Scheeman et al., (1982) sugeriram que vilos curtos
(relativo a profundidade de cripta) tem menos células absortivas e mais células
secretorias.

A segunda barreira de protecdo da integridade do epitélio intestinal é o
muco. O muco é produzido por células caliciformes, glandulas unicelulares, que se
encontram entre as células epiteliais. O duodeno tem o menor nimero de células
caliciformes dos segmentos intestinais e o nimero aumenta ao se aproximar do
jejuno.

Essas células produzem mucinégeno, cuja forma hidratada constitui a

mucina, um componente do muco (GARTNER & HIATT, 2003). E composto por
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glicosaminoglicanas que protegem o vilo, ou até mesmo participam do processo
absortivo através das proteinas ligadoras de célcio (MACARI et al.,, 1994). O
aumento da proliferacdo celular na cripta pode alterar 0 numero de células
caliciformes e mudar a composicdo da mucina e propriedades fisico-quimicas do
muco. A determinacdo do numero de células caliciformes é uma técnica
estabelecida usando segmentos intestinais corados com &cido periédico Schiff
(PAS).

Fasina et al., (2010) estudaram a influéncia da infeccdo por Salmonella
enterica Sorovar Typhimurium sobre células caliciformes e a morfologia de
vilosidades intestinais de frangos de corte. Estes autores determinaram a densidade
e o0 tamanho das células caliciformes, além dos tradicionais parametros
morfométricos. A densidade foi definida pelo nimero de células PAS ou Alcian blue
(ALB) positivas por mm?de superficie quadrada do vilo.

Novos métodos tém sido desenvolvidos para quantificar as taxas de
crescimento tecidual, que possibilite a partir do conhecimento, desenvolvimento e
divisdo celular estudar a cinética da proliferacéo celular. Segundo Rabenhorst, Burini
e Schmitt (1993), a imuno-histoquimica, que utiliza anticorpos monoclonais contra
antigenos especificos de células proliferativas, € uma das formas de fazer essa
avaliacdo, permitindo medicbes acuradas da taxa de proliferacdo celular, sem a
necessidade da administracdo de nenhuma substancia ao animal em estudo.

O PCNA é um antigeno nuclear da proliferacdo celular (RABENHORST,
BURINI e SCHMITT, 1993), que esta baseado na expressado deste antigeno na fase
G1 tardia e durante a fase S do ciclo celular. A escolha do anticorpo monoclonal
anti-PCNA deve-se a facilidade de poder trabalhar com tecido fixado em parafina,
ser resistente a fixacdo em formol, apresentar uma meia vida longa de
aproximadamente vinte horas, indicando que o ndcleo pode permanecer positivo
mesmo apos o estimulo (ARISAWA et al., 1999)

Segundo Uni et al., (1998), a técnica de imunocoloracao feita pelo PCNA
indica a presenca de células em proliferacdo, ndo s6 na regido das criptas, mas
também ao longo das vilosidades da mucosa gastrintestinal de frangos de corte, e
inclusive, alguma atividade na porcao superior dos vilos. Estes autores observaram
gue no jejuno de frangos de corte da linhagem Arbor-Acres a porcentagem de
células PCNA positivas em diferentes regifes dos vilos foi de 55% na cripta, 32% na

porcdo media e 8% na regido superior. Estes dados sugerem que nas aves, cOmo
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em alguns vertebrados inferiores, a proliferacdo intestinal de células epiteliais ndo
esta restrita as criptas e que o crescimento e reposicao do epitélio pode ser devido

em parte a atividade mitGtica de células especializadas. (MARCHINI, 2005).

2.4. O SISTEMA IMUNE DAS AVES E A RELACAO COM OS AMINOACIDOS

O perfil de nutrientes utilizado nas formulagcdes de racdes para frangos esta
baseado em pesquisas que avaliam as funcdes produtivas economicamente
importantes como: ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar e
rendimento de cortes; mas ndo a imunidade ou a resisténcia a doencas (KIDD,
2004). Em situacdao de campo, muitas vezes os frangos sdo submetidos a agentes
estressores infecciosos e ou nao infecciosos que ativam o sistema imune desses
animais (NORUP et al., 2008).

O desafio sanitario, que induz a resposta imune normalmente ocasiona
diminuicdo no consumo de alimento, e diversas mudancas metabdlicas, como o
catabolismo muscular a fim de obter substratos necessérios para o sistema imune,
alteracbes no metabolismo hepético levando a reducdo da disponibilidade de
determinados nutrientes para o crescimento e desenvolvimento. Esses fatos
justificam a avaliacdo da resposta imune frente a fatores estressantes e/ou imuno-
desafio induzida. Desta forma, a nutricdo tem papel importante na maximizacédo da
capacidade da ave em suportar um desafio infeccioso e manter a produtividade. A
imunonutricdo e o controle de fatores imunossupressores podem reduzir a resposta
inflamatoria evitando a posterior imunossupressao compensatoria.

A interrelacdo entre nutricdo e sistema imune tem sido o foco crescente de
atencdo, assim como um numero crescente de substratos sdo identificados como
imunomoduladores. Imunonutrientes podem ser identificados entre 0os macro e
micronutrientes, e entre esses estdo 0os aminodcidos tais como glutamina, arginina,
cisteina e taurina, bem como nucleétidos, sdo importantes substratos (SUCHNER et
al., 2000).

A imunidade em aves € desenvolvida atravées do sistema linfoide,
dependendo da caracteristica funcional os 6rgaos linféides séo classificados em
primarios e secundarios. Os primarios sao o timo e a bolsa cloacal. A principal

funcdo desses orgaos € promover a ideal condicdo para a maturacao dos linfocitos.
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A bolsa cloacal € constituida de linfocitos incrustados em tecido epitelial, cujas
dobras se estendem no interior do limen, onde se espalham os foliculos linfoides.
Seus foliculos contém mais de 90% de células B (TIZARD, 1998). Os secundarios
sdo baco, a glandula pineal e os aglomerados linféides. Dentro desses também
estdo incluidos os tecidos linféides periféricos que sdo a glandula de Harder, o
diverticulo de Meckel, as tonsilas cecais e as placas de Peyer (MONTASSIER,
2009).

O sistema imune pode ser subdividido em trés sitios de acdo representando
alvos potenciais para substratos nutricionais especificos: 1) barreira mucosa, 2)
defesa celular, 3) sistema de inflamacéo local (SUCHNER et al., 2000).

A barreira de muco, da mucosa intestinal representa a primeira linha de
defesa contra translocacdo de agentes patogénicos, e ja € considerada importante
em relacdo a nutricAo enteral precoce de pacientes criticamente doentes
(GARDINER et al,. 1995). E também na mucosa que se localiza o maior nimero de
macrofagos, polimorfonucleares, células dendriticas, linfécitos T e linfécitos B,
secretores de imunoglobulinas (VAN DER HEIDJEN, 1987 e NAGLER-ANDERSON,
2001). A disponibilidade suficiente de substratos é atualmente considerada a
principal ferramenta na manutengdo da estrutura e funcionalidade da barreira
mucosa (SUCHNER et al., 2000).

O sistema imune protege o hospedeiro de varios patdgenos e consiste de
sistemas inato (natural, ndo especifico) e adquirido (adaptativo, especifico)
(CALDER, 1995). O sistema imune inato consiste nas barreiras fisicas como pele e
mucosas, 0 pH do proventriculo, a flora bacteriana benéfica, células fagociticas
como heteréfilos e macrofagos que removem e destroem o material estranho
(LARSSON & CARLANDER, 2002), células natural killer que identificam e matam
células infectadas por virus e células tumorais. O sistema inato responde contra um
invasor estranho, e caso ndo seja eficiente a imunidade adquirida é desencadeada.
Esse sistema adquirido é composto por imunidade adaptativa, através da
proliferacdo de anticorpos IgA, IgM e IgY. J& a resposta imune celular envolve a
interacéo de receptores de células T e o antigeno, levando a lise celular.

Sistema imune inato e adquirido, sado regulados por uma grande rede de
interacdes, com comunicagbes quimicas, que incluem a sintese de maquinaria
apresentadora de antigenos, imunoglobulinas e citocinas (CALDER, 2006). O

sistema imune € prioritariamente dependente de uma oferta adequada de
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amonodcidos para a sintese dessas proteinas e polipeptideos, bem como outras
moléculas de importancia biolégica (KIM et al., 2007). Essas substancias incluem
oxido nitrico (NO), superéxido, peréxido de hidrogénio, histamina e glutationa.

A ativacdo imunoldgica intestinal pode contribuir para mudancas nas
exigéncias aminoacidicas, sendo que o perfil de aminoacidos utilizados na
formulag&o de ragéo precisa ser revisto nessas situagbes. O aumento da atividade
imunologica intestinal contribui para o aumento da proliferacdo de células de defesa,
producdo de anticorpos e aumento na secre¢cdo de mucinas, proteinas constituintes
do muco entérico (TAHAKASHI, 2006).

2.5.  AMINOACIDOS TROFICOS COM FUNCAO DE REPARO DA MUCOSA
INTESTINAL E MELHORIA DO SISTEMA IMUNE

A nutricdo direcionada a reparacdo da mucosa do trato gastrointestinal tem
impacto significativo na salde e protecdo a organismos invasores, influenciando a
microflora, a fisiologia digestiva, a estimulagdo imune e inflamacdo. A adicdo de
determinados aminoacidos em dietas tem recebido muita atengdo clinica, na
tentativa de reduzir a atrofia da mucosa intestinal, principalmente em situacdes de
danos a mucosa, e estimular a resposta do sistema imune as agressoes.

Neste sentido, diversos pesquisadores relataram que glutamina (GlIn), é o
maior substrato de energia para as células do sistema imune (WU et al., 1991,
NEWSHOLME et al., 1999). E utilizada por células isoladas do sistema imune, como
linfécitos, macrofagos e neutrofilos, além de ser importante para a proliferacao de
linfécitos e producdo de citocinas, atividades de fagocitose e secrecdo dos
macréfagos e morte bacteriana pelos neutréfilos (NEWSHOLME, 2001). A glutamina
também é requerida para a proliferacdo de células de tecidos de multiplicacdo rapida
como enterécitos e fibroblastos (CURI, 1999).

A glutamina € considerada um aminoacido essencial em algumas espécies
sob condigbes inflamatodrias, de desafio sanitario ou cirurgias (NEWSHOLME, 2001).
Tem um importante papel nas fun¢cdes de homeostase e € um precursor essencial

para a sintese de purinas, pirimidinas e nucleotideos.
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A adicdo de glutamina sintética nas dietas vem sendo estudada, devido a
acdo trofica que esse aminoacido exerce na mucosa intestinal (MAIORKA et al.,
2000). Além da provavel acédo sobre a reducédo da atrofia da mucosa intestinal, o
metabolismo da glutamina permite a formac&do de precursores como o glutamato,
que participam da sintese de moléculas chave no processo inflamatério como a
glutationa, que desempenha papel no sistema antioxidante do organismo e
importante sistema de defesa enzimatico contra o aumento de radicais livres
(HUNTER et al., 1994; TAKAHASHI et al., 1997 e 2006; KIDD, 2004; RUBIN et al.,
2007).

De acordo com Ribeiro et al., (2004), a utilizacdo da glutamina em situacdes
de estresse pds-operatério e tratamentos imunossupressores, pode contribuir para
preservacao da integridade da mucosa intestinal e a prevencdo na translocacéao de
bactérias e toxinas. Essa protecdo contra bactérias, segundo Khan et al., (1999),
ocorre porque a glutamina atua como precursor de N-acetilglicosamina e N-acetil-
galactosamina, que podem exercer papel importante na producdo de mucina e,
portanto na manutencao da barreira de protecdo contra agentes bacterianos.

Diversas pesquisas tém sido executadas no intuito de determinar os efeitos
da suplementacdo de glutamina nos parametros de desempenho, desenvolvimento
intestinal e sua participacao nos eventos dependentes da ativacéo do sistema imune
(SARTORI, 2005; BARTELL & BATAL, 2007; MURAKAMI 2007; CARVALHO, 2009;
CURI et al., (2009). Maiorka et al., (2000) investigaram os efeitos da adicdo de 1,0%
de L-glutamina na dieta de frangos de corte sobre os parametros de desempenho e
vilosidades intestinais, e observaram efetividade na melhoria na altura das
vilosidades no duodeno e ileo e profundidade da cripta na por¢cao duodenal ao 7° dia
de vida. Por outro lado, Sartori et al., (2005) ndo observaram efeito da glutamina
sobre a morfologia da mucosa intestinal em poedeiras submetidas a estresse
térmico.

Avaliando o desempenho, a morfologia intestinal e a resposta imune de
pintos de corte recebendo dietas com 1 ou 4% de L-glutamina, Bartell & Batal
(2007), verificaram que a adicdo de 1% de glutamina proporcionou aumento no
ganho de peso aos 21 dias, enquanto a adicdo de 4% influenciou negativamente
esse parametro. Por outro lado a suplementacéo de 4% de glutamina proporcionou

melhora significativa no comprimento das vilosidades do duodeno e jejuno aos 7
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dias de idade. A producdo de anticorpos (IgA) aumentou quando a dieta foi
suplementada com glutamina

A Treonina (Thr) € um aminoacido essencial para aves devido ao baixo
conteudo nos graos, além das aves nao sintetizarem Thr. Em dietas para aves a
base de milho e farelo de soja, a Thr é o terceiro aminoacido limitante, precedido dos
aminoacidos sulfurosos e da lisina (LOPEZ et al., 2001).

A treonina participa da sintese protéica e seu catabolismo gera numerosos
produtos importantes no metabolismo (por exemplo glicina, acetilCoA e piruvato)
(KIDD & KERR, 1996). Os esqueletos de carbono resultantes do catabolismo da L-
treonina geram piruvato para producdo de glicose ou energia e glicina para
necessidades metabdlicas, tais como sintese de proteina, creatina, serina, acido
arico, sais biliares e glutationa.

Segundo Fernandez et al., (1994), existe uma alta exigéncia de treonina, em
relacdo aos demais aminoacidos, para mantenca, devido a sua alta taxa de turnover
e relativa abundancia nas secrecfes intestinais endogenas. A treonina € o maior
componente da mucina intestinal em animais (KIM et al., 2007). Segundo Myrie
(2001), o intestino usa cerca de 60% da treonina dietética consumida primariamente
para sintese de mucina intestinal. A mucina € resistente a digestao e é fermentada
por microrganismos intestinais ou excreta nas fezes. Consequentemente, a treonina
na mucina é perdida pelo animal. Stoll (2006) relatou que fatores que induzam a
secrecdo de mucina podem aumentar as exigéncias de treonina e
consequentemente diminuir sua disponibilidade para crescimento e producéo. Essa
menor disponibilidade de treonina pode ainda limitar a sintese de mucina e
comprometer a integridade da barreira intestinal.

Pesquisas indicam que alteracdes nos componentes do sistema imune séo
sensiveis a ingestdo de treonina dietética (LI et al., 1999). Wang et al., (2006),
verificaram que o aumento da ingestdo de treonina na dieta leva a aumento da
producdo e niveis de anticorpos IgG no soro e a concentracdes de IgG e IgA na
mucosa do jejuno, enquanto diminui as concentragdes de IL-6 na mucosa do jejuno
em suinos jovens desafiados com Escherichia coli.

Carvalho (2009) ao utlizar relagdo treonina:lisina digestiveis de 65%
associado a adi¢céao de 0,75% de suplemento contendo glutamina na dieta observou
efeito benéfico sobre a integridade das por¢des proximais do intestino quando as

aves foram desafiadas com oocistos de diferentes espécies de Eimeria spp. O
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aumento da utilizacdo da Treonina pelo intestino pode desvid-lo das rotas de
deposicédo de carne prejudicando o desempenho das aves, sendo entdo importante
o fornecimento de niveis adequados deste aminoacido.

As exigéncias de arginina para frangos sao consideravelmente variaveis, de
acordo com a taxa de crescimento e a linhagem, e devido ao fato do ciclo da uréia
nao ser funcional em aves, estas séo dependentes do fornecimento na dieta (SUNG,
1991). As aves nao possuem a enzima carbamil fosfatase sintetase, que catalisa o
primeiro passo do mecanismo de detoxificacdo da amodnia que leva a sintese de
uréia a Arg. As aves também dependem da arginina suplementar para a formacao
da ornitina, que em mamiferos é obtida através do &cido glutamico. A sintese de
ornitina € fundamental, pois estad envolvida na obtencdo de prolina e também na
formacdo de poliaminas (espermidina, espermina e putrescina) que sao moléculas
associadas diretamente ao crescimento e diferenciagdo celular (BUTTERY &
D’MELLO, 1994).

As concentracdes teciduais de poliaminas, nas aves, sdo particularmente
responsivas a manipulacao dietética dos niveis de Arg. Estas aminas biogénicas sao
também consideradas de importancia nutricional no crescimento e desenvolvimento
do intestino do neonato (QUINN et al., 2002). Ruemmele et al., (1999) ja& haviam
constatado que a falta de poliaminas inibe a proliferacdo, migracdo e apoptose das
células intestinais. Neste sentido, a Arg como precursor das poliaminas pode ser
considerada um agente trofico estimulando o desenvolvimento da mucosa intestinal
e acelerando o processo mitdtico na regido cripta-vilo, 0 que pode aumentar o
ndmero de células e o tamanho do vilo (UNI et al.,1998).

O 6xido nitrico é sintetizado a partir da arginina (SUNG et al., 1991). E uma
molécula importante produzida em abundancia quando o sistema imune esta
ativado, sendo um potente agente oxidante com fungédo bactericida e sinalizadora
para macréfagos. Permeével nas células e membranas, participa de varios
processos celulares, incluindo a neurotransmissao e a imunidade. O Oxido nitrico
que resulta da acdo da 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS), € um potente agente
microbicida para os patogenos intracelulares e extracelulares. Também estimula a
vasodilatacao local e favorece ainda a reparacao tecidual (BREDT & SNYDER,
1994). Pesquisas em espécies aviarias suplementadas com arginina apontaram
melhorias no sistema imune, como pelo aumento da producéo de 6xido nitrico pelos

macréfagos (SUNG et al., 1991). Essas melhorias muitas vezes tém sido
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conseguidas com niveis bem superiores (2 a 3% de arginina na ragdo) ao
recomendado pelo NRC (1994) que é de 1,25% (KIDD, 2004). Kidd et al., (2001)
verificaram que niveis proximos ao recomendado (90 a 120% do NRC), apesar de
elevar os niveis plasmaticos de arginina, ndo melhoraram a resposta imune humoral
e celular das aves. Em outros trabalhos, estes autores obtiveram respostas positivas
com a suplementacéo de arginina, na redugéo da mortalidade de frangos desafiados
com Eimeria acervulina, Eimeria tenella e Eimeria maxima (KIDD et al., 2001).

Segundo Wu et al., (2009), aminoacidos além de indutores de mecanismos
de transcricdo génica pela ativacdo de enzimas importantes no processo mitotico
intestinal, como a glutamina na indugcdo da ornitina-descarboxilase, enzima
responsavel pela descarboxilacdo da ornitina na sintese das poliaminas, também
podem regular a expressdo génica em qualquer etapa dos processos altamente
especificos que envolvem a transferéncia de informac&o codificada em um gene no
seu produto (RNA e ou proteina). Em mamiferos, trabalhos de pesquisa mostraram
que a suplementacdo dietética com Arg e glutamina aumentou a expressao de
genes anti-oxidantes e reduziu a expressao de genes pro6 inflamatérios no intestino
delgado e tecido adiposo (FU et al., 2005; WANG et al., 2008; JOBGEN et al., 2009).

Dessa forma, tornam-se necessarios estudos a fim de se estabelecer
exigéncias nutricionais também para animais em situacdes de estresse imunoldgico.
Quando ocorre um imbalanco entre os aminoacidos, além do comprometimento do
desempenho dos frangos de corte, a carga excessiva de aminoacidos na circulacao
sanguinea precisa ser eliminada. Para serem metabolizados, exige um gasto extra
de energia, a qual é desviada da producdo para os processos de excrecdo do
nitrogénio na forma de acido urico (ALETOR et al., 2000). Este nitrogénio em
excesso, excretado pelas aves, também pode provocar danos ao meio ambiente
(PARSONS & BAKER, 1994). Fato que se agrava devido a grande quantidade de
dejetos gerados pela atividade de producdo animal e que tem se tornado uma
questdo muito preocupante nos tempos atuais.

Apesar do vasto conhecimento em nutricdo de aves, h& poucas informacdes
assegurando se os niveis de nutrientes para um otimo desempenho zootécnico em
animais saudaveis, sdo adequadas para uma Otima resposta imune durante um
desafio infeccioso. Além disso, com a provavel retirada dos antibiéticos promotores
de crescimento das racdes, substitutos imuno-estimulantes terdo que ser utilizados

no intuito de minimizar as perdas de produtividade no setor avicola. Neste sentido
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houve o interesse de avaliar a regeneracédo da mucosa intestinal e a resposta imune
de frangos de corte submetidos a um modelo de infec¢do experimental utilizando-se
a combinacédo de fatores predisponentes de infec¢do entérica e suplementados com
aminoacidos tréficos: glutamina, arginina e treonina, verificando se ocorre melhora

nos parametros com a utilizagao de tais tratamentos.
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3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da suplementacdo dos aminodcidos troficos arginina,
treonina e glutamina, nas dietas crescimento e abate, frente a um desafio
experimental, sobre as caracteristicas de reparacdo da mucosa intestinal e sistema

imune.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da suplementacdo dos aminoacidos arginina, treonina e
glutamina sobre o desempenho produtivo, morfometria intestinal, proliferagao celular
através da contagem das células PCNA-positivas, rendimento de carcaca,

metabolizacdo do excesso de nitrogénio e a influéncia sobre a qualidade da cama.

Avaliar o efeito da suplementacédo dos aminoacidos arginina, treonina e
glutamina sobre o sistema imune frente ao desafio experimental, com relagdo ao
nivel de IgA de mucosa, contagem de células caliciformes, medidas morfométricas
de 6rgédos linféides como timo, baco e bolsa cloacal, e contagem de aglomerados

linféides do figado.
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CAPITULO 1 - EFEITO DA ADICAO DE AMINOACIDOS SOBRE A
REGENERACAO DA MUCOSA INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE
SUBMETIDOS A UM MODELO DE INFECCAO EXPERIMENTAL

RESUMO - A nutricdo tem impacto significativo no desenvolvimento,
manutencdo da integridade e na capacidade regenerativa do trato digestorio.
Aminoacidos podem exercer uma funcéo tréfica acelerando a proliferacéo celular da
mucosa intestinal pés-infec¢do. O objetivo do projeto foi avaliar a regeneracdo da
mucosa intestinal de frangos de corte submetidos a um modelo de infecgcédo
experimental, e suplementados com aminoacidos: glutamina, arginina e treonina.
Foram utilizados 600 pintos de corte da linhagem Cobb, machos, de 1 dia de idade,
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3
(com e sem desafio experimental e 3 dietas). Uma dieta comercial foi utilizada como
controle e outras duas dietas foram elaboradas com glutamina associada ao acido
glutamico (1,5 e 3% de Aminogut®), arginina (1 e 2% de L-Arginina) e treonina (1 e
2% de L-treonina). O desafio foi através da inoculacéo de vacina contra coccidiose e
culturas de E. coli. A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo procedimento
GLM do software SAS. As aves que consumiram as dietas suplementadas com
aminoacidos apresentaram uma melhor (p<0,05) conversao alimentar no periodo de
1 a 42 dias. A capacidade de proliferacdo celular e a relagéo vilo:cripta frente ao
desafio entérico foi maior (p<0,05) para as aves que receberam as dietas
suplementadas. O rendimento de carcaca e cortes nobres nao foi influenciado pela
suplementacdo de aminodacidos, porém 0s niveis elevados de aminoacidos nas
racdes experimentais se refletiram nos maiores niveis proteicos na cama do aviario,
sem, no entanto, interferir na producdo de amoénia. A suplementacao de dietas com
aminoacidos tréficos pode contribuir positivamente com a regeneracao e proliferacao
da mucosa intestinal de frangos de corte e com a manutencdo do desempenho

zootécnico quando submetidos a situagdes de desafio entérico.

Palavras-Chave: Coccidiose, Reparo Intestinal, PCNA, E. coli, Mucosa
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CHAPTER 1 - EFFECT OF ADDITION OF AMINO ACIDS ON INTESTINAL
MUCOSA REPAIR IN BROILER SUBJECTED TO AN EXPERIMENTAL
INFECTION MODEL

ABSTRACT - Nutrition is an important factor for development, maintenance
of the integrity and regenerative capacity of the digestive tract. Amino acids may
accelerate cell proliferation in the intestinal mucosa after infection. This study
evaluated the repair of the intestinal mucosa of broilers experimentally infected and
supplemented with amino acids: glutamine, arginine and threonine. 600 one-day-old
male Cobb broilers were distributed in a completely randomized design with a 2x3
factorial arrangement (with and without challenge and 3 diets). A commercial diet
was the control and two diets were prepared with glutamine associated with glutamic
acid (1.5 and 3% Aminogut®), arginine (1 and 2% L-Arginine) and threonine (1 and
2% L-threonine). The challenge consisted of vaccination against coccidiosis and
inoculation of E. coli cultures. Statistical analyses were run using the GLM procedure
of SAS. Birds that consumed diets supplemented with amino acids showed a better
(p<0.05) feed conversion in the period between 1 and 42 days. Cell proliferation
ability and villus: crypt ratio in challenged chicks was higher (p<0.05) for
supplemented birds. Carcass and prime cuts yield was not affected (p>0.05) by
amino acid supplementatiom, but high content of amino acids in experimental diets
was reflected in higher levels of amino acids in the poultry litter, without interfering
with the production of ammonia. The supplementation of diets with trophic amino
acids can positively contribute to the repair and proliferation of the intestinal mucosa
of broilers and to the maintenance of the growth performance of broilers undergoing

enteric challenge.

Key words: Coccidiosis, Intestinal Repair, PCNA, E. coli, Mucosa
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Introducéo

Tecnologias para a producdo avicola visando reducdo dos custos de
producéo exigem a adoc¢do de estratégias como o aumento da densidade de criagdo
(kg/m?), menor intervalo entre lotes e camas reutilizadas sem os devidos processos
de fermentacado, o que podem se refletir negativamente sobre a saude intestinal dos
frangos de corte.

O epitélio da superficie da mucosa intestinal representa uma barreira crucial
entre um amplo espectro de substancias nocivas e imunogénicas presentes no
[imen do intestino e a ave. Danos e prejuizos a esta barreira superficial resultam em
inflamacéo, resposta imune descontrolada e desequilibrio da homeostase orgéanica.

Assim, uma rapida regeneracao e reconstituicdo da integridade da superficie
epitelial frente as lesdes ou danos fisiologicos, sendo essencial para a preservagao
da homeostase normal. Considerando a complexidade multifuncional da mucosa
intestinal, um completo turnover pode levar de 24 a 96 horas, o que significa quase
10% do tempo de vida de um frango de corte.

Com a proibicdo do uso dos antibidticos promotores do crescimento,
diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de avaliar alternativas
para proteger a mucosa intestinal e ainda atender a demanda e a sensibilidade dos
consumidores que buscam produtos naturais isentos de quimioterapicos ou
antibioticos. Pesquisas com fitoterapicos e Oleos essenciais (PULICI, 2012;
SANTURIO, et al., 2007; TOLEDO et al., 2007), probioticos e prebidticos (ALBINO,
2006) e &cidos organicos (VIOLA e VIEIRA, 2007) vém mostrando resultados
promissores.

Aminoéacidos, além de constituintes de proteinas, regulam vias metabdlicas
essenciais para manutencdo, crescimento e imunidade, também regulam a
expressao génica, a sintese de horménios e de moléculas de grande importancia
biolégica como a glutationa, Oxido nitrico, poliaminas, nucleotideos purina e
pirimidina (LI et al., 2007). Recentemente outro papel importante tem sido atribuido a
alguns aminoacidos denominados funcionais ou a seus metabdlitos: a modulagéo da
regeneracdo da mucosa intestinal (WU, 1998; DIGNASS, 2001). A glutamina
participa diretamente nos processos de proliferacao epitelial estimulando a migragao
celular (SCHEPPACH et al., 1996), as poliaminas, derivadas do metabolismo da
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arginina, atuam diretamente na reconstrugdo e proliferacdo do epitélio intestinal
(WANG et al, 1991) e a treonina por meio da sintese de mucina. Treonina € o maior
componente da mucina intestinal, envolvida na manutencdo da funcdo imune
intestinal (DIGNASS, 2001).

O melhor desenvolvimento da mucosa intestinal na primeira semana de vida
das aves foi demonstrada em frangos de corte por Maiorka et al., (2002), Murakami
et al., (2007) e Sakamoto (2009). As células da mucosa do trato digestivo, assim
como outras células de proliferacdo rapida, tém alta exigéncia de Glu, principalmente
pela funcdo de prover N para a sintese de purina e pirimidina (LOBLEY et al., 2001).

Outros trabalhos demostraram que a suplementacao dietética com Arg e Glu
aumenta a expressao de genes anti-oxidantes e reduz a expressdo de genes pro
inflamatorios no intestino delgado e tecido adiposo (FU et al., 2005; WANG et al.,
2008). A Arg é considerada um aminoacido essencial para aves, pelo fato de que o
ciclo bioguimico da uréia ndo ser funcional em aves (AUSTIC & NESHEIM, 1971).
Entre as espécies animais estudadas, as aves tém a mais alta exigéncia de Arg
(BALL et al., 2007), que se deve, ainda, a alta taxa de deposicdo protéica pelo
rapido crescimento das atuais linhagens de corte e o antagonismo com a Lys. Além
disso, o uso exclusivo de dietas a base de milho e farelo de soja representa fator
particularmente sensivel na disponibilidade de Arg para frangos de corte. Arg é o
quinto aminodacido limitante nestas dietas, apds metionina + cistina, Lys, treonina e
triptofano (ATENCIO et al., 2004).

Murakami et al., (2012) demonstraram que o0 aumento da suplementacéo de
Arg na dieta de frangos de corte aumentou a relagdo vilo:cripta do duodeno. Na
cripta intestinal células progenitoras proliferam e migram da cripta ao longo do eixo
cripta-vilosidade, e adquirirem a funcionalidade especifica. As popula¢des de células
epiteliais da mucosa intestinal sdo moduladas por um grande namero de fatores e
peptideos que estdo presentes no interior do limen ou no proéprio epitélio. Ornitina é
sintetizada a partir da Arg e € precursora das poliaminas que tém efeito direto sobre
a divisao celular, sintese protéica e crescimento tecidual (GONZALEZ-ESQUERRA
& LEESON, 2006). Pesquisas recentes apontam o envolvimento da Arg na inducéo
de mecanismos de transcricdo génica de enzimas e até mesmo de expressao génica
(JOBGEN et al., 2009; WU et al., 2009).

Segundo Zaghari et al., (2011) a Thr tem um alto impacto na funcionalidade

intestinal, principalmente sobre a manutengéo da fung&o imune do intestino, através
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da composicdo da mucina, na inibicdo da apoptose e proliferacdo de linfécitos
(PRIMOT et al.,, 2008). Corzo et al., (2007) comprovaram que em situagbes de
desafio intestinal, a exigéncia desse aminoacido pode ser maior.

Por outro lado, o aumento dos niveis dietéticos de aminoacidos pode
comprometer o desempenho dos frangos de corte devido ao imbalanco entre eles e
a carga excessiva de aminodcidos na circulagcdo sanguinea. Para serem
metabolizados, exigem um gasto extra de energia, a qual é desviada da producéao
para 0os processos de excrecdo do nitrogénio na forma de acido urico (ALETOR et
al., 2000). Este nitrogénio em excesso, excretado pelas aves, liberado na forma de
amonia também pode provocar danos a saude das aves e dos colaboradores, assim
como representar grave impacto ao meio ambiente (PARSONS & BAKER, 1994).
Fato que se agrava pelo aumento da atividade de producdo animal e que tem se
tornado uma questao muito preocupante nos tempos atuais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da utilizacdo dos aminoacidos
glutamina, arginina e treonina sobre a reparacdo intestinal de frangos de corte

submetidos a um desafio entérico experimental.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Aviario Experimental da Universidade
Federal do Parana — Setor Palotina. Todos os procedimentos de criacdo dos animais
e de coleta de material biologico foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica no
Uso de Animais em Experimentacao.

Foram utilizados 600 pintos de corte da linhagem Cobb, machos, de 1 dia de
idade, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x3 (com e sem desafio experimental e 3 dietas) totalizando 6 tratamentos, 5
repeticbes com 20 aves cada.

Até os 10 dias de idade as aves foram alimentadas com ragcéo comercial, e a
partir dos 11 dias, as dietas experimentais passaram a ser fornecidas. As dietas

fornecidas foram assim constituidas:
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=

Sem desafio experimental + dieta controle
2. Sem desafio experimental + nivel 1 aminoacidos (1,5% de Aminogut® +
1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina)
3. Sem desafio experimental + nivel 2 aminoAcidos (3% de Aminogut® +
2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina)
4. Com desafio experimental + dieta controle
5. Com desafio experimental + nivel 1 aminoacidos (1,5% de Aminogut® +
1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina)

6. Com desafio experimental + nivel 2 aminoéacidos (3% de Aminogut® + 2%

de L-Arginina + 2% de L-Treonina

Aos 14 dias de idade, o grupo de aves desafiadas recebeu vacina comercial
Bio-Coccivet R® (Biovet), para coccidiose com as espécies E. acervulina, E. méxima,
E. praecox, E. tenella e E. mitis. Previamente a aplicacao foi realizada a esporulagéo
dos oocistos pela injecao de O, diretamente em tubos Falcon com a vacina, 0s quais
foram rapidamente lacrados e mantidos em estufa BOD a 28°C durante 48 horas. A
vacina foi inoculada diretamente no ingluvio de cada ave na dose de 20 vezes a
recomendada pelo fabricante da vacina (x80.000 oocistos esporulados). Dois dias
apos, um inoculo contendo Escherichia coli, cepa isolada de fezes de frangos de
corte adultos, confirmada por série bioquimica e PCR, cedida pela Universidade
Estadual de Londrina — Laboratério de Medicina Aviaria, com uma concentracao
calculada de 10® UFC/dia/ave foi preparado e fornecido na 4gua de bebida das aves
por dois dias consecutivos.

As aves foram mantidas em temperatura de conforto térmico, de acordo com
sua fase de vida, em aviario climatizado, controlado por placa evaporativa e alojadas
em boxes com maravalha. Racao e agua foram fornecidas a vontade durante todo o
periodo de criacdo. As dietas, a base de milho e farelo de soja, foram formuladas de
acordo com os valores de composicdo quimica dos alimentos e as recomendacdes
nutricionais adotadas pelas integracdes avicolas da regido (Tabela 1). O programa
de alimentacéo foi dividido em trés fases: inicial (1 a 10 dias de idade), crescimento
(11 a 29 dias) e a abate (30 aos 42 dias de idade).
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Tabela 01. Composicdo percentual e calculada das dietas experimentais dos frangos de corte no
periodo de crescimento (11 a 29 dias) e abate (30 a 42 dias).

Ingredientes (%) Racéo crescimento Racéo abate
Milho 7,5% 41,55 45,78
Farelo de soja 46% 39,30 35,10
Oleo Soja 8,10 8,20
Sal comum 0,31 0,38
Calcareo calcitico 38,5% 1,08 1,03
Fosfato Bicalcico 20% 1,72 1,70
Bicarbonato de Sédio 0,10 0,00
DL-Metionina 98% 0,35 0,33
L- Lisina 50,7% 0,23 0,23
L-Treonina 98% 0,08 0,07
Colina 60% 0,08 0,08
Premix mineral e vitaminico™* 0,10 0,10
Caulim* 0-7 0-7
Valores calculados

Proteina, % 21,63 19,98
EM, Kcal/Kg 3,000 3,050
Célcio, % 0,929 0,900
Fésforo, % 0,440 0,410
Lisina Dig,. % 1,200 1,100
Metionina Dig., % 0,625 0,590
Met + Cis Dig., % 0,912 0,859
Treonina Dig., % 0,791 0,726
Triptofano Dig., % 0,237 0,216
Arginina Dig., % 1,356 1,240

* Substituido pela inclusdo dos aminoacidos tréficos na dieta Nivel 1 de AA (1,5kg de Aminogut®, 1kg
de L-Arginina e 1 kg de L-Treonina) e na dieta Nivel 2 de AA (3kg de Aminogut®, 2kg de L-Arginina e
2 kg de L-Treonina).

'Mistura Vitaminica Inicial (Conteldo por kg de premix): Vit. A 7.000.000,00 Ul; Vit. D3 2.200.000,00
Ul; Vit.E 11.000,00 mg; Vit. K3 1.600,00 mg; Vit. B1 2.000,00 mg; Vit. B2 5.000,00 mg, Vit. B12
12.000,00 mg; Niacina 35.000,00 mg; Acido Pantoténico 13.000,00 mg; Acido Félico 800,00 mg;
Antioxidante 100.000,00; Veiculo g.s.p. 1.000,00g.

*Mistura mineral (Contetdo por kg de premix): Ferro 10.000,00 mg; Cobre 16.000,00 mg; lodo
2.400,00 mg; Zinco 100.000,00 mg; Manganés 140.000,00 mg; Selénio 400,00 mg; Veiculo g.s.p.
1.000,00g.

Semanalmente, as aves e as sobras de ragédo foram devidamente pesadas
para o célculo do ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar por
parcela experimental, semanalmente até os 42 dias de idade das aves.

Aos 21, 28 e 42 dias, duas aves por unidade experimental foram sacrificadas
por deslocamento cervical. Durante a coleta aos 21 dias, foram retiradas as excretas

do jejuno de 10 aves de cada tratamento para a realizagdo da contagem de oocistos
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de Eimeria spp por grama de excreta (OPG). Realizou-se a contagem pelo método
de Gordon & Whitlock (1939) modificado.

Foram obtidos fragmentos de aproximadamente 5 cm de comprimento do
jejuno (a partir da porcéo distal da alca duodenal até o diverticulo de Meckel), os
quais foram presos abertos longitudinalmente em placas de isopor, e lavados com
soro fisiologico. As amostras foram fixadas em solucao de formol tamponado e apés
foram emblocadas em parafina. Cada fragmento foi submetido a cortes semi-
seriados de 5 ym de espessura e corados por hematoxilina-eosina.

Para o estudo morfométrico, as imagens foram capturadas por meio da
microscopia de luz (Olympus BX 50), utilizando-se o sistema analisador de imagens
computadorizado (Image Pro-Plus - Versdo 5.2 — Média Cibernética). Neste estudo
foram mensurados o comprimento e largura de 20 vilos e a profundidade e largura
de 20 criptas de cada lamina (Figura 1). Utilizou-se estas medidas morfométricas
também para o célculo da area da superficie de absor¢cdo da mucosa intestinal,

através da seguinte formula, segundo Kisielinski et al., (2002):

Area de absorcdo: (LV x AV)+(LV/2 + LC/2)? - (LV/2)?
(LV/2 + LC/2)?

Onde:

LV: largura de vilo, AV: altura de vilo, LC: largura de cripta

Figura 01: Medidas morfométricas, cbmpri'r_nento e largura de vilo (CV e LV),
profundidade e largura das criptas em jejuno de frangos de corte. Aumento de
10x.
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Das amostras emblocadas em parafina foram obtidos novamente cortes de
5um de espessura usando um micrétomo semi-automatico e o0s cortes
acondicionados em laminas silanizadas. A atividade proliferativa das células
intestinais das criptas e dos vilos do jejuno das poedeiras foram analisados por
imunohistoquimica para PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen).

A parafina foi removida dos cortes por passagens em banhos de xilol e os
cortes foram reidratados em séries decrescentes de etanol (99 a 70°), seguido de
agua destilada. Os reagentes utilizados na imunohistoquimica sdo do kit EXPOSE
Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC Kit (ab94710) (Abcam®,
CAbridge, MA, USA).

O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado pelo Hidrogen peroxide
block do kit, por 10 minutos. Os cortes foram encaminhados ao microondas com
70% de sua poténcia, em tampao citrato pH 6,0 e 0,1M, por 15 minutos, ficando em
repouso até atingir a temperatura ambiente. O bloqueio de proteinas inespecificas
foi realizado com pré-incubacdo pelo Protein Block do mesmo kit, por 10 minutos,
em camara umida.

O anticorpo primario utilizado foi o anticorpo policlonal feito em coelhos anti-
PCNA (FL-261) contra os aminoacidos 1-261 do PCNA humano da Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, Ca, USA). As laminas foram incubados overnight,
em camara Umida a 4°C de temperatura com o anticorpo primario anti-PCNA com
diluicdo de 1:200. Os tecidos foram submetidos a 3 banhos de 5 minutos cada em
PBS. A amplificacdo da reacdo do anticorpo primario foi efetuada usando anticorpo
secundario anti-rabbit do kit, por 10 min em temperatura ambiente, seguido de
lavagens em PBS e incubacdo com o Goat anti-rabbit HRP Conjugate do kit por 15
minutos.

Apés lavagens em PBS, a reacao foi visualizada através do DAB plus
substrate + DAB cromoégeno do kit, por 2-3 min. Os cortes foram lavados em agua
corrente e contra-corados com Hematoxilina e montados com Permount apés
desidratacdo em alcool crescente e xilol (5 minutos cada). A reagdo positiva foi
visualizada pela cor marrom nos nudcleos celulares. Como controle negativo o
anticorpo primario foi omitido dos cortes e substituido por PBS.

Duas laminas por unidade experimental foram confeccionadas. De cada
lamina foram capturadas cinco imagens da regido da base, do meio e do 4pice do

vilo em aumento de 40x. Cada imagem foi medida e foram quantificadas as células
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PCNA positivas nestas regides por milimetro quadrado. Também foi feita a contagem
de células PCNA positivas por vilo, sendo considerado o comprimento do vilo como
uma covariavel.

Para determinacdo do rendimento de carcaca, aos 42 dias foram
sacrificadas duas aves por unidade experimental (10 aves/tratamento), com peso
vivo + 20g da média de peso do box. As aves foram identificadas e submetidas ao
jejum alimentar por seis horas e abatidas por atordoamento com eletricidade e
posterior sangria. Para o calculo de rendimento de carcaca, foi considerado o peso
da carcaca eviscerada quente, sem 0s pés, cabeca e gordura abdominal, em relacdo
ao peso vivo que foi obtido individualmente antes do abate das aves. Para o
rendimento dos cortes nobres, foi considerado o rendimento do peito inteiro com
pele e 0ssos e das pernas (coxa e sobrecoxa com 0ssos e pele) que foi calculado
em relacdo ao peso da carcaca eviscerada.

A gordura abdominal presente ao redor da cloaca, da bolsa cloacal, moela,
pro-ventriculo e dos musculos abdominais adjacentes foi retirada conforme descrito
por Smith (1993). Em seguida, foi pesada e também calculada em relacdo ao peso
da carcaca eviscerada.

Apés a saida das aves foi coletado amostras de cama para andlise dos
niveis de proteina bruta e matéria seca (Silva et al., 2001), e nitrogénio amoniacal.
Para a analise do nitrogénio amoniacal foi realizada a extracdo do contelldo aquoso
apOs moer e coar a amostra, colocando 2 mL em um tubo, sendo adicionado 5mL de
KOH (2N) e 10 mL de &gua destilada. Essa solugdo foi submetida ao destilador
juntamente com 10 mL de acido bdrico, elevando a temperatura a 500 °F (260°C).
Apods o acido atingir até 40 mL. Esperar a solucdo diminuir a temperatura até 0 °F e
depois titular o contetdo do béquer com HCI 0,005 normal.

Para a analise estatistica, os dados foram verificados quanto a presenca de
valores discrepantes (“outliers”) e testaram-se as pressuposi¢cbes de normalidade
dos erros studentizados (teste de Cramer Von Mises) e de homogeneidade de
variancia (teste de Brown-Forsythe). ApOs constatada a ndo violacdo dessas
pressuposicoes, os dados foram submetidos a analise de variancia através do
procedimento GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002) com nivel de 5% de
significancia e em caso de diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (5%). Os dados médios de numero de células positivas para PCNA

no vilo do jejuno foram avaliados considerando distribuicdo de Poisson com fungéo
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de ligacéo log implementados no PROC GENMOD do SAS. O comprimento do vilo

foi usado como co-variavel.

Resultados e Dicussfes

A participacdo de aminoacidos funcionais com propriedades troficas nos
processos de regeneracdo da mucosa intestinal de frangos de corte submetidos a
um modelo de infeccdo experimental foi investigada. Na 12 coleta pés-infeccao foi
possivel observar a presenca de lesGes caracteristicas de coccidiose, tais como
placas esbranquicadas na mucosa do duodeno até o inicio do jejuno, lesdes tipicas
de E. acervulina. Alguns animais apresentavam diarréia aquosa, nos intestinos havia
contetdo mucoso alaranjado, espessamento da parede intestinal, entre outros sinais
caracteristicos de coccidiose, como 0s encontrados em estudos anteriores (ALLEN e
FETTERER, 2002), o que demonstra ter havido a agressao a mucosa intestinal. As
contagens médias de oocistos por tratamento variaram entre 23.000 e 40.000 OOPG
(oocistos por grama) nas fezes das aves desafiadas. As aves que néo foram
desafiadas apresentaram contagem de 0 a 300 OOPG.

Os dados de desempenho produtivo nas duas primeiras semanas pos-
infeccdo (14 a 21 dias e 21 a 28 dias) e no periodo total de criacdo das aves (1 a 42
dias) estdo demonstrados na Tabela 02. Nao houve interacdo p>0,05 entre as dietas
e o desafio, com excecgdo da converséo alimentar de 21 a 28 dias. O desempenho
produtivo no periodo anterior, de 1 a 14 dias, nao foi influenciado pelos tratamentos
e por isso ndo estdo apresentados na tabela.

No periodo de 14 a 21 dias, foi possivel observar o pior desempenho das
aves desafiadas em relacdo as ndo desafiadas (p<0,05). Houve menor ganho de
peso e consumo de racdo em resposta ao processo de reparacdo da barreira
epitelial frente ao dano causado pela multiplicagédo intracelular do protozoario. Em
condi¢bes de campo pode haver um impacto ainda maior sobre o desempenho das
aves, devido a existéncia de outros fatores estressantes. As infec¢des naturais por

Eimeria sp, atuam como fatores condicionantes de enterite necrotica pela destruicdo
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macica da mucosa. Os tecidos intestinais danificados e as mudancgas nas funcdes
do trato intestinal causadas por ela podem desestruturar as barreiras naturais de
defesa e permitir a colonizacdo por varios agentes patogénicos, tais como
Clostridium perfringens ou Salmonela sp.

A adicdo de aminoacidos ndo afetou (p>0,05) o ganho de peso das aves.
Davis & Austic (1982) também nao observaram diferenca no ganho de peso dos
pintos de corte dos 7 aos 21 dias que receberam dietas contendo 0,2%, 0,4%, 0,8%
e 1,2% de treonina total. Também Nery (2009), ndo observou efeito no ganho de
peso utilizando relagbes de 60, 65 e 70% de treonina:lisina digestiveis, entre 1 e 21
dias de idade.

Na 22 semana pos-infeccdo (28 dias), o ganho de peso ainda se manteve
menor (p<0,05) para as aves desafiadas em relacdo as aves controle, apesar do
consumo de racdo ja ter se igualado. Em relacdo as dietas, observou-se efeito
(p<0,05) tanto para o consumo de racdo quanto ao ganho de peso. A dieta
suplementada com o maior nivel de aminoacidos levou ao menor consumo de racao
guando comparado com as demais dietas. Ja para o ganho de peso, a dieta com o
nivel intermediario levou ao maior (p<0,05) ganho de peso em comparacéo a dieta
controle.

No desdobramento da interacdo entre as dietas e o desafio experimental,
observou-se tanto para as aves desafiadas, quanto para as ndo desafiadas, melhor
conversado alimentar (p<0,05) com a suplementacdo de aminoacidos em relacédo a
dieta controle. Comparando-se as dietas em relacdo ao desafio experimental,
observou-se pior conversédo alimentar apenas no grupo que sofreu desafio e nao
recebeu suplementacdo de aminoacidos na dieta.

A recuperacdo da integridade intestinal pode ter contribuido no
reestabelecimento do consumo das aves, 0 que interferiu positivamente na
conversdo alimentar das aves suplementadas pelos aminoacidos funcionais. Por
outro lado, Gonzales (2002) ao discorrer sobre a teoria aminostatica, afirmou que o
controle do consumo de alimento pode estar em funcdo da quantidade e do
balanceamento dos aminoacidos na proteina da racdo. Segundo a autora, 0s niveis
plasmaticos dos aminoacidos podem interferir na ativagdo do sistema nervoso
central, uma vez que eles podem atuar como precursores na formagao de

neurotransmissores envolvidos no controle do consumo alimentar.
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Para o periodo total de 1 a 42 dias, observou-se menor (p<0,05) consumo
de racdo pelas aves suplementadas com os aminoacidos, independente do desafio
experimental. Ja para o ganho de peso, ndo houve diferenca (p>0,05) entre as aves
da dieta controle e daquelas que receberam o nivel intermediario de aminoacidos. A
maior inclusdo de aminoacidos afetou negativamente (p<0,05) o ganho de peso das
aves. O que pode ter sido atribuido ao imbalango entre aminoacidos ou aos
processos de desaminacédo e eliminacdo dos residuos nitrogenados do excesso de
aminoacidos. Este custo é relativamente alto, considerando que, para incorporar um
aminoacido na cadeia protéica, estima-se em torno de quatro moles de ATP e para
excretar cada N do amino&cido sédo gastos seis moles de ATP (LECLERQ, 1996).

Este menor consumo de racdo, influenciou diretamente a conversao
alimentar das aves, sendo que o indice foi melhor quando as aves foram
suplementadas com aminoacidos em comparag¢do com o controle. Esse resultado se
manteve para a conversao alimentar corrigida para 2,5 kg, quando se exclui a
interferéncia do peso vivo sobre a conversao alimentar (dados ndo demonstrados na
tabela).

Resultados similares s&o encontrados na literatura. Mendes et al., (1997),
Brake et al., (1998) e Murakami et al., (2012), que observaram melhor converséo
alimentar a medida que a Arg foi adicionada as dietas dos frangos de corte e com
Sakamoto et al., (2011) com adicdo de glutamina associado ao acido glutamico.
Carvalho (2009) observou efeito linear com o aumento das relagdes treonina:lisina
digestiveis, assim como Paez (2004), em que a conversao alimentar foi melhorada a
medida que a relacdo treonina:lisina digestiveis aumentou de 60 para 70%. Por
outro lado, Martinez-Lopes (2007) que ao desafiar frangos de corte com Eimeria sp.e
suplementar as aves com glutamina, ndo encontrou diferenca significativa no
desempenho nesse periodo.

Houve uma economia de 77g de racao para cada kg de ganho de peso das
aves suplementadas com aminoacidos troficos, em relacdo as aves que receberam
dieta controle. Resultado este, com grande importancia ja que a conversao alimentar
€ o indice que tem maior importancia para medir a eficiéncia produtiva das aves, e
sabe-se que pequenas alteracdes na taxa de conversédo, qualquer que seja 0 prego
da racao, exercerdo um impacto substancial nas margens financeiras de qualquer

empresa do setor avicola.



Tabela 02 - Desempenho produtivo de frangos de corte suplementados com aminoacidos e submetidos ou ndo ao desafio entérico experimental.
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Consumo de racao, g

Ganho de peso, g

Conversao alimentar

Néo

Nao

Nao

Desafiados d . Média Desafiados . Média Desafiados i Média
esafiados Desafiados desafiados

14 a 21 dias
Controle 664,83 671,79 668,31" 483,19 480,45 481,82 1,377 1,399 1,388"
Nivel AA 1 610,90 657,81 634,36° 464,15 488,80 476,47 1,317 1,347 1,332"%
Nivel AA 2 593,53 625,52 609,53 456,18 474,24 465,21 1,303 1,319 1,311°
Média 623,09° 651,712 467,84° 481,16% 1,332 1,355
CV, % 3,21 3,25 3,96
Interag&o Ns Ns ns

21 a 28 dias
Controle 825,84 853,82 838,27" 607,21 667,35 637,28° 1,361* 1,291 1,326"
Nivel AA 1 825,87 828,62 827,25" 671,81 696,20 684,00" 1,230%® 1,191%® 1,210°
Nivel AA 2 781,94 793,13 787,53° 653,93 665,60 660,42"° 1,150%¢ 1,178% 1,164°
Média 813,31 825,45 643,63" 676,38% 1,247 1,220
CV, % 2,84 4,17 3,22
Interacdo ns Ns p<0,05

28 a 35 dias
Controle 1212,59 1182,06 1197,33" 525,93 507,94 516,94" 2,313 2,337 2,325
Nivel AA 1 1117,41 1153,63 1135,52° 483,81 506,69 495,25"° 2,320 2,279 2,299
Nivel AA 2 1068,04 1019,30 1043,67° 459,12 442,22 450,67° 2,334 2,436 2,380
Média 1132,68 1118,33 489,62 485,62 2,322 2,345
CV, % 4,14 4,72 5,27
Interagéo ns Ns ns

1 a 42 dias
Controle 5011,24 5004,50 5007,87" 2856,99 2855,13 2856,06" 1,754 1,752 1,753%
Nivel AA 1 4750,42 4881,46 4815,94° 2788,34 2891,97 2840,15" 1,704 1,688 1,696"°
Nivel AA 2 4536,25 4495 47 4515,86° 2735,56 2676,01 2705,79° 1,659 1,680 1,669°
Média 4765,97 4793,81 2793,63 2807,70 1,706 1,707
CV, % 2,49 2,69 1,56
Interacdo ns Ns ns

Nivel AA 1: Nivel intermediario de suplementagéo de aminoacidos - 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina; Nivel AA 2: 3% de Aminogut

+ 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina. Médias seguidas de letras distintas minUsculas na linha deferem entre si pelo teste de Tukey; Médias seguidas de

letras distintas maidsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.
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As andlises da morfometria intestinal estio demonstradas na Tabela 03. Aos
21 dias, para o comprimento do vilo e a superficie de absor¢do, ndo houve efeito
(p>0,05) da dieta ou do desafio. Em relacdo a profundidade da cripta e relagcéo
vilo:cripta, houve interacdo significativa (p<0,05). As aves desafiadas e
suplementadas com aminoacidos tréficos apresentaram criptas mais profundas em
relacdo as aves da dieta controle, o que consequentemente levou a menor relagédo
vilo:cripta. Em resposta a uma agressdo ocorre um processo denominado de
restituicdo, que € mediado por células epiteliais que revestem a margem da zona
epitelial danificada. Estas células tém como fungcdo migrar e revestir a area
danificada, de modo a restaurar rapidamente a integridade da camada epitelial. Em
seguida, a cripta alonga-se para permitir o aumento da proliferacdo da populacéo de
células progenitoras. Essa resposta de "cripta intestinal”, segundo Okamoto (2011)
permite que o tecido epitelial restaure 0 nimero de células epiteliais para re-construir
sua estrutura.

Diferentemente de uma situacdo sem desafio experimental, Murakami et al.,
(2012), ao suplementar Arg em diferentes niveis na dieta inicial, observaram
aumento da relacao vilo:cripta no duodeno e reducdo da profundidade da cripta em
resposta ao incremento de Arg na dieta. Em outros estudos, também sem desafio
infeccioso, foi observado que a suplementacao de dietas para frangos de corte com
1% de glutamina resultou em maior peso intestinal, maior altura de vilo e
profundidade de cripta em comparacdo com frangos que nado receberam a
suplementacao de glutamina (BARTELL E BATAL, 2007; FISCHER DA SILVA et al.,
2007; MURAKAMI et al., 2007; Yl et al., 2005; SOLTAN, 2009).

Segundo Maiorka et al., (2003), em casos de desafio entérico, ha uma maior
renovacao celular da mucosa intestinal, o que leva a maior profundidade de cripta,
em virtude da hiperplasia, resultante da atividade mit6tica. Porém, quando ocorre um
aumento na taxa de mitose com auséncia, diminuicdo ou manutencdo da taxa de
extrusdo, hd um aumento no nimero de células e, consequentemente, um aumento
na altura dos vilos (MAIORKA et al., 2002).

Na segunda semana pos-desafio, houve efeito significativo (p<0,05) das
dietas independente do desafio experimental. A suplementacdo com o maior nivel de
aminoacidos levou ao menor comprimento do vilo em relagcdo as demais dietas. Este

resultado foi similar ao observado para a profundidade da cripta. Comparando-se
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com o resultado de ganho de peso (Tabela 1) pode ser observado menor ganho de
peso pelas aves suplementadas com estas dietas.

Na avaliacdo realizada aos 42 dias foi verificada interacdo significativa
(p<0,05) entre dieta e desafio para a relacao vilo:cripta. Observou-se, que para as
aves que haviam sido desafiadas, a dieta com o nivel intermediario resultou numa
maior relagdo vilo:cripta que a dieta controle. Para as aves ndo desafiadas n&o
houve efeito significativo das dietas. Esses dados confirmam o encontrado por Bartel
e Batal (2007), que ao suplementarem com 1% e 4% de glutamina, encontraram
maiores alturas de vilos nas que receberam a maior inclusdo de amino&cidos.

Os dados encontrados estdo em concordancia com Lopes (2008), que ao
desafiar frangos de corte com Eimeria sp observou melhor recuperacéo dos animais
gquando foram suplementados com glutamina nas primeiras semanas de vida e
Martinez-Lopes et al., (2007; 2008) que verificaram que frangos de corte desafiados
com Eimeira e suplementados com glutamina apresentaram melhor integridade da
mucosa intestinal, embora ndo tenham sido encontradas diferencas para

desempenho e digestibilidade dos nutrientes da racao.
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Tabela 03 - Morfometria intestinal da mucosa do jejuno de frangos de corte suplementados com aminoacidos e submetidos ou nao ao desafio entérico

experimental.

Vilo, um Cripta, pm Vilo:cripta Superficie de absorcao, pm?
. Na . . Na . . N& . ' N& -
Desafiados a}o Média Desafiadas go Média Desafiados 6.10 Média Desafiados go Média
desafiados Desafiados desafiados desafiados

21 dias
Controle 915,94 867,99 888,97 146,33aB 157,60aA 152,67 6,26aA 5,64aA 5,91 13,71 12,26 12,90
Nivel AA1 842,69 926,69 882,48 185,79* 140,56 164,37  4,64™ 6,67 560 11,52 13,26 12,35
Nivel AA2 929,90 904,39 917,82 170,46™® 146,71* 159,21  5,54*® 6,21* 586 12,74 13,20 12,98
Média 893,98 899,69 169,88 148,29 5,39 6,17 12,54 12,92
CV, % 13,38 16,50 16,33 27,44
Interacéo ns p<0,05 p<0,05 ns

28 dias
Controle 1159,03 1051,41 1105,22AB 166,56 170,28 168,32AB 7,03 6,41 6,74 14,77 13,40 13,96
Nivel AA1 1180,93 1150,80 1166,66A 181,17 172,69 177,16A 6,57 6,68 6,63 16,54 15,84 16,23
Nivel AA2 1043,93 15,75 1050,48B 169,50 15,75 158,78B 6,26 7,15 6,71 15,34 15,75 15,53
Média 1125,25 1083,29 172,32 162,60 6,61 6,78 15,62 14,94
CV, % 13,02 13,07 14,90 19,34
Interacdo ns ns ns ns

42 dias
Controle 1100,86 1277,26 1189,06 177,16 180,17 178,67 6,22aB 7,07aA 6,65 19,00 21,27 20,14
Nivel AA1 1191,25 1149,95 1168,31 154,91 178,33 167,92 7,75 6,53 7,07 21,00 18,60 19,66
Nivel AA2 1157,11 1264,15 1210,63 166,88 186,41 176,65 6,96aAB 6,98aA 6,97 21,32 21,14 21,23
Média 1148,15 1227,58 166,76 181,52 6,95 6,85 20,42 20,28
CV, % 20,84 18,77 17,71 27,45
Interacéo ns ns p<0,05 ns

Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina; Nivel AA 2: 3% de Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina
Médias seguidas de letras distintas minusculas na linha deferem entre si pelo teste de Tukey; Médias seguidas de letras distintas mailsculas na coluna

diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Na andlise histopatoldgica foi possivel verificar uma incidéncia de laminas
com fusdo nos vilos, conforme ilustrado na Figura 02. Teirlynck et al., (2009)
explicam que essa alteracdo nos vilos pode ser desencadeada pela colonizacéo
por patdégenos que induz ao dano epitelial e inflamacéo. Gholamiandehkordi, et al.,
(2007) citam que as bactérias podem induzir ao dano epitelial e fusdo de vilos
através da producado de toxinas e inducdo da inflamacdo. Nesse experimento foi
utilizado como desafio além da vacina de oocistos de coccidias, a inoculagéo de E.

coli, o que pode ter levado a essa maior incidéncia de fusédo de vilos.

T A

Figura 02: Fotomicrografia das vilosidades intestinais de jejuno de frangos de corte de 21
dias, apresentando fuséo de vilos (aspecto polip6ide) em aumento de 10x (A), e aumento de
40x (B).

A contagem de células PCNA-positivas na mucosa do jejuno de frangos de cortes
estd apresentada na Tabela 04. A contagem foi realizada em 3 regides distintas: base, meio
e apice do vilo, também sendo realizada ao longo do vilo. As células PCNA-positivas ficam
marcadas com coloragdo castanha, ja nos controles negativos, onde se omitiu o anticorpo
primario na etapa correspondente, os nucleos nao apresentaram reac¢ao, demonstrando a

especificidade do anticorpo utilizado (Figura 03).

As células PCNA-positivas sdo células que expressam antigenos da fase

G1 tardia e durante a fase S do ciclo celular. Esta técnica utiliza anticorpos
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monoclonais contra antigenos especificos de células proliferativas, e é uma das
formas de fazer a avaliacdo da proliferagéo celular, permitindo medi¢des acuradas
sem a necessidade da administracdo de nenhuma substancia ao animal em estudo
(RABENHORST, BURINI e SCHMITT, 1993).

Figura 03: Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte com idade de 42 dias. E possivel
visualizar as células PCNA-positivas nas vilosidades (Vi) com aumento de 10x (A), e na regido
das criptas (Cr), com aumento de 40x (B). Na figura C esta a fotomicrografia do controle negativo
(Neg) em que se omitiu 0 anticorpo primario, que nao apresentou imunomarcacao.

Uma semana apés o desafio experimental observou-se interacéo
significativa (p<0,05) entre as dietas e o desafio experimental para todas as
contagens de células PCNA-positivas. No desdobramento da interacdo, observou-
se que a contagem na base e meio do vilo, foi maior para o grupo de aves
desafiadas em relagdo as ndo desafiadas, entretanto ndo foi afetada pelas dietas.
Por outro lado, o nimero de células PCNA-positivas no grupo de aves néao
desafiadas foi menor quando alimentadas com a dieta controle. As aves
suplementadas com aminoacidos apresentaram um numero elevado de células
marcadas, mostrando que houve um maior nimero de células em proliferacéao.
Para a contagem ao longo do vilo, observaram-se resultados semelhantes ao
relatado para a contagem de células na base e no meio do vilo.

A rapida proliferacdo de células epiteliais é fundamental na reposi¢cédo do
epitélio intestinal, enquanto que a profundidade da cripta € um indicativo da
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capacidade compensatoéria ou hiperplasia das células epiteliais em virtude de um
maior nivel de agresséo a estrutura morfolégica da mucosa intestinal causada pelo
desafio entérico (UNI et al., 1998). A maior taxa de multiplicacao celular, através da
maior contagem de células PCNA positivas nas aves que receberam o0s
aminoacidos na dieta e foram desafiadas, sete dias apds o desafio, demonstra a
maior capacidade de reparo da mucosa lesada a partir do desafio das Eimerias e

bactérias inoculadas.

Aos 28 dias as aves desafiadas apresentaram ainda menor (p<0,05)
contagem de células PCNA-positivas no meio do vilo, demonstrando que ainda ndo
houve recuperacao total da capacidade funcional da mucosa. Para o numero de
células marcadas ao longo do vilo houve interacdo (p<0,05). Para as aves
desafiadas observou-se maior nimero de células marcadas com o uso da dieta
controle e para as desafiadas o resultado foi oposto. Este mesmo resultado foi
observado aos 42 dias

Aos 42 dias de idade das aves, na contagem das células por éarea
especifica do vilo, houve interacdo (p<0,05) entre o desafio e as dietas. As aves
ndo desafiadas que receberam o maior nivel da suplementacdo apresentaram
maior contagem de células PCNA-positivas por vilo. Entretanto, para aves
desafiadas e suplementadas, a contagem de células foi menor, em comparacao as
aves controle. E possivel considerar que a suplementacdo fez com que o reparo
fosse mais intenso logo apds o desafio nas aves suplementadas com aminoacidos,
observado pela maior profundidade das criptas (Tabela 03). Desta forma, na fase
final, menor proliferacdo de células foi necessaria para atender a demanda e a
homeostase da mucosa intestinal. E preciso também considerar, que o excesso de
aminoacidos pode interferir negativamente no turnover celular, visto a competi¢éo
por receptores na absorcdo e o antagonismo entre aminoacidos (BUTTERY &
D’MELLO, 1994).

Segundo Dignass (2001), a populagdo de células epiteliais da mucosa
intestinal € modulada por um nimero diverso de fatores que estdo presentes dentro
do lmen intestinal, no proprio epitélio e ainda na lamina propria. O efeito positivo
da suplementacdo aminoacidica pode ser atribuido a simples presenca de
nutrientes no limen intestinal. Isso implica que o0s nutrientes ndo precisam ser

necessariamente absorvidos para exercerem o seu efeito trofico.
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Segundo Wu et al., (2009), amino&cidos podem induzir mecanismos de
transcricdo génica pela ativacdo de enzimas importantes no processo mitético
intestinal, como a Glu na inducdo da ornitina-descarboxilase, enzima responsavel
pela descarboxilacdo da ornitina na sintese das poliaminas. Estas aminas
biogénicas sdo também consideradas de importancia nutricional no crescimento e
desenvolvimento do intestino do neonato (QUINN et al., 2002). Ruemmele et al.
(1999) ja haviam constatado que a falta de poliaminas inibe a proliferacéo,
migracdo e apoptose das células intestinais.

A Glu é essencial para células de proliferacdo rapida, tais como células
intestinais e linfocitos ativos, é o principal metabdlito que nutre os enterdcitos
(PADOVESE, 2000) e, em altas concentracdes, € precursor para a formacédo dos
acidos nucléicos, permitindo resposta imediata para a proliferacdo das células sem
entrar em outras rotas do metabolismo (SZONDY E NEWSHOLME, 1989).
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Tabela 04 - Contagem de células PCNA-positivas na base e meio dos vilos, e ao longo do vilo da mucosa do jejuno de frangos de corte suplementados
com amino&cidos e submetidos ou ndo ao desafio entérico experimental

Base Meio vilo
células/mm? Células/vilo
Desafiados Na_lo Média Desafiados Na_lo Média Desafiados Na}o Média
desafiados desafiados desafiados
21 dias
Controle 4,483 2,718 3,59 3,36 1,64 2,50 169,44 277,11%° 231,38
Nivel AA 1 4,63 4,94 4,82 3,612 3,30 3,41 254,3" 329,28 288,44
Nivel AA 2 4,17 4,86 4,30 2,75 3,552 2,93 265,92* 240,33 253,47
Média 4,43 4,20 3,24 2,80 282,34 239,14
CV, % 39,25 53,33 2,46
Interacao p<0,05 p<0,05 p<0,05
28 dias
Controle 5,24 6,43 5,71 2,13 3,51 2,85 439,31 321,34 380,03
Nivel AA 1 471 5,54 5,12 1,22 3,13 217 322,79 179,11 248,10
Nivel AA 2 5,52 5,48 5,50 2,41 2,93 2,65 362,13 433,11 398,22
Média 5,17 5,76 2,00° 3,17° 319,88 370,88
CV, % 35,23 60,30 1,91
Interacéo ns ns p<0,05
42 dias
Controle 7,43% B ag 7,91 3,06 4,59 3,55 522,7% 477,71 502,47
Nivel AA 1 4,48 7,524 5,83 2,50°8 3,618 2,99 455,32%° 399,81% 427,67
Nivel AA 2 8,08 7,60 7,85 4,09%® 2,88" 3,57 344,19 480,58 411,55
Média 6,61 7,86 3,26 3,47 448,62 439,45
CV, % 37,46 49,42 2,81
Interacéo p<0,05 p<0,05 p<0,05

Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina; Nivel AA 2: 3% de Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina

Médias seguidas de letras distintas mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras distintas mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Outra perspectiva importante em alternativas ao uso tradicional de
antimicrobianos melhoradores de desempenho é a associacdo de aditivos
alternativos, como os probioticos, acidos organicos, entre outros. Essa linha de
pesquisa baseia-se fortemente na observacdo de que nenhuma das alternativas
atualmente é tdo eficiente quanto os antimicrobianos melhoradores de desempenho
(NIEWOLD, 2007). Menconi et al., (2013) associaram a suplementacao de 0,5% de
glutamina com probioticos frente a um desafio com Salmonella, e verificaram
diferencas na altura e largura dos vilos, e aumento da area de superficie das
vilosidades intestinais.

Este resultado é bastante promissor e pode servir de base para outros
estudos envolvendo aminoacidos e a modulacdo do bioma entérico das aves. A
modulacdo do bioma luminal pode ser regulada pelo influxo de nutrientes a partir da
dieta, pela taxa de passagem do conteludo intestinal, nivel e atividade de
substancias antimicrobianas (KAUTSOS; ARIAS, 2006). Componentes dietéticos
com efeitos biolégicos podem atuar como substrato para diferentes populacbes
microbianas. Estudos buscam solucdes dietéticas que controlem patégenos
intestinais e mantenham a microbiota benéfica (TIIHONEN et al., 2010).

Foram avaliados os pesos absolutos e relativos de carcaca, peito, perna e
gordura, os resultados estdo demonstrados na Tabela 05. Houve interacéo (p<0,05)
para peso da carcaca, peito e perna. Para o peso da carcaca, de peito e de pernas,
nao houve diferenca entre as dietas para aves desafiadas. As aves que ndo foram
desafiadas apresentaram menor peso de carcaca, de peito e de pernas quando
suplementadas pelo maior nivel de aminoacidos. Isto demonstra que em situagdes
onde ndo h4 demanda, o excesso de aminoacidos pode interferir com a deposicao
de proteina corporal. Sklan & Plavnik (2002) acrescentam que o0 excesso de
aminoacidos nas dietas de frangos de corte reduz a eficiéncia de utilizacdo e
aumenta a exigéncia dos aminoacidos essenciais, especificamente sobre a lisina. O
desbalanco gerado representa um gasto adicional de energia para a excrecao deste
excesso na forma de &cido Urico (cerca de 335 cal/mol de acido Urico sintetizado),
segundo Buttery & Boorman (1976) citados por Nieto et al., (1995).

Quando foram considerados os valores relativos de peso de carcaca e de
cortes nobres, bem como de gordura abdominal ndo houve efeito (p>0,05) da dieta
ou do desafio experimental. Este resultado corrobora com o observado para o

desempenho produtivo (Tabela 02). O excesso de aminoacidos em situacdes que
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nao ocorrem desafio piora o resultado em termos de ganho de peso, apesar da
converséo alimentar ser otimizada.

Nery (2009) ndo encontrou efeito ao utilizar diferentes niveis de relacéo
treonina/lisina, para deposi¢cdo de gordura abdominal, assim como Barbosa et al.,
(2001) né&o observaram efeitos significativos no desempenho e rendimento de
carcaca de frangos de corte quando alimentados com racdes com relacbes
treonina/lisina que variavam de 61% a 89% na fase final de criacdo. Entretanto,
Mendes et al., (1997) verificaram que o aumento da relacdo Arg:Lis melhorou o
rendimento de carcaca e reduziu a gordura abdominal em frangos de corte, criados
sob diferentes condi¢bes ambientais.

Os resultados de estudos com relagdo aos requerimentos para deposicdo de
peito sdo bastante contraditorios. Kidd e Kerr (1996) conduziram experimentos de
doses respostas com a treonina em frangos de 30 a 42 dias de idade e verificaram
que a treonina necessdaria para maximizar o ganho de peito é 11 % maior que a
necessaria para a melhora na converséo alimentar. Kidd et al., (2001) concluiram
gue a treonina necessaria para maxima deposi¢cdo de carne de peito na fase final

nao foi superior ao necessario para a conversao alimentar.
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Tabela 05 — Pesos absolutos e rendimento de carcaca e de cortes nobres de frangos de corte aos 42 dias, suplementados com aminoacidos e submetidos
ou nao ao desafio entérico experimental.

Carcaca, g Peito, g Pernas, g Gordura, g
Desafiad N&o o ] N&o o i N&o o ] N&o o
) Média  Desafiados ] Média Desafiados i Média Desafiados . Média
0s desafiados desafiados desafiados desafiados
Controle 2329,20”"  2436,20°" 2382,70  764,80™ 834,40 799,60 641,40 668,00 654,70 34,54 36,77 35,71
Nivel AA1 2296,00°* 242820 2362,1  745,40™ 842,60 794,00 632,20" 668,00 650,10 35,09 32,32 33,70
Nivel AA 2 2296,80** 2232,20%® 226450 752,80** 740,22%° 746,84 647,80 607,56° 628,74 30,58 31,74 31,16
Média 2307,33 2365,53 754,33 808,00 640,47 649,24 33,36 33,61
CV % 4,15 7,34 6,66 33,13
Interacéo p<0,05 p<0,05 p<0,05 ns
Carcaca, % Peito, % Pernas, % Gordura, %
Controle 74,88 75,18 75,03 32,82 34,23 33,53 28,29 27,43 27,84 1,47 1,50 1,49
Nivel AA 1 74,94 75,35 75,16 33,58 34,70 34,20 27,54 27,56 27,55 1,54 1,32 1,43
Nivel AA 2 74,62 74,79 74,71 32,73 33,36 33,03 28,22 27,43 27,84 1,34 1,43 1,39
Média 74,81 75,11 33,01° 34,122 28,01 27,47 1,45 1,42
CV % 3,04 4,76 6,26 32,63
Interacéo Ns ns ns ns

Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina; Nivel AA 2: 3% de Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina
Médias seguidas de letras distintas minUsculas na linha deferem entre si pelo teste de Tukey; Médias seguidas de letras distintas mailsculas na coluna
diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Os resultados da avaliacdo dos teores de matéria seca, proteina bruta
e nitrogénio amoniacal em relacdo ao nitrogénio total, de amostras da cama
estdo descritos na tabela 06. Foi possivel verificar que o fornecimento de
determinados aminoacidos em maiores niveis, levou ao aumento (p<0,05) da
excrecdo de proteina na cama, independente do desafio. Nao houve efeito
(p>0,05) sobre matéria seca e nivel de nitrogénio amoniacal em relacdo ao
nitrogénio total, o0 que ameniza o efeito poluidor sobre a produgdo de amonia
dentro das instalacfes avicolas.

Berres et al.,, (2007) ao trabalharem com aumentos nos niveis da
relagdo treonina/lisina, também n&o encontraram diferenca da matéria seca da
cama. A eliminacdo de &cido arico em relacdo a uréia e amonia dispende
pouca agua (BUTTERY & D’MELLO, 1994), dessa forma nédo é esperado que
houvesse alteracfes significativas na umidade da cama com o aumento do
catabolismo protéico em aves.

Na avaliagdo por contrastes, os resultados de proteina bruta na cama
das aves que receberam a suplementacdo de aminoacidos, com relacdo as

camas do tratamento controle, foram diferentes, independente do desafio.

Tabela 06 - Avaliacdo da quantidade de matéria seca, proteina bruta e nitrogénio
amoniacal na cama em que estavam as aves suplementadas com aminoacidos,
desafiadas ou néo.

MS, % PB, % NHs/N, %

D ND  Média D ND Média D ND Média
Controle 67,55 69,59 6857 15,29 14,63 14,95° 6,85 7,57 7,25
Nivel AA1 73,27 73,86 7357 23,87 21,49 22,68" 4,69 4,03 4,36
Nivel AA2 71,20 69,48 70,34 26,95 25,20 26,07" 4,54 5,10 4,82

Média 70,67 70,98 22,03 20,44 525 557
CV, % 10,19 18,20 57,96
Interacdo ns ns ns

D: desafiados, ND: ndo desafiados. Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1%
de L-Treonina. Nivel AA 2: 3% de Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina. Médias
seguidas de letras distintas mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.

Ha uma perspectiva otimista em relacdo ao uso de aminoacidos
funcionais como ferramentas para o reestabelecimento do status sanitario dos

frangos de corte. Entretanto, devem ser ajustados niveis adequados que néo
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interfiram com o desempenho produtivo ja que o0 excesso, além de representar
desperdicio, gera gasto calérico adicional relativo a excrecdo destes na forma
de &cido Urico. A associacdo de niveis mais baixos a aditivos como 0s
probioticos, Oleos essenciais, extratos de plantas e enzimas podem trazer
melhores resultados e manter um equilibrio entre a regeneracédo da mucosa e o
desempenho produtivo.

Em situacdes de desafio sanitario e sem a suplementagdo de
aminoacidos troficos, a conversao alimentar foi pior em relacdo as dietas
suplementadas. Ja para as aves suplementadas, observou-se melhor
regeneracdo da mucosa intestinal, o que pode ter contribuido positivamente
com a conversdo alimentar. Na formulacdo das dietas nas companhias
avicolas, onde néo é possivel saber se ira ocorrer ou ndo um desafio entérico e
considerando o curto tempo de vida e a inviabilidade de uma nova formulacdo
da dieta, o uso preventivo de aminoacidos tréficos nas dietas além das
exigéncias nutricionais, pode ser efetivo e ser uma alternativa ao uso de
promotores de crescimento que estdo sendo paulatinamente retirados das

dietas.

Concluséo

As aves que consumiram as dietas suplementadas com aminoacidos
glutamina, arginina e treonina apresentaram uma melhor converséo alimentar
no periodo de 1 a 42 dias, sem alterar o ganho de peso. Os niveis elevados de
aminoacidos nas racdes experimentais se refletiram nos maiores niveis
proteicos na cama do aviario, sem, no entanto, interferir na producdo de
amonia.

Os aminoacidos utilizados apresentaram efeito sobre a proliferacdo das
células da mucosa intestinal frente ao desafio entérico. Porém em situacdes de
desafio por coccidiose, somente a suplementagdo com os aminoacidos nao foi
suficiente para combater o desafio e atuar no reparo da mucosa apds o
desafio. O rendimento de carcaga e cortes comerciais nao foi alterado pelo

desafio ou suplementacgao.
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CAPITULO 2 - EFEITO DA ADICAO DE AMINOACIDOS SOBRE O SISTEMA
IMUNE DE FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS A UM MODELO DE
INFECCAO EXPERIMENTAL

RESUMO - O epitélio da mucosa do trato digestivo representa uma
importante barreira entre um vasto espectro de substancias imunogénicas
presentes no lumen intestinal. A perda da integridade da mucosa compromete
a homeostase organica, levando a ativacdo do sistema imune, redirecionando
0S nutrientes importantes ao crescimento, para 0S processos de mecanismos
de defesa. O objetivo do projeto foi avaliar o sistema inume de frangos de corte
submetidos a um modelo de infeccdo experimental e suplementados com
aminoéacidos: glutamina, arginina e treonina. Foram 600 pintos de corte da
linhagem Cobb, machos, de 1 dia de idade. O delineamento foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2x3 (com e sem desafio experimental e 3
dietas). Uma dieta comercial foi utilizada como controle e outras duas dietas
foram elaboradas com glutamina, associada ao acido glutamico (1,5 e 3% de
Aminogut®), arginina (1 e 2% de L-Arginina) e treonina (1 e 2% de L-treonina).
Foi realizada a avaliagdo das medidas morfométricas dos 6rgdos linfoides
baco, timo e bolsa cloacal, contagem dos aglomerados linféides do figado, e
contagem das IgA de mucosa do jejuno. Também foi avaliada a concentracéo
sérica das enzimas hepaticas AST, GGT e albumina, além da concentragédo
sérica do &cido urico e uréia. A analise estatistica foi realizada pelo
procedimento GLM do software SAS. As aves que consumiram as dietas
suplementadas com aminoacidos apresentaram aos 28 dias, menor
absorbancia para IgA de mucosa, e as que receberam nivel maior dos
aminoacidos na dieta, tiveram maior nimero de células caliciformes que as que
receberam nivel intermediario. Aos 28 dias, entre as aves ndo desafiadas, as
gue receberam os niveis mais altos de aminoacidos tiveram menores, area e
indice esplénicos. Nao houve diferenca (p>0,05) nas medidas da bolsa cloacal.
Aos 28 dias, as aves que receberam o nivel intermediario da suplementacéo de
aminoacidos tiveram a maior contagem de aglomerados linfoides, entre as aves

desafiadas. Os niveis séricos de AST, uréia e acido urico foram afetados pela
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suplementacdo dos aminoacidos (p<0,05), de modo que as maiores contagens

séricas foram nas aves que receberam os maiores niveis dos aminoacidos.

Palavras-Chave: Sistema Imune, Aminoacidos Troficos, IgA de mucosa, frango

de corte.
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CHAPTER 2 — EFFECT OF ADDITION OF AMINO ACIDS ON THE IMMUNE
RESPONSE IN BROILERS SUBJECTED TO AN EXPERIMENTAL
INFECTION MODEL

ABSTRACT- The mucosal epithelium of the digestive tract is an
important barrier between several immunogenic substances in the intestinal
lumen. When the integrity of this barrier is lost, organic homeostasis is impaired,
and the immune system is activated, which direct important nutrients for growth
to defense mechanisms. This study aimed to analyze the immune response of
broilers experimentally infected and supplemented with the amino acids
glutamine, arginine and threonine. 600 one-day-old male Cobb broilers were
distributed in a completely randomized design with a 2x3 factorial arrangement
(with and without challenge and 3 diets). A commercial diet was the control and
two diets were prepared with glutamine associated with glutamic acid (1.5 and
3% Aminogut®), arginine (1 and 2% L-Arginine) and threonine (1 and 2% L-
threonine). We evaluated the morphometric measurements of the spleen,
thymus and cloacal bursa; counted the lymphoid clusters in the liver, and
determined the IgA in the jejunum mucosa. Also, we measured the serum
concentrations of liver enzymes AST, GGT and albumin, and serum uric acid
and urea. Statistical analyses were run using the GLM procedure of SAS. Birds
that received diets supplemented with amino acids, showed, at 28 days, a lower
absorbance for mucosal IgA, and those that consumed higher level of amino
acids, had a greater number of goblet cells that those receiving intermediate
level. At 28 days, among non-challenged broilers, those that received the
highest level of dietary amino acids showed lower values of spleen area and
index. No significant difference (p>0.05) was detected in the measurements of
the cloacal bursa. Birds challenged and supplemented with the intermediate
level of amino acids showed an increased number of lymphoid clusters at 28
days. Serum AST, urea and uric acid were influenced by amino acid
supplementation (p<0.05), with higher values in birds that consumed the
highest level of amino acids.

Key words: Immune system, Trophic Amino acidos, mucosal IgA, broilers.
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Introducéo

O padréo sanitario € decisivo para permitir que as aves expressem ao
maximo o potencial genético, ja que quando o sistema imune é ativado ocorrem
alteracdes fisiolégicas e metabdlicas no organismo, as quais alteram o
consumo de alimento e conseqientemente o ganho de peso e conversao
alimentar. O perfil de nutrientes utilizado nas formulacdes de racbes para
frangos est4d baseado em pesquisas que avaliam as fung¢des produtivas
economicamente importantes como: ganho de peso, consumo de racéo,
conversao alimentar e rendimento de corte, porém a imunidade e a resisténcia
a doencas sao pouco consideradas (KIDD, 2004).

Nas criagbes comerciais de frangos de corte, 0s agentes estressores
ambientais, incluindo excesso de lotagcéo, umidade, pior qualidade do ar, assim
como a presenca de agentes estressores infecciosos podem modificar o
metabolismo e a utilizacdo dos nutrientes (NORUP et al., 2008).

O epitélio da mucosa do trato digestivo representa uma importante
barreira entre um vasto espectro de expressivas substancias imunogénicas
dentro do liumen intestinal e o epitélio da mucosa intestinal (DIGNASS, 2001). A
perda da integridade da mucosa compromete dramaticamente a homeostase
organica, visto as inumeras funcdes desse sistema e por isso a integridade
precisa ser rapidamente restabelecida.

Nos estados inflamatérios da mucosa, o aumento do turnover da
proteina corporal, talvez seja a alteracdo mais significativa e com maior
impacto sobre o crescimento e ganho de peso (HILL e HILL, 1998). A sintese
proteica muscular é interrompida e had um aumento concomitante do
catabolismo poteico visando aumentar o fluxo de aminoacidos para a sintese
de proteinas de fase aguda e para os 6rgaos viscerais, 0s quais sao utilizados
para fornecer energia e para ativar processos envolvidos nos mecanismos de
defesa (OBLED, 2004).

Entretanto, o perfil de aminoacidos liberado a partir da protedlise
muscular pode ndo atender as exigéncias especificas nestas condi¢oes,

resultando em excessiva mobilizacdo de proteinas com elevado custo



80

metabdlico para o organismo (REEDS et al., 1994). Um expressivo incremento
da sintese de proteina no intestino corresponde as células imune, as quais
representam aproximadamente 25% das células da mucosa intestinal (OBLET,
2004). Desta forma, o fornecimento de aminoacidos potencialmente
importantes para a resposta imune pode reduzir a perda muscular e acelerar a
recuperagdo em processos inflamatérios.

A glutamina (GIn) é considerada um aminoacido essencial em algumas
espécies sob condi¢cdes inflamatorias (NEWSHOLME, 2001). Ja € bem
reconhecido o papel desse aminoacido como principal combustivel para a
mucosa intestinal e células imune (CALDER, 1995; WU, 1998). O nitrogénio
aminico da glutamina € utilizado para a sintese de nucle6tidos e isso explica a
alta exigéncia de GIn pelas células que proliferam rapidamente, como aquelas
do sistema imune e da mucosa intestinal (NEWSHOLME, 2001).

Nas aves, a treonina € precursora da glicina e da serina esta envolvida
na resposta imune, compondo as globulinas do sistema imunitario e é
necessaria na producéo gastrintestinal de mucina (LEMME, 2001; WALDRUP,
2002). A barreira de muco, da mucosa intestinal representa a primeira linha de
defesa contra translocagcao de agentes patogénicos (GARDINER et al., 1995).
A producdo de mucina intestinal e a sua secre¢cdo € um processo dinamico,
sendo continuamente degradada e renovada (MONTAGNE et al., 2003;
SMIRNOQV et al., 2004). Este equilibrio pode ser influenciado pela natureza da
dieta (MONTAGNE et al., 2004; SHARMA et al., 1997), ou pela presenca de
organismos patogénicos.

A participagéo da treonina no aumento dos titulos de anticorpos séricos
bem como nas concentracdes de IgA e IgG e no decréscimo de IL-6, citocina
associada a diminuicdo do apetite, na mucosa do jejuno de frangos de corte
desafiados com E. coli foi documentada por Wang et al. (2006). Bartell e Batal
(2007) j& reportam que a inclusdo de 1% de glutamina na dieta de frangos de
corte proporcionou o0 aumento na producao de IgA e IgG.

A suplementacdo dietética com Arg e Glu reduzem a expressao de
genes pré inflamatdrios no intestino delgado (FU et al.,, 2005; WANG et al.,
2008) e elevam as concentracdes de poliaminas que tém efeito direto sobre a
divisdo celular, sintese protéica e crescimento tecidual (GONZALEZ-
ESQUERRA & LEESON, 2006). A Arg é considerada um aminoacido essencial
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para aves, pelo fato de que o ciclo bioquimico da uréia ndo ser funcional em
aves (AUSTIC & NESHEIM, 1971), portanto sdo dependentes da Arg dietética.

Para que a Arg possa ser utilizada para a sintese das poliaminas
(putrescina, espermina e espermidina) ou prolina, precisa ser hidrolisada para
uréia e ornitina pela arginase (MEIJER et al., 1990; WU & MORRIS, 1998). A
uréia plasmatica é associada com a suplementacdo de Arg, sendo que entre 40
a 60% da uréia, excretada pelas aves, é resultado da sintese de ornitina (RUIZ-
FERIA et al., 2001).

Em processos infecciosos, células ativadas como macréfagos,
neutroéfilos e células endoteliais secretam simultaneamente NO (6xido nitrico) a
partir da Arg e intermediarios reativos do oxigénio. Entretanto, Hartman et al.,
(2006) relatam que as células das aves sdo menos propensas aos efeitos
nocivos do ataque destes radicais livres por terem altos niveis circulantes de
acido Urico. O 4cido Urico vem, recentemente, sendo considerado um
importante antioxidante (HARE & JOHNSON, 2003). A concentragdo
plasmatica de &acido (rico, em aves, é excepcionalmente alta quando
comparada com outros vertebrados e, por isso, os elevados niveis de NO nao
teriam as mesmas consequéncias relatadas para os mamiferos (HARTMAN et.
al., 2006).

A resposta imune direcionada a infeccdo pela coccidiose envolve a
resposta inespecifica garantida pela resposta inata, e resposta de carater
especifico, que envolve a atividade de citocinas, horménios, leucdcitos, tecidos
linféides associados ao intestino (GALT), macrofagos e outras células
apresentadoras de antigenos (RUFF, 1999). Logo apds a infeccao por Eimeria
spp, as células B, presentes na mucosa intestinal iniciam a producdo de
anticorpos. Nos frangos, as imunoglobulinas predominantes nas secrecfes
intestinais sdo as IgA , que é capaz de atravessar diretamente a superficie
epitelial.

O melhor entendimento da participacdo dos aminoacidos na resposta
imune frente a situagfes de desafio & mucosa intestinal e a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na modulacdo do sistema imune é fundamental para
manter a saude, o desempenho e o retorno econdmico da atividade avicola.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o sistema imune de frangos de corte
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submetidos a um modelo de infeccdo experimental e suplementados com

aminoécidos: glutamina, arginina e treonina.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em Aviario Experimental e todos os
procedimentos de criacdo dos animais e de coleta de material bioldgico foram
aprovados pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo. Foram utilizados 600 pintos de corte da linhagem Cobb,
machos, de 1 dia de idade. O delineamento foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x3 (com e sem desafio experimental e 3 dietas) totalizando 6
tratamentos, 5 repeticdes com 20 aves cada.

Até os 10 dias as aves foram alimentadas com racdo comercial, e a
partir dos 11 dias, as dietas experimentais passaram a ser fornecidas. Uma
dieta comercial foi utilizada como controle e outras duas dietas foram
elaboradas com glutamina, associada ao acido glutdmico (1,5 e 3% de
Aminogut®), arginina (1 e 2% de L-Arginina) e treonina (1 e 2% de L-treonina).
Aos 14 dias de idade, O grupo de aves desafiadas recebeu vacina comercial
para coccidiose com as espécies E. acervulina, E. maxima, E. praecox; E.
tenella e E. mitis. Previamente a aplicacdo foi realizada a esporulacdo dos
oocistos pela injecdo de O, diretamente em tubos Falcon com a vacina, 0s
quais foram rapidamente lacrados e mantidos em estufa BOD a 28°C durante
48 horas. A vacina foi inoculada diretamente no inglivio de cada ave na dose
de 20 vezes a recomendada pelo fabricante da vacina (+80.000 oocistos). Dois
dias apds, um inéculo contendo Escherichia coli, cepa isolada de fezes de
frangos de corte adultos, confirmada por série bioquimica e PCR, cedida pela
Universidade Estadual de Londrina — Laboratorio de Medicina Aviaria, com uma
concentracdo calculada de 10® UFC/dia/ave foi preparado e fornecido na agua
de bebida das aves por dois dias seguidos.

As aves foram mantidas em temperatura de conforto térmico, de
acordo com sua fase de vida, em aviario climatizado, com placa evaporativa e

alojadas em boxes com maravalha. Racao e agua foram fornecidas a vontade
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durante todo o periodo de criacdo. As dietas, a base de milho e farelo de soja,
foram formuladas de acordo com os valores de composicdo quimica dos
alimentos e as recomendacdes nutricionais adotadas pelas integragbes
avicolas da regidao (Tabela 1). O programa de alimentacao foi dividido em trés
fases: inicial (1 a 10 dias de idade), crescimento (11 a 29 dias) e a abate (30

aos 42 dias de idade).

Tabela 01. Composicéo percentual e calculada das dietas experimentais dos frangos de corte
no periodo de crescimento (11 a 29 dias) e abate (30 a 42 dias).

Ingredientes (%) Racéo crescimento Racéo abate
Milho 7,5% 41,55 45,78
Farelo de soja 46% 39,30 35,10
Oleo Soja 8,10 8,20
Sal comum 0,31 0,38
Calcareo calcitico 38,5% 1,08 1,03
Fosfato Bicalcico 20% 1,72 1,70
Bicarbonato de Sédio 0,10 0,00
DL-Metionina 98% 0,35 0,33
L- Lisina 50,7% 0,23 0,23
L-Treonina 98% 0,08 0,07
Colina 60% 0,08 0,08
Premix mineral e vitaminico™? 0,10 0,10
Caulim* 0-7 0-7
Valores calculados

Proteina, % 21,63 19,98
EM, Kcal/Kg 3,000 3,050
Célcio, % 0,929 0,900
Fésforo, % 0,440 0,410
Lisina Dig,. % 1,200 1,100
Metionina Dig., % 0,625 0,590
Met + Cis Dig., % 0,912 0,859
Treonina Dig., % 0,791 0,726
Triptofano Dig., % 0,237 0,216
Arginina Dig., % 1,356 1,240

* Substituido pela inclusdo dos aminodcidos tréficos na dieta Nivel AA 1 (1,5kg de Aminogut®,
1kg de L-Arginina e 1 kg de L-Treonina) e na dieta Nivel AA2 (3kg de Aminogut®, 2kg de L-
Arginina e 2 kg de L-Treonina).

'Mistura Vitaminica Inicial (Contetdo por kg de premix): Vit. A 7.000.000,00 Ul; Vit. D3
2.200.000,00 UI; Vit.E 11.000,00 mg; Vit. K3 1.600,00 mg; Vit. B1 2.000,00 mg; Vit. B2
5.000,00 mg, Vit. B12 12.000,00 mg; Niacina 35.000,00 mg; Acido Pantoténico 13.000,00 mg;
Acido Folico 800,00 mg; Antioxidante 100.000,00; Veiculo g.s.p. 1.000,00g.

*Mistura mineral (Contetido por kg de premix): Ferro 10.000,00 mg; Cobre 16.000,00 mg; lodo
2.400,00 mg; Zinco 100.000,00 mg; Manganés 140.000,00 mg; Selénio 400,00 mg; Veiculo
g.s.p. 1.000,00g.
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Aos 21, 28 e 42 dias 2 aves por unidade experimental foram
sacrificadas por deslocamento cervical. Foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 5 cm de comprimento do jejuno (a partir da porcao distal da
alca duodenal até o diverticulo de Meckel), os quais foram presos abertos
longitudinalmente em placas de isopor, e lavados com soro fisioldgico. As
amostras foram fixadas em solugdo de formol tamponado e apo6s foram
emblocadas em parafina. Cada fragmento foi submetido a cortes semi-seriados
de 5 um de espessura e corados por PAS (Acido Periédico de Schiff). Para a
contagem das células caliciformes, as imagens foram capturadas por meio da
microscopia de luz (Olympus BX 50), utilizando-se o sistema analisador de
imagens computadorizado (Image Pro-Plus - Versdo 5.2 — Média Cibernética),
em aumento de 40x. A contagem de celulas caliciformes foi feita nas imagens
capturadas em aumento de 40x por mm? de area de vilo.

Destas mesmas aves, obteve-se um raspado da mucosa intestinal que
foram analisados para determinacédo dos niveis de imunoglobulina A (IgA) pelo
método de enzimo-imunoensaio (ELISA). Para a realizacdo do teste ELISA, a
placa foi adsorvida com a mucosa intestinal na diluicdo de
1000ng/100mL/cavidade, ap6s a determinacdo da concentracaoprotéica pelo
método de Bradford. A diluicdo do extrato foi realizada em tampao carbonato
0,05M (pH 9,6) e a adsorcédo ocorreu em refrigeracdo por 14 horas. Foram
utilizadas placas de polietileno (Nunc Brad Products), constituida de 96
cavidades (12X8) com o fundo chato.

A primeira lavagem para remover 0 excesso de antigeno que néo se
fixou na placa, foi realizada com solucédo de lavagem (tampéo fosfato — PBS
contendo 0,05% Tween). A operacdo de lavagem foi repetida por trés vezes.
Para o bloqueio da placa foi usada solu¢édo de bloqueio (caseina 2%; 0,05%
tween 20; diluidas em PBS), incubando-se a mesma em estufa, a 37°C, por 60
minutos.

ApOs repetir processo de lavagem, foi adicionado o anticorpo marcado
anti IgA (G x-ChickenlgG HRP conjugate — A30-103P - Bethyl®) diluido na
proporcao de 1:20.000 distribuidos em 100ul/cavidade, incubando em estufa
por 60 minutos. O substrato usado para leitura da placa foi o TMB (Sinapse®),

seguindo-se a leitura em leitor de microplacas, apds a interrupcdo da reagao
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com a adicdo de acido fosférico 1M. A leitura foi realizada com filtro primario
em 450nm e secundario de 630nm de comprimento de onda.

Para a medida morfométrica da bolsa cloacal, timo e baco, os 6rgdos
foram fixados em solucdo de formol tamponado. As pecas foram inclusas em
parafina e levadas ao micrétomo rotativo para a realizacdo dos cortes
transversais no centro do 6rgdo com cinco micrdmetros de espessura e
corados pelo método da hematoxilina e eosina (HE). Para a captura das
imagens dos orgaos foi utilizada uma lupa acoplada a um estereomicroscoépio.
As imagens foram preparadas e analisadas por meio do sistema analisador de
imagens computadorizado (Image Pro-Plus - Versdo 5.2 — Média Cibernética).
Foram obtidas as medidas da area total de cada 6rgdo (mmz2), area de tecido
linféide (bolsa cloacal) e eixo longitudinal e transversal do baco e timo (mm). A
partir dessas medidas foram realizadas as medidas do indice timico e
esplénico pela multiplicacdo dos eixos longitudinal e transversal de cada 6rgao,
baseado na metodologia de Ishibashi (1991) adaptado por Janini, et al., (2003).

Para contagem dos aglomerados linféides de figado, o tecido foi
também fixado em formol tamponado com a posterior inclusdo em parafina.
Cortes de cinco micrébmetros foram realizados com o auxilio do micrétomo
rotativo, sendo corados em seguida pelo método de hematoxilina e eosina
(HE). Com auxilio de um microscépio 6ptico, dez campos foram observados no
aumento de 400x. O numero de aglomerados linféides encontrados em cada
um dos dez campos foi somado, compondo o numero de aglomerados linféides
de cada amostra.

Aos 28 e 35 dias de idade, uma e duas semanas pos-infecgdo, de 2
aves por repeticao (10 aves/trat) foi feito a coletado sangue para o estudo do
perfil bioguimico sérico das aves. As amostras de soro permaneceram
congeladas até o momento das analises bioquimicas, que foram realizadas no
analisador quimico BS-200 Mindray® (Mindray Medical International Limited).
Foram utilizados kits comerciais da marca DIALAB® especificos para
determinacdo das concentracBes séricas dos indicadores do metabolismo de
aminoacidos: uréia e acido uarico, além dos testes da funcdo hepética:
albumina, AST (Aspartato transaminase) e GGT (Gama glutamiltransferase ou
GAMA-GT).
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Para a andlise estatistica, os dados foram verificados quanto a
presencga de valores discrepantes (“outliers”) e testaram-se as pressuposicdes
de normalidade dos erros studentizados (teste de Cramer Von Mises) e de
homogeneidade de variancia (teste de Brown-Forsythe). Depois de constatada
a nao violacdo dessas pressuposicoes, os dados foram submetidos a analise
de variancia através do procedimento GLM do programa SAS (SAS Institute,
2002) com nivel de 5% de significAncia, para se descrever o efeito do desafio
experimental e da suplementacdo de aminoacidos sobre a regeneracdo da
mucosa intestinal, e em caso de diferenca significativa, as meédias foram
comparadas pelo teste de Tukey (5%). Para a variavel contagem dos
aglomerados linféides, foi realizado transformacdo dos dados por meio de
logaritimo na base dez. Para a variavel IgA da mucosa, procedeu-se a analise
utilizando modelos generalizados, assumindo distribuicdo binomial negativa

com a funcéo de ligacao padréo, sendo realizada pelo teste t de Student.

Resultados e discusséo

A participacdo de aminoacidos funcionais na resposta imune da
mucosa intestinal de frangos de corte submetidos a um modelo de infeccao
experimental foi investigada. Na tabela 02 estdo demonstrados os valores de
absorbancia do teste ELISA para IgA da mucosa do jejuno. Pode ser
observado que uma semana ap0s a infeccao, houve um menor valor (p<0,05)
de IgA na mucosa intestinal das aves desafiadas, independente das dietas. Ja
aos 28 dias, as aves que receberam o nivel maior de aminoacido nas dietas,
apresentaram menor nivel de IgA (p<0,05), quando comparado com o controle.
Da mesma forma, independente do desafio, os niveis de IgA descresceram de
acordo com a inclusdo dos aminoécidos.

Isto demonstra aparentemente, uma resposta rapida e eficiente das
aves suplementadas por aminoacidos, diante do dano causado pelas Eimerias
a mucosa intestinal. Devido ao complexo ciclo de vida que o parasita
desenvolve dentro do hospedeiro, a resposta imune € também bastante

complexa, envolvendo imunidade mediada por células, producédo de anticorpos
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e de citocinas. Segundo Galha et al.,, (2008), os anticorpos circulantes,
especificos para varios estagios do parasita, sdo detectaveis dentro de uma
semana apos a inoculacéo dos oocistos, alcangando o nivel méaximo em um ou
dois meses e, entdo, declinando, apesar de persistirem na circulacao.

Outro fator que dificulta o entendimento é que durante cada estagio do
ciclo de vida, a Eimeria utiliza nichos diferentes dentro do hospedeiro, desde os
espagcos extracelulares das mucosas até as areas intracelulares dos
enterocitos e de outras células do epitélio. Na fase extracelular, o parasita €
suscetivel a anticorpos, complemento, citocinas, mediadores inflamatoérios e a
fagocitose. No interior da célula, o parasita € afetado pela atividade citotoxica e
por mecanismos intracelulares de defesa, tais como pela producédo de radicais
livres e por enzimas (ALLEN E FETTERER, 2002).

Em concordéancia, Bartell e Batal (2007), ao suplementarem frangos de
corte com niveis de 1 e 4% de glutamina, encontraram menor nivel de IgA de

mucosa quando utilizado 4% do aminoécido.

Tabela 02 - Valores de absorbéncia do teste ELISA para IgA na mucosa do jejuno de
frangos de corte suplementados com aminoacidos e submetidos ou n&o ao desafio entérico
experimental

21 dias 28 dias
. Nao - . Nao .
Desafiados Desafiados Média Desafiados Desafiados Média
21 dias
Controle 0,069 0,074 0,071 0,094 0,085 0,089
Nivel AA1 0,057 0,071 0,064 0,086 0,084 0,085"°
Nivel AA2 0,059 0,076 0,067 0,068 0,083 0,076°
Média 0,061° 0,073% 0,083 0,084
CV, % 20,39 21,28
Interacdo ns ns

Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina. Nivel AA 2: 3% de
Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina. Médias seguidas de letras distintas
mindsculas na linha deferem entre si pelo teste de Tukey. Médias seguidas de letras distintas
mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.

Na tabela 03 esta demonstrado o niumero de células caliciformes/mm
de vilo. No periodo de uma semana apés a infec¢cdo, as aves que foram
desafiadas pela vacina de coccidiose e inoculadas com E. coli, apresentaram
maior (p<0,05) numero de células caliciformes. Isso € o esperado ja que as
células caliciformes sdo secretoras de muco glicoprotéico (Figura 1). Tais

células protegem o epitélio intestinal da acdo de enzimas digestivas e efeitos
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abrasivos da digesta (ROBERTIS E HIB, 2001), e de agentes agressores.
Devido a natureza dindmica da sintese e degradacdo de mucina, essa taxa de
turnover ndo é regular, assim, a espessura da camada de muco pode variar
dependendo do equilibrio entre ambos eventos. Este equilibrio pode ser
influenciado pela natureza da dieta (MONTAGNE et al., 2004; SHARMA et al.,
1997), pela presenca ou o estado de viruléncia de organismos patogénicos
presentes no limen intestinal.

Aos 28 dias, o nivel intermediario de suplementacdo dietética de
aminoacidos resultou no menor numero de células caliciformes em comparacao
a dieta com nivel maior de suplementacdo. Esse efeito justifica-se pelo fato de
que a treonina tem participagdo importante na composi¢cdo da mucina, assim

como a glutamina € necesséaria para a glicosilacao.

Tabela 03 - Contagem de células caliciformes na mucosa do jejuno de frangos de corte
suplementados com aminoacidos e submetidos ou ndo ao desafio entérico experimental
21 dias 28 dias 42 dias

D ND  Média D ND Média D ND Média

Controle 15,15 12,75 13,95 1395 13,19 1355"° 16,75 18,98 17,93
Nivel AA1 16,75 11,78 14,26 12,25 11,75 12,01° 18,22 18,58 18,39
Nivel AA2 1355 10,50 12,11 1550 13,76 14,63 18,81 16,93 18,29

Média 15,152 11,72° 13,89 12,94 18,32 18,12
CV, % 25,64 21,90 27,17
Interacdo ns ns ns

D: desafiados, ND: ndo desafiados. Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1%
de L-Treonina. Nivel AA 2: 3% de Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina

Médias seguidas de letras distintas minUsculas na linha deferem entre si pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras distintas mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey.



Figura 1: Jejuno de frangos de corte com 21 dias de idade. Observar corte transversal dos vilos
do jejuno corados com PAS, para visualizar as células caliciformes (setas). Figura A: aumento
de 10x, jejuno de uma ave que consumiu a dieta controle. Figura B e C: aumento de 40x, parte
intermediéria dos vilos do jejuno de frango de corte que consumiu o nivel intermediario de
amino@cidos, e superior respectivamente.

As medidas morfométricas do timo e do baco estdo na Tabela 04 e 05
respectivamente. Foram avaliadas a area do timo e baco, assim como o indice
timico e indice esplénico. No periodo de 1 semana apds o desafio (21 dias),
houve diferenca (p<0,05) entre os valores da area do timo e o indice timico, no
entanto, aos 28 dias nédo houve efeito (p>0,05) para tais parametros. Aves
desafiadas apresentaram menores medidas do timo que as aves néo
desafiadas.

O timo é um orgdo linfoide primario responséavel pela diferenciacdo e
maturacdo das células T. Evidéncias crescentes demonstram que a imunidade
mediada por células desempenha o papel principal na resisténcia contra a
coccidiose, incluindo tanto a ativacdo ndo-especifica de linfocitos, macréfagos
e células natural killer (NK), como a ativagdo de células T antigeno especificas,
0 que explica a reducao do 6rgdo em situacbes de envolvimento do sistema

imune celular como observado neste trabalho.
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Tabela 04: Medidas morfométricas do timo em frangos de corte recebendo dietas com adi¢édo
de amino&cidos, desafiados ou ndo, em coletas aos 21 e 28 dias.

Area do timo (mm®) indice Timico (mm?)
Nao Nao
Desafiados Desafiados Média Desafiados Desafiados Média

21 dias
Controle 1111,84 1397,12 1254,48 1,04 1,74 1,39
Nivel AA 1 1087,41 1626,28 1433,83 1,27 2,07 1,78
Nivel AA 2 1084,21 1454,40 1232,29 1,32 1,76 1,50
Média 1094,18° 1506,49° 1,21° 1,88°
CV, % 39,44 44,13
Interag&o ns ns

28 dias
Controle 1902,58 2039,91 1976,53 2,29 2,16 2,22
Nivel AA 1 2311,22 1800,10 2055,66 2,14 2,20 2,17
Nivel AA 2 1504,16 1559,74 1526,39 1,85 1,94 1,88
Média 1905,99 1842,29 2,09 2,12
CV, % 37,51 39,66
Interacdo ns ns

Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina. Nivel AA 2: 3% de
Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina. Médias seguidas de letras distintas
minUsculas na linha deferem entre si pelo teste de Tukey; Médias seguidas de letras distintas
mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.

Na semana pés-infeccdo (21 dias) nao foi observado efeito (p>0,05)
das dietas ou do desafio experimental sobre as medidas morfométricas do
baco. Houve interagcéo (p<0,05) entre os fatores dieta e desafio, para os dados
de area do baco e indice esplénico aos 28 dias (Tabela 5). Para as aves
desafiadas, a inclusdo de aminoacidos ndo afetou as medidas morfométricas
esplénicas. Entre as aves ndo desafiadas observou-se diminuicdo das medidas
esplénicas apenas no tratamento com o maior nivel de aminoacidos. Os
maiores valores foram correlacionados as aves controle que ndo foram
desafiadas.

O baco corresponde a maior unidade do sistema mononuclear
fagocitario, constituindo-se no maior acimulo de tecido linféide do organismo e
0 Unico orgao dessa natureza interposto na circulacdo sanguinea. A alteracao
esplénica mais frequentemente detectada €é a esplenomegalia, que
corresponde a um sinal clinico importante e pode estar relacionada com
processos infecciosos e condi¢gdes imunologicas inflamatérias (JANINI et al.,
2003).
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Por outro lado, Sakamoto et al., (2006), ao suplementarem as aves
com Glu, encontraram maior peso relativo do baco das aves suplementadas na
dieta inicial. E importante a interpretacdo destes dados em relacdo as
condicbes sanitarias de cada um dos experimentos. Estes autores nao
utilizaram desafio infeccioso, além de utilizarem apenas 1% de Glu.

Bartell e Batal (2007), nestas mesmas condi¢des sanitarias adicionaram
de 1 a 4% de Glu na dieta e nao verificaram alteracdo em peso do timo, baco e

bolsa cloacal.

Tabela 05: Medidas morfométricas do baco em frangos de corte recebendo dietas com adigéo
de amino&cidos, desafiados ou ndo, em coletas aos 21 e 28 dias.

Area do Baco (mm?) indice Esplénico (mm?)
Nao Nao
Desafiados Desafiados Média Desafiados Desafiados Média

21 dias
Controle 1738,62 1827,55 1773,20 2,13 2,31 2,21
Nivel AA 1 1783,03 1540,47 1648,27 2,38 1,99 2,15
Nivel AA 2 1712,26 1713,88 1713,12 2,13 2,16 2,15
Média 1743,97 1677,79 2,20 2,13
CV, % 27,42 27,74
Interag&o ns Ns

28 dias
Controle 2497,98" 3204,11*  2777,58 3,05™ 4,25 3,51
Nivel AA1  2206,23*" 294561*" 254748 2,80 3,85 3,28
Nivel AA2  2330,19* 2014,37*®  2160,14 2,86 2,48%° 2,66
Média 2370,94 2710,16 2,93 3,51
CV,% 23,37 27,88
Interacdo p<0,05 p<0,05

Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina. Nivel AA 2: 3% de
Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina. Médias seguidas de letras distintas
minUsculas na linha deferem entre si pelo teste de Tukey; Médias seguidas de letras
distintas mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.

Soltan (2009) ao utilizar 1% de glutamina na dieta de frangos de corte,
encontrou maior atividade fagocitica, assim como maior contagem de linfécitos
e melhoria da resposta imune humoral. Observaram maiores indices esplénicos
e da bursa. Ja ao utilizar niveis maiores de glutamina (1,5-2,0%), n&o foi
observado diferenca significativa nesses fatores.

Na tabela 6 estdo descritos os resultados para area total da bolsa
cloacal, a area de tecido linfoide, e a porcentagem de tecido linféide em relagéo

a area total. Aos 21 e 28 dias nao foi observada diferenca (p>0,05) entre os



92

tratamentos, possivelmente pelo fato de que a resposta imune a coccidiose
envolve principalmente a resposta imune celular e ndo humoral, relacionado
com o bolsa cloacal.

O lumen interno da bolsa é delimitado por “prolongamentos” de tecido
epitelial que forma pregas de diferentes tamanhos e € onde ocorre a formacao
dos foliculos linfoides, que, segundo Montassier (2000), se constituem nas
principais estruturas onde ocorrem fases importantes do desenvolvimento dos
linfécitos B em células imunocompetentes maduras e funcionais.

A protecao por anticorpos produzidos na bolsa cloacal, parece nao ser
relevante na protecdo contra a coccidiose, pois aves bursectomizadas, que
produzem pouco ou nenhum anticorpo, tornam-se resistentes a reinfeccao por
coccidias (GALHA et al., 2008). A resposta imune direcionada a infeccéo pela
coccidiose envolve a resposta inespecifica garantida pela resposta inata, e
resposta de carater especifico, que envolve a atividade de citocinas,
horménios, leucdcitos, tecidos linfoides associados ao intestino (GALT),
macrofagos e outras células apresentadoras de antigenos (RUFF, 1999).
Possivelmente esse fato justifique a auséncia de alteracdo nas medidas
morfométricas da bolsa cloacal, ja que esta esta envolvida com a imunidade
humoral.

Fernandes et al., (2011) também n&o encontraram efeito significativo
em peso relativo de timo e bolsa cloacal, producdo de anticorpos, e medidas
das pregas cloacais em varias idades ao suplementarem as aves com arginina,
desafiadas com a vacina de Gumboro.

Pesquisas em espécies aviarias suplementadas com arginina
apontaram acdes regulatérias (TAYADE et al.,, 2006; LEE et al., 2002) e
melhorias no sistema imune, como pelo aumento da producéo de éxido nitrico
pelos macrofagos (SUNG et al.,, 1991). Entretanto, essas melhorias muitas
vezes tém sido conseguidas com niveis bem superiores (2 a 3% de arginina na
racdo) ao recomendado pelo NRC (1994) que é de 1,25% (KIDD, 2004). Os
efeitos imunoestimulatérios sdo ainda mais expressivos em animais
estressados ou imunossuprimidos. Segundo Abdukalykova e Ruiz-Feria (2006),
niveis elevados de Arg podem ainda acelerar a producdo de anticorpos em
frangos de corte. Kidd et al.,, (2001) verificaram que niveis proOXimos ao

recomendado (90 a 120% do NRC), apesar de elevar os niveis plasmaticos de
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arginina, ndo melhoraram a resposta imune humoral e celular das aves ou o

peso dos orgaos linféides.

Tabela 06: Medidas histomorfométricas da bolsa de cloacal de frangos de corte suplementados
com aminoacidos e submetidos ou ndo ao desafio entérico experimental.

Area Total Area de tecido linféide % Tecido linféide
D ND Média D ND Média D ND Média
21 dias
Controle 751,24 655,52 69540 677,63 584,85 623,51 90,01 89,68 89,82
Nivel AA1 751,40 690,77 717,30 666,80 611 636,75 89,39 89,60 89,50
Nivel AA2 767,26 807,51 780,68 687,12 733,42 702,56 89,29 90,72 89,76
Média 757,70 701,78 678,21 628,04 89,51 89,88
CV,% 17,14 18,20 3,85
Interacdo ns ns ns
28 dias

Controle 798,19 1165,21 1060,34 879,34 1083,51 1046,39 86,56 91,44 90,55
Nivel AA1 856,67 943,82 894,15 711,08 836,09 767,90 8582 89,05 87,29
Nivel AA2 915,73 978,29 940,75 782,35 979,25 810,48 8593 83,56 85,61
Média 864,58 1067,60 765,66 994,09 85,97 90,12
CV, % 27,22 26,91 5,41
Interagéo ns ns ns

D: desafiados, ND: ndo desafiados. Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de
L-Treonina. Nivel AA 2: 3% de Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina.
Médias seguidas de letras distintas mindsculas na linha deferem entre si pelo teste de Tukey;

Médias seguidas de letras distintas maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.

Os resultados obtidos para contagem dos aglomerados linfoides estédo
dispostos na tabela 07. Nao houve efeito significativo dos tratamentos na 12
semana pos-infeccdo (p<0,05). Aos 28 dias, houve interacdo significativa
(p<0,05) entre as dietas e o desafio experimental. Para as aves ndo desafiadas
nao foi observada nenhuma diferenca. Entretanto, para aves desafiadas houve
uma diminuicado significativa (p<0,05) dos aglomerados linféides. Este resultado
pode ser correlacionado aos valores observados aos 28 dias, duas semanas
pos-infeccdo para a IgA detectada na mucosa intestinal das aves desafiadas. A
diminuicdo de IgA e aglomerados linfoides demonstraram uma resposta menos

agressiva e portanto menos dispendiosa para o organismo, porém efetiva.
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Em concordancia, Fernandes et al., (2013) adicionaram Arg a dieta de
frangos de corte e observaram que as aves que ndo receberam suplementacgéo
de Arg na dieta, apresentaram um maior numero de aglomerados linféides
guando comparado as aves que receberam dietas suplementadas.

Existe relacdo direta entre o figado e a bolsa cloacal. Nas aves, 0s
linfécitos B, responsaveis pela producdo de anticorpos envolvidos na resposta
imunolégica humoral, sdo produzidos no figado do embrido, no saco vitelinico e
na medula 6ssea na fase inicial da incubacao. Apos isso, migram para a bolsa
cloacal e sofrem amadurecimento e diferenciacdo por até 10 semanas. Dai
partem para colonizar outros 6rgdos, como 0 bago, e a glandula de Harder
(BUTCHER & MILES, 2003).

Tabela 07: Contagem dos aglomerados linféides do figado de frangos recebendo dietas com
adicdo de aminoacidos, desafiados ou ndo, em coleta aos 21 dias e 28 dias.

Nao Nao

Desafiados Desafiados Média Desafiados Desafiados Média

21 dias 28 dias
Controle 2,55 1,28 2 0,11%° 0,88"2 0,47
Nivel AA 1 1,25 0,33 0,76 1,13% 1,332 1,21
Nivel AA 2 1,33 1,12 1,24 0,667 0,252 0,47
Média 1,73 0,87 0,62 0,77
CV,% 148,04 129,85
Interagéo ns p<0,05

Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina

Nivel AA 2: 3% de Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina

Médias seguidas de letras distintas minUsculas na linha deferem entre si estatisticamente
p<0,05; Médias seguidas de letras distintas mailsculas na coluna diferem entre si
estatisticamente p<0,05.

Diversos autores verificaram relacdo entre o fornecimento de niveis
superiores de aminoacidos e sua interacdo com a resposta imune. Kidd et al.,
(2002) verificaram redugéo da mortalidade em frangos desafiados com Eimeria
acervulina, Eimeria tenella, e Eimeria maxima, quando as dietas estavam com
a relacdo Arg:Lys de 1,3 comparado com as aves que receberam relacdo de
0,9 e 1,1. Rubin, et al., (2007) ao utilizarem niveis de arginina de 1,33 e 1,83%
para 1 a 21 dias, e 1,14 e 1,64% para 22 a 42 dias, verificaram que 0s niveis
utilizados né&o influenciaram na performance e resposta imune dos frangos de
corte. Kidd et al., (1997) avaliaram a resposta humoral e celular em pintos

alimentados com diferentes niveis de treonina na dieta (0,68 a 0,86) e nao
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verificaram melhora na imunidade. Por outro lado, Tayade et al., (2006a),
mostraram que a suplementacdo de 2% de arginina na dieta aumentou a
contagem de anticorpos e a protecao contra o Virus da Doenca Infecciosa da
Bursa, e melhorou a resposta imune intestinal e sistémica contra o virus da
bronquite infecciosa (TAYADE et al., 2006Db).

Varios estudos j& demonstraram o efeito imunomodulatério da
associacao de nutrientes, como Lisina e treonina (KIDD et al., 1997), arginina e
vitamina E (ABDUKALYKOVA e RUIZ-FERIA, 2006), arginina e triptofano
(EMADI et al., 2011), arginina e metionina (RUBIN, 2007). Esses experimentos
demonstram a interrelagdo entre os aminoacidos suplementados sobre a
resposta imune. Desta forma, 0s resultados obtidos neste experimento nao
podem ser atribuidos a um Unico aminoacido suplementado. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios, visto a complexidade da interrelacdo dos
aminoacidos e dos componentes da resposta imune celular e humoral.

Os resultados das analises bioquimicas da uréia e acido Urico sérico
estdo demonstrados na Tabela 08. Ndo houve interacdo significativa entre os
fatores analisados. Na analise do soro das aves na semana seguinte apés o
desafio (21 dias), verificou-se que os niveis de uréia sanguinea foram
crescentes (p<0,05) ao comparar as aves que nao receberam a suplementacéo
com as que receberam as dietas 1 e 2, respectivamente. Aos 28 dias, 0s niveis
de uréia foram similares entre as duas dietas suplementadas, entretanto os
valores foram maiores quando comparados a dieta controle. Estes niveis nao
foram influenciados (p>0,05) pelo desafio experimental.

O aumento dos niveis de uréia associados a suplementacdo de Arg
demostra que houve sintese de Ornitina. A Arg em niveis elevados estimula a
atividade da arginase que degrada Arg em ornitina e uréia. Cerca de 40 a 60%
da uréia excretada pelas aves é resultado da sintese da ornitina (RUIZ-FARIA
et al., 2001). A ornitina é precursora das poliaminas que, por sua vez, estao
associadas com a divisdo celular, sintese protéica e crescimento tecidual
(SEILER, 1992 citado por GONZALEZ-ESQUERRA & LEESON, 2006).

Os niveis de acido urico ndo se alteraram apesar da suplementacéo
com aminoacidos na 12 semana pos-infeccdo (21 dias). Ja aos 28 dias, os
niveis de acido urico foram proporcionais a adicdo de aminoacidos as dietas.

Neste periodo houve a mobilizagdo dos aminoacidos para a resposta imune e 0
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excesso passou a ser excretado a partir da 22 semana apos o desafio. A maior
parte dos aminoacidos € metabolizada no figado e parte da NH3; assim gerada
€ reciclada e empregada em uma grande variedade de processos
biossintéticos, sendo 0 excesso excretado diretamente ou convertido em uréia
ou acido urico (NELSON E COX, 2008). Por serem animais uricotélicos, as
aves produzem o acido Urico e 0 gasto para excretar acido Urico € estimado em
quase duas vezes mais do que utilizado na excrecao de uréia (MAPES & KREBS,
1978 citados por KLASING, 1998).

O é&cido urico vem, recentemente, sendo considerado um importante
antioxidante (HARE & JOHNSON, 2003), principamente em situacdes de desafio
infeccioso onde séo produzidos niveis elevados de NO. O NO pode reagir com

radicais livres e formar o peroxinitrito (ONOO-) que pode levar a injaria celular.

Tabela 08 — ConcentragBes séricas de uréia e &cido Urico de frangos de corte
suplementados com aminoécidos e submetidos ou ndo ao desafio entérico experimental.

Uréia, mg/dL Acido drico, mg/dL
Nao Nao
Desafiados Desafiados Média Desafiados Desafiados Média
21 dias
Controle 6,650 6,510 6,580° 1,450 1,490 1,470
Nivel AA 1 10,290 9,400 9,845B 1,640 1,330 1,485
Nivel AA 2 14,170 12,560 13,365A 1,578 1,510 1,542
Média 10,370 9,490 1,555 1,443
CV, % 19,88 32,28
Interacdo ns ns
28 dias
Controle 11,400 9,667 10,482B 4,500 5,489 5,024B
Nivel AA 1 11,610 12,280 11,945° 6,670 6,130 6,400"°
Nivel AA 2 14,570 13,130 13,850" 8,650 8,110 8,380"
Média 12,607 11,762 6,757 6,614
CV, % 34,08 38,01
Interagéo ns ns

Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1% de L-Treonina. Nivel AA 2: 3% de
Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina. Médias seguidas de letras distintas
mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.

Os resultados referentes as provas de fungéo hepética estdo dispostos
na Tabela 09. Nao houve interacdo entre o desafio e a suplementagdo com 0s
aminoacidos. Aos 21 dias, ndo houve efeito dos tratamentos sobre os niveis de
albumina e Gama GT séricas. Para os niveis da enzima AST (Aspartato

transaminase) foi observado diferenca significativa entre as aves alimentadas
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com a dieta controle, e as aves que receberam a suplementacdo em nivel
superior, que apresentaram maiores niveis de AST. Aos 28 dias foi verificada
diferenca (p<0,05) nos niveis de AST, sendo que as aves que receberam os
aminoéacidos dos niveis 1 e 2 apresentaram maiores niveis de AST do que as
aves controle. Para a enzima Gama GT, as aves que receberam a
suplementacao em nivel intermediério, apresentaram os menores niveis do que
as aves do controle.

A enzima AST faz parte de um grupo de enzimas que catalisam a inter-
conversdo dos aminoacidos e oxiacidos por transferéncia do grupo amino
(HOCHLEITHNER, 1994). Isso explica o fato de que, nas aves suplementadas
com 0s aminoacidos, as concentragfes séricas dessa enzima hepatica foram
maiores, pela maior taxa de metabolizacdo dos aminoacidos ou ao efeito
atribuido ao imbalancgo entre aminoacidos (BUTTERY & D’MELLO, 1994).

Os valores médios dos niveis séricos das enzimas AST, encontram-se
proximos aos observados por Gongalves et al., (2014) ao utilizarem extrato de
pimenta rosa em substituicdo a aditivos promotores de crescimento. E também
por Borsa et al., (2006) que foram 202-325, e 9-17 UI/L aos 21 dias e 202-229,
e 17-24 Ul/L aos 42 dias para AST, e GGT, respectivamente para frangos de

corte clinicamente saudaveis.



98

Tabela 09 — ConcentracBes séricas de Albumina, AST (Aspartato transaminase) e GGT
(Gama glutamil transferase ou GAMA-GT), de frangos de corte suplementados com
aminoacidos e submetidos ou ndo ao desafio entérico experimental

Albumina, g/dL AST, UI/L Gama GT, UI/L
D ND Média D ND Média D ND Média
21 dias

Controle 1,330 1,360 1,345 203,620 192,900 198,542° 14,310 14,811 14,736
Nivel AA1 1,300 1,290 1,295 239,930 202,756 222,321"° 13,520 12,933 13,242
Nivel AA2 1,233 1,290 1,263 233,833 234,378 234,106" 13,856 13,070 13,442

Média 1,290 1,313 225,517 210,011 13,897 13,586

CV, % 34,00 18,94 15,06

Interacdo ns ns ns
28 dias

Controle 1,350 1,250 1,300 208,313 217,763 213,038° 8,400 6,125 7,263"
Nivel AA1 1,220 1,200 1,211 283,530 261,930 272,730° 4,590 4,930 4,760°
Nivel AA2 1,322 1,290 1,305 311,960 312,870 312,415 5390 7,190 6,290"°

Média 1,293 1,248 272,193 267,504 5,964 6,079
CV, % 12,96 22,94 49,41
Interagdo ns ns ns

D: desafiados, ND: ndo desafiados. Nivel AA 1: 1,5% de Aminogut + 1% de L-Arginina + 1%
de L-Treonina. Nivel AA 2: 3% de Aminogut + 2% de L-Arginina + 2% de L-Treonina

Médias seguidas de letras distintas mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey.

A disponibilidade de substratos € atualmente considerada a principal
ferramenta na manutencéo da estrutura e funcionalidade da barreira mucosa
(SUCHNER et al., 2000). As potenciais atividades funcionais reguladoras dos
aminoacidos devem ser incluidas na determinacdo das exigéncias nutricionais
dos frangos de corte. Entretanto, os niveis 6timos que permitam a melhor
expressao destas atividades ainda néo sao claros.

Melhorar a saude dos animais € importante ndo somente sob o ponto
de vista ético, mas para a seguranca da alimentacdo humana e para a maior
rentabilidade da cadeia avicola. Os transtornos metabdlicos que acompanham
um proceso inflamatério redirecionam os nutrientes dos processos fisioldgicos
importantes para o crescimento. Por isso, o impacto de uma resposta
inflamatdria ou infecciosa sobre as necessidades da dieta devem ser
consideradas. E evidente que o tipo de proteina sintetizada em resposta a uma
enfermidade altera as necessidades de aminoacidos. Quais e quantos
aminoacidos estdo envolvidos? Muitos estudos ainda sdo necessarios para

responder esta questao.
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CONCLUSAO

A suplementacdo dietética de frangos de corte com arginina, glutamina
e treonina em situacao de desafio infeccioso influenciou o sistema imune, pela
alteracdo nas medidas morfométricas do baco e timo. A adicdo de aminoacidos
a dieta resultou na diminuicdo dos niveis de IgA como resultado de uma
resposta imune humoral rapida e eficiente , além disso, levou ao aumento da
concentracdo sérica de acido Urico, uréia e também da enzima hepatica AST,

independente do desafio.
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CONCLUSOES GERAIS

Na formulacdo das dietas nas companhias avicolas, ndo € possivel
conhecer o status sanitario de cada granja, considerando o curto tempo de vida
e a inviabilidade de uma nova formulacdo da dieta. Devido a isso, 0 uso
preventivo de aminoacidos nas dietas além das exigéncias nutricionais, pode
ser efetivo e ser uma alternativa ao uso de promotores de crescimento que
estdo sendo paulatinamente retirados das dietas.

Em situacbes de desafio sanitario e sem a suplementacdo dos
aminoacidos arginina, treonina e glutamina, a conversao alimentar foi pior em
relacdo as dietas suplementadas. Ja para as aves suplementadas, observou-se
melhor regeneracdo da mucosa intestinal, o que pode ter contribuido
positivamente com a conversdo alimentar. Houve alteracdo nas medidas
morfométricas dos 6rgaos linféides timo e baco, mostrando a interferéncia da
suplementacao dos aminoacidos sobre a resposta imune mediada por células.

A suplementacdo com os aminoacidos levou ao aumento da
concentracdo sérica de acido urico, uréia e também da enzima hepatica AST.
O aumento da uréia demonstrou que houve a sintese da ornitina, que €
precursora de poliaminas, que estdo associadas a divisao celular e crescimento
tecidual.

Ha uma perspectiva otimista em relagdo ao uso de aminoéacidos
funcionais como ferramentas para o reestabelecimento do status sanitario dos
frangos de corte. Entretanto, devem ser ajustados niveis adequados que néo
interfiram com o desempenho produtivo ja que o excesso, além de representar
desperdicio, gera gasto calérico adicional relativo a excrecdo destes na forma
de acido urico. A associacdo de niveis mais baixos a aditivos como 0s
probioticos, Oleos essenciais, extratos de plantas e enzimas podem trazer
melhores resultados e manter um equilibrio entre a regeneracédo da mucosa e o

desempenho produtivo.





