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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta de um programa nutricional
isento de aditivos melhoradores de desempenho comparado a um programa com
uso de simbidticos, em situacéo de desafio entérico ou n&o, sobre a saude intestinal
e o desempenho de frangos de corte. O experimento foi realizado no biotério de
aves da UFPR Setor Palotina. Foram utilizados 864 pintos de corte, machos de 1
dia de idade, linhagem Cobb. As aves foram distribuidas aleatoriamente em um
delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial 2 x 2 (2 dietas vs 2
condigdes sanitarias), totalizando 4 tratamentos com 12 repeticées de 18 aves por
gaiola, totalizando 48 unidades experimentais. Os tratamentos utilizados foram
dieta controle (Dieta A); dieta controle + simbidtico (Dieta B); dieta A + desafio
entérico e dieta B + desafio entérico. Aos 14 dias de idade, foi aplicado o desafio
entérico com vacina comercial para coccidiose (20 vezes a recomendada pelo
fabricante) seguido da inoculacéo contendo Escherichia coli (ATCC® 8739™). O
desafio entérico resultou em pior desempenho produtivo em todas as fases
avaliadas, e alterou a morfometria da mucosa intestinal, cinco dias apos o desafio.
Aos 35 dias de idade, trés semanas apds o desafio entérico, observou-se um
processo de regeneragao ja em resolugcado. A suplementagdo das dietas com o
simbiotico melhorou a conversao alimentar das aves aos 28 dias de idade,
independentemente do desafio experimental. A suplementacdo com simbidtico
resultou em maior forgca de ruptura, dureza e elasticidade da mucosa intestinal do
jejuno das aves. A suplementacéo de dietas para frangos de corte com simbidtico
deve ser de forma continua para assegurar a colonizagdo e o equilibrio da

microbiota e resultar em melhor desempenho produtivo.

Palavras-chave: microbiota, simbiético, melhoradores de desempenho.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the response of a nutritional program free of
performance enhancing additives compared to a program with the use of synbiotics,
in context of enteric challenge or not, on the intestinal health and zootechnical
performance of broilers. The experiment was carried out in the poultry vivarium of
UFPR Sector Palotina. A total of 864 broilers, 1-day-old male, Cobb lineage, were
used. The broilers were randomly distributed in a completely randomized design, 2
x 2 factorial (2 diets vs 2 sanitary conditions), totaling 4 treatments with 12 replicates
of 18 birds per cage, totaling 48 experimental units. The treatments used were
control diet (Diet A); control + synbiotic diet (Diet B); diet A + enteric challenge and
diet B + enteric challenge. At 14 days of age, the enteric challenge with a commercial
coccidiosis vaccine (20 times that recommended by the manufacturer) was applied,
followed by inoculation containing Escherichia coli (ATCC® 8739™). The enteric
challenge resulted in worse productive performance in all evaluated phases and
altered the morphometry of the intestinal mucosa, 5 days after the challenge. At 35
days of age, 3 weeks after the enteric challenge, it was observed a regeneration
process in resolution. The suplementation of the diets with synbiotic improved feed
conversion at 28 days of age independent of the experimental challenge. Synbiotic
supplementation showed greater results in the parameters of strength, hardness
and elasticity of the intestinal mucosa of the jejunum of birds. Supplementation of
diets for broilers with synbiotic must be continuous to ensure colonization and
balance of the microbiota and result in better productive performance.

Keywords: microbiota, synbiotic, performance enhancing additives.
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1 INTRODUGAO

A avicultura brasileira é extremamente importante para o pais e da mesma
forma a nivel mundial. A afirmagéo pode ser comprovada pelos dados de produgao
da Associacao Brasileira de Proteina Animal, que demonstram que no ano de 2020
o Brasil produziu aproximadamente 13.845 mil toneladas de carne de frango,
perdendo apenas para os Estados Unidos e China, sendo que deste volume, 4.231
mil toneladas foram exportadas, tratando-se do principal exportador global de carne
de frango (ABPA, 2021).

Segundo a FAO, o consumo mundial de carnes aumentara cerca de 10% até
0 ano de 2027, indicando que o crescimento anual deve ficar proximo de 1 a 1,5%,
portanto é necessario possuir capacidade de aumentar a produgéo ano a ano.

Por estes motivos, torna-se necessario produzir de maneira eficiente e langar
mao de estratégias que possibilitem melhorias no desempenho das aves. Uma
dessas estratégias eficientes € o uso de antibiéticos como melhoradores de
desempenho nas ragdes. Estes antimicrobianos sao utilizados devido aos sistemas
de producgao atuais de frangos de corte estarem expostos a varios microrganismos
patogénicos, que podem prejudicar a qualidade intestinal ou até mesmo facilitar a
ocorréncia de doencas. No entanto, atualmente o uso de antibidticos nesta
modalidade vem sofrendo restricdbes devido a possibilidade de selegcao de
microrganismos resistentes e a exigéncia de produtos livres de residuos por parte
dos consumidores (RAMOS et al., 2011).

Nos ultimos cinco anos, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) publicou instru¢ées normativas proibindo a utilizagao de
alguns principios ativos e sinalizou a intengao de proibir a utilizagdo de outros como

a tilosina, lincomicina, virginiamicina, bacitracina e tiamulina com a finalidade de
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promotores de crescimento. Em janeiro de 2020 publicou a Instrugdo Normativa
numero 1, a qual proibiu a importagao, fabricagdo ou comercializacao de tilosina,
lincomicina e tiamulina, além de ter cancelado os registros destes aditivos (MAPA,
2020).

Estes fatores tornam essencial o desenvolvimento de estratégias que
possibilitem a continuidade da producao eficiente, apesar da nao utilizacao dos
antibiéticos como promotores de crescimento. Estas agcdes passam pela melhoria
da biosseguridade nas propriedades, adog¢ao de manejos sanitarios diferenciados,
periodo de intervalo adequado, uso de vacinas e tratamentos nas camas antes do
novo alojamento. Além disso, € de extrema importdncia que o melhoramento
genético mantenha como um dos focos buscar animais que possam ser mais
eficientes no combate as doengas mediante melhoria da resposta imune.

Outro alicerce extremamente importante diz respeito a nutricao, que deve
ser adequada a todo momento no intuito de buscar o melhor desempenho e,
simultaneamente ser uma dieta com capacidade imunogénica. Neste sentido, em
muitos momentos € necessario adotar programas alternativos ao uso de
antibidticos promotores de crescimento, como aditivos nutricionais.

Dentre os aditivos, o uso de probiéticos ou microrganismos via dieta tém
recebido grande atencdo devido ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana
contra antibidticos e, posteriormente, as mencionadas proibicbes de antibidticos
promotores de crescimento na produc¢ao animal (LEKSHMI et al., 2017). Diferentes
cepas tém distintos modos de acédo, como competigao por nutrientes e adesdo com
patdgenos entéricos. As bactérias probioticas auxiliam na digestdo e absorcao de
nutrientes, produzindo enzimas hidroliticas, como amilase, lipase e protease. Além

disso, essas bactérias benéficas aumentam a imunidade modulando o sistema
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imunologico do hospedeiro e alterando atividades microbianas no intestino
(POURABEDIN et al., 2015).

No entanto, ainda existem muitas duvidas quanto ao funcionamento destes
aditivos para substituir totalmente o uso de antibiéticos promotores de desempenho
em situacdes de estresse e desafio entérico.

Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar a resposta de um programa
nutricional com uso de simbidticos atuando como melhoradores de desempenho, em
situagao de desafio entérico ou ndo, sobre a qualidade intestinal e desempenho de

frangos de corte.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. INTEGRIDADE INTESTINAL

O trato gastrointestinal é visto como o principal elemento da produtividade,
entrada de patdgenos e prevencao de doencas. A saude do intestino € dependente
do estado nutricional e sanitario das aves, o que significa manter o sistema
imunoldgico, a microbiota e a mucosa intestinais equilibradas. A saude intestinal
afeta ndo somente a digestao e absorgao de nutrientes, como também o equilibrio
das diferentes comunidades bacterianas entéricas (STANLEY et al., 2012).

O intestino e seus componentes sao funcionalmente dependentes para que
0 adequado desenvolvimento fisioldgico do hospedeiro possa acontecer. Sendo o
orgao com a maior area de superficie com interagdo constante com o meio
ambiente, o intestino deve fornecer uma fungéo de barreira eficaz, capaz de reduzir
a exposicao a toxinas ambientais e potenciais patdgenos, além de permitir a
absorcao de nutrientes e secrecdo dos residuos nao utilizados (KOGUT et al.,
2016).

A barreira intestinal é formada essencialmente por uma camada celular de
enterocitos, suas membranas, e as jungdes intercelulares (Tight Junctions) entre
elas ao longo do epitélio intestinal, sendo recoberto por uma camada de muco,
protegida por componentes humorais e celulares do sistema imunolégico local
(VANCAMELBEKE e VERMIERE, 2017; CHELAKKOT et al., 2018). A integridade
da barreira intestinal € de suma importancia na producédo avicola. A perda da
integridade da barreira intestinal (ou disfuncdo da barreira intestinal) leva ao
aumento da permeabilidade intestinal, que é definida como a difusdo n&do mediada
de grandes moléculas, normalmente restritas ao lumen intestinal, sem acesso ao

sistema circulatério (LAMBERT, 2009). O aumento da permeabilidade intestinal
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geralmente resulta em reagdes inflamatoérias locais prejudiciais e, possivelmente,
sistémicas. Essa situagdo é comumente referida como ‘“intestino permeavel’
(CHELAKKOT et al., 2018).

As defesas intestinais do hospedeiro sdo compostas por uma série de
barreiras, a maioria das quais s&do componentes da imunidade inata (HOOPER,
2009; BELKAID e HARRISON, 2017). Essas barreiras funcionam para segregar a
microbiota comensal e potenciais patdgenos no lumen intestinal, além de eliminar
qualquer um que penetre na barreira (HOOPER, 2009). A primeira barreira é
formada por microbiota que consiste em uma comunidade diversa de agentes que
foram modulados de acordo com o sistema imunoldgico do hospedeiro. A maioria
desses microrganismos executa fungdes que sado vitais para a homeostase
fisiolégica do hospedeiro, enquanto o hospedeiro fornece um ambiente rico em
nutrientes para os mesmos viverem. Quando em homeostase, a barreira de
microrganismos induz uma série de interagdes microbianas, imunoldgicas e
metabdlicas com o hospedeiro que geram condi¢cdes desfavoraveis a colonizagao
por patdogenos entéricos em um fendmeno conhecido como resisténcia devido a
colonizagao (BUFFIE et al., 2013). A segunda barreira € uma barreira quimica. Ela
consiste em uma camada dupla de muco que cobre todo o epitélio intestinal; a
camada superior de muco fornece um ambiente favoravel a sobrevivéncia das
bactérias comensais (barreira microbiana). A camada interna de muco permanece
relativamente estéril através da producéo de peptideos antimicrobianos e secrecéo
de IgA por células especializadas no epitélio (RAMANAN e CADWELL, 2016,
BELKAID e HARRISON, 2017). A seguir esta uma barreira fisica fornecida pelas
células epiteliais intestinais. O epitélio inclui enterdcitos, células caliciformes que

sintetizam e liberam mucina, células de Paneth que sintetizam peptideos
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antimicrobianos e células-tronco intestinais. Entre as células epiteliais estdo as
juncoes intercelulares, ou tight junctions, que formam uma superficie continua e
ajudam a selar o espaco intercelular, mantendo separagédo do ambiente externo
para o lumen intestinal (YURONG et al., 2005). A ultima barreira subjacente as
juncdes intercelulares € uma barreira imunoldgica na lamina prépria formada por
células imunoldgicas (macréfagos, células dendriticas, células T, linfocitos) e
algumas moléculas como citocinas e quimiocinas (HOOPER, 2009, BELKAID e
HARRISON, 2017).

Deste modo, varios diferentes fatores que possam ocasionar estresse
fisioldgico ou psicoldgico podem impactar negativamente a integridade intestinal e
facilitar a ocorréncia de doencas (KEITA e SODERHOLM, 2010). Assim, extrema
atencao é necessaria para a saude do trato gastrointestinal pois ele € naturalmente
protegido por bactérias probidticas, presentes no intestino. Quando essas bactérias
nao sao capazes de proteger o hospedeiro contra agentes prejudiciais, os
patdbgenos comegam a invadir tecidos, produzindo toxinas letais e metabdlitos
(ABAIDULLAH et al., 2019). A composi¢ao da microbiota € dependente da idade das
aves e localizagdo de criacdo; assim como recebe influéncia de fatores, como
variedade da dieta, o tempo de transito gastrointestinal e o pH intestinal (MORGAN
et al., 2013).

Atualmente, com a restricdo cada vez mais severa de uso de antibidticos
promotores do crescimento, € fundamental o entendimento dos mecanismos
através dos quais a microbiota intestinal influencia a colonizagao dos patégenos para
controlar algumas das principais doencgas das aves. A microbiota intestinal das aves
desempenha importante papel na prevengéo contra patdégenos invasores mediante

a exclusdo competitiva, producdo de compostos antimicrobianos e, ainda, a
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estimulagéo do sistema imune da mucosa (CLAVIJO e FLOREZ, 2018). No trato
gastrointestinal dos frangos, a quantidade e a variedade de bactérias sdo maiores
nos cecos, onde existem mais de 10"" bactérias por grama de contetido (YEOMAN
et al., 2012). Thomas et al., (2019) consideraram que ha prote¢cao das aves contra
patdgenos através da modificagdo da microbiota cecal.

A aves podem ser colonizadas por patdégenos considerados de risco para a
saude publica, o que ainda € um grande problema a nivel de granjas comerciais.
Grande parte dos estudos sao realizados em condigbes experimentais, e esses
modelos experimentais podem nao ser totalmente capazes de imitar as condi¢cdes
reais das granjas. Ao mesmo tempo, € praticamente impossivel controlar condigdes
experimentais em granjas comerciais, ja que fatores ambientais complexos, como
nivel de biosseguridade, tipo de galpdo e clima, podem afetar a composi¢céo da
microbiota intestinal das aves (KERS et al., 2018). Portanto, a identificagado e o
conhecimento acerca da microbiota intestinal em granjas comerciais, e os fatores
comuns que afetam a microbiota cecal, excluindo idade, ainda permanecem
obscuros e precisam ser melhor compreendidos.

As aves diariamente sdo expostas a um numero incontavel de perigos
ambientais potencialmente patogénicos através do ar, agua e alimentos que
consomem, além do extremo contato com as outas aves do lote, que pode resultar
na ativagcao do sistema imunoldgico inato do trato gastrointestinal. A inflamacéao é a
manifestacdo mais prevalente da defesa do hospedeiro em reagao a alteragdes na
homeostase do tecido (MEDZHITOV, 2008). A inflamacdo é provocada por
receptores imunes que reconhecem e detectam possivel infeccdo, dano ao
hospedeiro e algumas moléculas que sinalizam perigo ativam uma rede altamente

regulada de eventos imunoldégicos e fisioldgicos com o objetivo de manter a



17

homeostase e restaurar a funcionalidade (CHOVATIYA e MEDZHITOV, 2014). A
ativacdo desta resposta imune direciona a produgado de uma série de células e
moléculas pro-inflamatérias cruciais para controlar a maioria dos desafios
infecciosos e nao infecciosos (BARTON, 2008).

A inflamagéo € uma resposta adaptativa que se ajusta as condigdes de um
ambiente especifico, como les&do ou mau funcionamento do tecido, excesso de
nutrientes e metabdlitos, toxinas ou infeccdo (GARRETT et al., 2010) e que resulta
em inumeras reacgdes inflamatoérias. As industrias de producédo animal estdo mais
familiarizadas com a inflamagao intestinal como um processo patoldgico associado
a diminuigdo no ganho de peso, ingestao de ragao, eficiéncia alimentar, viabilidade
e uniformidade (ISERI e KLASING, 2014). No entanto, pesquisas recentes tém
demonstrado que a inflamagdo, mesmo que rigidamente controlada, exibe
variabilidade fenotipica dependendo do tipo de gatilho indutor da resposta.

Assim, mesmo em condi¢cbes de homeostase, o intestino € continuamente
exposto a uma infinidade de estimulos exdgenos antigénicos, dietéticos e tdxicos,
bem como estimulos enddgenos, como componentes bacterianos estruturais
(lipopolissacarideos e peptidoglicanos) e metabdlitos produzidos por bactérias
da microbiota, todos os quais induzem uma estimulagao de baixo grau do sistema
imunoldgico inato, que € continuamente controlado e contido, evitando assim danos
ao tecido intestinal Esta resposta inflamatéria controlada foi definida como
inflamacéo fisiolégica (FIOCCHI, 2008) e é dependente do equilibrio da resposta
imune inata que media a defesa do hospedeiro e a tolerancia no intestino. No
entanto, a introducdo de uma infecgcdo resultando em aumento nas moléculas
especificas produzidas por microrganismos patogénicos e / ou fatores de viruléncia

ou detritos celulares provenientes de lesao tecidual tenderiam a transformar a
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inflamacéo fisioldgica em inflamacao patoldgica ou inflamacéo classica (BARTON,
2008; MEDZHITOV, 2008).

Conforme mencionado, o trato gastrointestinal permanece em inflamagéao
fisiolégica durante a maior parte do tempo, de modo que a exposi¢ao continua a
patdogenos pode transformar esta inflamagdo em patoldgica. Desta forma, é de
extrema importancia que a regeneracao e reconstituicdo da integridade do epitélio
seja rapida devido a complexidade multifuncional desta mucosa, e a ave atual esta
preparada para isto. Uma troca celular (turnover) total pode acontecer entre 24 a
96 horas, o que representa quase 10% do ciclo de vida do frango de corte

(GOTTARDO et al., 2016).

2.2. ANTIBIOTICOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Ao longo de mais de seis décadas, os antibidticos tem sido utilizados via
dieta nao apenas como meio de controlar doencgas, mas também para melhorar o
desempenho e eficiéncia alimentar dos animais (GADDE et al., 2018). O amplo uso
de antibiéticos como promotores de crescimento a longo prazo pode contribuir para
o desenvolvimento de bactérias resistentes as drogas utilizadas para combater
infeccbes em humanos. Com base nesse suposto risco, a Organizagao Mundial
da Saude (WHO, 1997) e o Economic and Social Committee of The European Union
(1998) concluiram que o uso destes antimicrobianos seria um risco para a saude
publica. A Unido Europeia baniu o uso de todos os antibiéticos como promotores de
crescimento via ragcdo em 2006 (CASTANON, 2007). Em 2009, agéncias
governamentais nos EUA, como a Food and Drug Administration (FDA), atestaram
que o uso de antibidticos para promogao do crescimento deveria ser eliminado

(FDA, 2009).
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Uma descoberta realizada no ano de 2016 demonstrou que ha bactérias que
podem estar expressando genes de resisténcia. McGann et al. (2016) relataram a
descoberta do gene de resisténcia para colistina, o MCR-1 em uma amostra clinica
de infecgao do trato urinario em humanos. Os testes de suscetibilidade a colistina
demonstraram que nenhuma dose segura de colistina seria eficaz para tratar a
infeccdo bacteriana, demonstrando a resisténcia bacteriana a essa molécula.

Além da influéncia maléfica sobre a microbiota intestinal, tem sido
evidenciado que o uso elevado de antibiéticos como aditivos para ragdes pode, a
longo prazo, contribuir para o desenvolvimento de bactérias resistentes aos
medicamentos utilizados para tratar as infeccdes que sao de potencial risco aos
humanos (GARCIA-MIGURA et al., 2014).

Além da preocupacdo com a saude publica, adicionalmente, a
antibioticoterapia destréi a microbiota normal presente no trato gastrointestinal
(DANZEISEN et al., 2011), o que permite a proliferagcao de patdégenos que lesam a
mucosa e causam diarreia grave associada a antibiéticos (COTE e BUCHMAN,
2006).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
publicou instrugdes normativas proibindo a utilizagdo de colistina, no ano de 2016
mediante Instrugdo Normativa numero 45 e, em dezembro de 2018, mediante
portaria numero 171, proferiu a intengdo de proibir a utilizagdo de tilosina,
lincomicina, virginiamicina, bacitracina e tiamulina com a finalidade de promotores
de crescimento, estas que em janeiro de 2020 deram origem a Instrugdo Normativa
numero 01, a qual proibiu a importacao, fabricagdo ou comercializacao de tilosina,
lincomicina e tiamulina, além de ter cancelado os registros destes aditivos (MAPA,

2020).
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Este banimento constituiu grande problema, pois comumente, antibiéticos
promotores de crescimento tém sido usados para tratar a enterite necrotica
(LEKSHMI et al., 2017). Além disso, o uso de antibiéticos promotores de crescimento
foi declarado como ameaca alarmante para a saude publica pela OMS em 2012 e
levou a restricao da terapia antimicrobiana.

A proibicdo dos antibidticos, ja executada em muitos locais do mundo,
seguramente € um caminho a ser seguido por quem ainda n&o aderiu ao banimento.
Desde a proibi¢ao do uso de antibidticos, as incidéncias de enterite necroética estao
aumentando em frangos de corte (VAN IMMERSEEL et al., 2009) e ha necessidade
urgente de buscar estratégias alternativas eficazes para substituir o uso de
antibidticos. Muitas terapias n&o antibidticas, que incluem a administracdo de
exclusao competitiva como probioticos (WANG et al., 2017; WHELAN et al., 2018),
prebidticos (KEERQIN et al., 2017) e oleos essenciais (BRENES e ROURA, 2010)
tem demonstrado propriedades bacteriostaticas (CALIK e ERGUN, 2015).
Anteriormente, inumeras investigagbes provaram que probidticos, plantas e seus
extratos (WHELAN et al., 2018), enzimas (ENGBERG et al., 2004), acidos organicos
(TIMBERMONT et al., 2010), e lisozimas (LIU et al., 2010) aumentam a digestao e
absor¢cdo de nutrientes. Dentre varias estratégias alternativas, os probioticos
parecem ser a estratégia mais efetiva que pode ser usada como alternativa ao uso

de antibiéticos em frangos de corte.

2.3. ADITIVOS NUTRICIONAIS
Aditivos nutricionais ideais devem possuir efeitos benéficos similares aos
antibidticos promotores de crescimento, garantir 6timo desempenho zootécnico, e

melhorar a disponibilidade de nutrientes (HUYGHEBAERT et al., 2011).
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Considerando os mecanismos de acao propostos pelos melhoradores de
desempenho (modulagcado do microbioma e atividade imune), uma alternativa deve
ter, na pratica, estas duas propriedades, além de possuir a capacidade de melhorar
a conversao alimentar e o desempenho (HUYGHEBAERT et al., 2011; SEAL et al.,
2013). Algumas classes de produtos alternativos tém sido propostas e testadas na
avicultura, como probioticos, prebioticos, simbidticos, acidos orgéanicos, enzimas,
fitogénicos e minerais (GADDE et al., 2017a).

Enzimas dietéticas séo proteinas ativas capazes de acelerar quimicamente
a quebra de nutrientes a fim de converté-los em componentes menores para facilitar
a digestdo e absor¢do (THACKER, 2013). Varias enzimas, derivadas de
microrganismos como fungos e bactérias sdo obtidas mediante fermentagéo, as
quais sao utilizadas em dietas de aves e suinos ha muitos anos, de modo que sua
eficacia em melhorar desempenho e eficiéncia alimentar é notavel (GADDE et al.,
2017a).

Aditivos fitogénicos também sdo referidos como fitobidticos e sao
considerados compostos bioativos naturais derivados de plantas e que podem ser
adicionados as dietas animais para melhorar a produtividade (WINDISCH et al.,
2008). Dependendo do componente utilizado da planta, estes aditivos podem ser
classificados como ervas, especiarias ou, ainda, 6leo essencial (VAN DER KLIS e
VINYETA-PUNTI, 2014). Os principais compostos bioativos sao os polifendis,
sendo que a composi¢ao e concentragao varia de acordo com a planta, suas partes
utilizadas, origem geografica, periodo de colheita, fatores ambientais e de
estocagem além das técnicas de processamento (WINDISCH et al., 2008;
APPLEGATE et al., 2010).

Acidos organicos sdo considerados excelentes alternativas ao uso de
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antibioticos promotores de crescimento devido sua natureza antimicrobiana prépria,
e 0 uso destes produtos tem demonstrado excelentes beneficios na producao de
aves e suinos ha anos, inclusive sendo amplamente documentado (GADDE et al.,
2017a). Seu modo de agao inclui a redugao de pH do trato gastrointestinal anterior
(PANDA et al., 2009), alteracdo do microbioma mediante a¢ao direta na mortalidade
de bactérias patogénicas (BOROOJENI et al., 2014), além de melhorar a

digestibilidade de nutrientes (NEZHAD et al., 2011).

2.3.1. Prebidticos e probioticos

Prebidticos podem ser definidos como componentes nao digestiveis da
alimentagao que conferem ao hospedeiro melhoria da saude mediante modulagao
da microbiota intestinal (FAO, 2007). Sdo macromoléculas derivadas de plantas ou
sintetizados por microrganismos, de modo que os mais comumente suplementados
sdo FOS (frutoligossacarideos) e MOS (mananoligossacarideos) (GADDE et al.,
2017a).

Os mananoligossacarideos, derivados da camada externa da parede celular
de Saccharomyces cerevisiae, tém sido extensivamente estudados e utilizados
como suplemento prebidtico em dietas de frangos de corte. A adigéo de variados
niveis de MOS melhora significantemente o peso vivo e a eficiéncia alimentar
(BENITES et al, 2008), melhora de imuno competéncia intestinal
(SHANMUGASUNDARAM e SELVARAJ, 2012), além de influenciar a microbiota
intestinal (POURABEDIN et al., 2014).

Probidticos sao aditivos que contém microrganismos vivos, que, quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios para a saude do

hospedeiro (FAO/WHO, 2001; HILL e GUARNER, 2014). O uso de probidticos ou
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microrganismos via alimentacdo tem recebido grande atengcdo devido ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana contra antibioticos e, posteriormente, as
mencionadas proibigdes de antibidticos promotores de crescimento na produgao
animal (LEKSHMI et al., 2017). Diferentes cepas de agentes bio-terapéuticos tém
distintos modos de ag&do, como competi¢cdo por nutrientes e adesado com patégenos
entéricos. As bactérias probidticas auxiliam na digestdo e absorgédo de nutrientes,
produzindo enzimas hidroliticas, como amilase, lipase e protease. Além disso,
essas bactérias benéficas aumentam a imunidade modulando o sistema
imunolégico do hospedeiro e alterando atividades microbianas no intestino
(POURABEDIN et al., 2015). Esses microrganismos vivos tém demonstrado
caracteristicas defensivas ao proteger a mucosa intestinal, que atua como uma
barreira, bem como funciona como antagonista biolégico durante os ensaios
clinicos (JONES et al., 2015). Além disso, os probiéticos produzem substancias
antimicrobianas que inibem o crescimento de agentes patogénicos e neutralizam
os efeitos das enterotoxinas (WU et al., 2018). Outra agao é estimular o crescimento
e desenvolvimento de 6rgaos imunolégicos por componentes peptideoglicanos,
presentes na parede celular bacteriana (GADDE et al., 2017a).

Adicionalmente, probidticos reduzem a ocorréncia de doencas
gastrointestinais mediante estimulacdo do crescimento de microrganismos
benéficos, estimulacdo do sistema imune, modulacdo da atividade de células
epiteliais e dendriticas, linfécitos citotdxicos natural killers (NK), além de melhorar
a biodisponibilidade de nutrientes (UNTOO et al., 2018). Esta classe de produtos
também pode proteger o hospedeiro de alguns patdgenos mediante a colonizag&o
do trato gastrointestinal (GETACHEW, 2016). Suas fung¢des na prevengao de

doencas podem ocorrer pela capacidade de excluir competitivamente patogenos
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intestinais, modulagdo da resposta imune gastrointestinal e produgao de alguns
metabdlitos como algumas bacteriocinas capazes de inibir ou matar bactérias
patogénicas. Ademais, por auxiliarem no desempenho, probioticos podem atuar
contra disbioses, mantendo o balango normal da microbiota e contribuindo para a
otimizacao da absorg¢ao de nutrientes (PARK et al., 2016).

Outra funcdo relevante consiste no fato que as bactérias probitticas
modificam o pH do intestino ao produzir acidos graxos de cadeia curta que inibem
a proliferacdo de patégenos e, consequentemente, previnem doencgas intestinais
(JERZSELE et al., 2012). Além disso, a suplementacao de acidos graxos de cadeia
curta complementares na alimentagdo estimularam a resposta imunoldgica
(BRISBIN et al., 2015) e mostraram diminuicdo da expressao de citocinas pro-
inflamatorias em modelos de frango desafiados (ZHANG et al., 2011). Butirato
também desempenha um papel importante na manutencao da barreira intestinal
epitelial e no desempenho de frangos de corte (RITZI et al., 2014).

Entre as estratégias ndo antibiéticas, os probidticos tém sido amplamente
utilizados como alternativa aos antibidticos que aumentam a populacdo de
bactérias benéficas e promovem a saude intestinal do hospedeiro (M'SADEQ et al.,
2015). Além disso, bactérias probidticas ajudam na digestdo e absorgdo dos
nutrientes mediante a produgao de enzimas. Ainda, a suplementacgao de probidticos
aumenta a imunidade ao modular a microbiota intestinal e reduzir a colonizagao
patogénica como C. perfringens (HOFACRE et al., 2019).

Quando os aditivos prebidticos e probidticos sdo combinados, ambos atuam
de maneira sinérgica e entao é determinada como uma nova categoria de aditivos,
denominada de simbidticos (ALLOUI et al., 2013). Ha um grande potencial para que

simbioticos sejam amplamente utilizados como alternativas aos antibiéticos
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melhoradores de desempenho por serem capazes de melhorar desempenho e
também ocasionar redugao da carga patogénica no intestino das aves (GADDE et
al., 2017b).

Alguns dos principais géneros de bactérias utilizados como probidticos nas
ultimas décadas, incluem algumas cepas de Bacillus sp., como B. licheniformis e
B. subtilis. Bactérias do género Bacillus tem multiplas vantagens, como maior
resisténcia aos processos térmicos e mecanicos na fabricacdo de ragdes, maior
vida util e robustez sob condigbées flutuantes dentro do trato gastrointestinal de
frangos de corte (GRANT et al., 2018). Na industria avicola, o género Bacillus sp.
tornou-se altamente atrativo devido a formagao de esporos, 0s quais possuem
capacidade de sobreviver em ambiente hostil durante o processamento de racéo
peletizada. Eles sdo tolerantes as condi¢des acidas (baixo pH) e enzimas
hidroliticas presentes no trato gastrointestinal de aves (ELSHAGHABEE et al.,
2017). Uma investigacao demonstrou que bactérias do género Bacillus sp. tém
propriedades anti-inflamatoérias que poderiam prevenir a inflamacdo da mucosa
intestinal (EICHNER et al., 2018). Em outro estudo, Wu et al. (2018) demonstraram
que uma cepa de B. subtilis utilizada na suplementacao de probidticos impediu a
proliferagao de C. perfringens e melhorou o ganho de peso corporal dos frangos de
corte.

A administrac&o oral de B. subtilis ndo modula apenas a saude intestinal e a
imunidade de frangos de corte, como também melhora a arquitetura e altura das
vilosidades intestinais de modo que a absorgdo maxima de nutrientes pode ocorrer
(Ll etal., 2017).

Além disso, a interagao entre a secregao produzida por bactérias probioticas

e os patogenos desempenha papel fundamental no aumento da imunidade e na
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manutencédo da estrutura intestinal (RAJPUT et al., 2013). B. subtillis PB6, uma
cepa benéfica isolada do intestino de aves saudaveis produziu uma substancia
antimicrobiana, in vitro, dotada de atividade bacteriostatica contra varias cepas de
Clostridium sp. (ELSHAGHABEE et al., 2017), Escherichia coli e Campylobacter sp.
(TEO e TAN, 2006). Ainda mais importante, o B. subtillis PB6 secreta surfactinas
que demonstraram propriedades antimicrobianas (TEO e TAN, 2006), antivirais e
anti-tumorais (HEERKLOTZ e SEELIG, 2001) que neutralizam os efeitos dos
patdogenos e seus metabdlitos toxicos. Conclusivamente, a cepa probidtica PB6
pode mitigar a enterite necrética em frangos de corte desafiados com C. perfringens
(JAYARAMAN et al., 2017).

Outra cepa comumente isolada de B. licheniformis, documentada como
bactéria segura, é amplamente utilizada na industria avicola devido suas
propriedades probidticas. A inclusao de B. licheniformis na racéo pode ser utilizada
para melhoria de desempenho (XU et al.,, 2014), assim como substituir os
antibidticos para controlar enterite necrética na avicultura comercial (ATTIA et al.,
2012) sem efeitos adversos. Além disso, B. licheniformis produz varias enzimas
hidroliticas, como protease, lipase e amilase que aumentam a digestibilidade de
nutrientes e a capacidade de absor¢ao em frangos de corte (ROZS et al., 2001).

Em frangos de corte, o figado € um centro metabdlico para o metabolismo
de lipidios e sintese de acidos graxos (HUANG et al., 2013). Porém, muitos fatores
de estresse influenciam o metabolismo lipidico na industria avicola comercial
(SANEYASU et al., 2013) e o figado afetado por enterite necrética sofre alteragdes
patologicas (YANG et al., 2010). Ainda assim, sdo capazes de reduzir o estresse
antioxidante e regular o nivel de expressao de certos genes relacionados ao

metabolismo lipidico. Decisivamente, o pré-tratamento com B. licheniformis possui
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potencial para prevenir que aves desafiadas com C. perfringens desenvolvam a
doenga (ZHOU et al., 2016).

Outra importante espécie bacteriana utilizada como probioético é chamada de
Bacillus coagulans, um gram positivo seguro, formador de esporos e produtor de
acido latico que nao codifica enterotoxinas. Possui cobertura proteica protetora
semelhante a de um esporo, o que permite resistir a altas temperaturas e sobreviver
aos acidos estomacais e sais biliares, para entdo atingir o intestino delgado,
germinar e se multiplicar (GU et al., 2015). Consequentemente, € comumente
utilizado como probidtico na produgdo de aves (WANG e GU, 2010). Estudos
demonstraram que Bacillus coagulans modificaram a microbiota intestinal devido
ser capaz de aumentar a quantidade de microrganismos desejaveis para
competirem com organismos patogénicos em humanos (NYANGALE et al., 2015),
melhorando desempenho e eficiéncia alimentar em frangos de corte mediante
producdo de enzimas como protease, amilase, xilanase e lipase, além de
aminoacidos e vitaminas (WANG e GU, 2010; ZHOU et al., 2010). Estudos /n Vivo
utilizando humanos indicaram que Bacillus coagulans apresentou atividade
antimicrobiana, antiviral e antioxidante mediante modulagao de citocinas, inibigcao
de espécies anaerdbias e melhoria de atividade fagocitaria (SARI et al., 2011).

Estudos In Vitro tém demonstrado que Bacillus coagulans modulam a
resposta imune (JENSEN et al.,, 2010), e possuem habilidade de produzir
bacteriocinas e substancias similares, como a coagulina, além de acidos laticos
com otima atividade contra varias cepas de Salmonella, Listeria monocytogenes,
e espécies de Clostridium (ABDHUL et al., 2015; GU et al., 2015). Finalmente, a
suplementacao de Bacillus coagulans parece ser efetiva na redugao da prevaléncia

de Salmonella enteritidis em frangos de corte devido ao fato de melhorar a
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morfologia intestinal, regular adequadamente as respostas imunes na mucosa
intestinal, assim como inibir a invasao e colonizagao por bactérias prejudiciais em
frangos de corte, sem prejudicar o desempenho. Bacillus coagulans podem ser
utilizados estrategicamente para reduzir infecgdes por Salmonella na produgao de
frangos (ZHEN et al., 2018).

Algumas cepas isoladas de bactérias acido laticas tém propriedades
probioticas e estdo sendo usadas em animais desempenhando papel
extremamente vital na prevencdo de doencas (TAVAKOLI et al., 2017). Varias
espécies naturais de bactérias acido laticas incluem Lactobacillus, Streptococcus,
Enterococcus, Carnobacterium e Lactococcus encontrados no trato gastrointestinal
de humanos e animais (VAUGHAN et al., 2005). Cepas isoladas pertencentes ao
género Lactobacillus sp. sdo usados como suplementos alimentares para proteger
os frangos de corte contra patdégenos intestinais (HIGGINS et al., 2008). Estas
cepas de bactérias acido laticas isoladas atuam como agentes promotores de
saude, atuando na manutencédo da microbiota intestinal das aves (RAJOKA et al.,
2017). Este género de bactérias produz acidos como o acido latico, que atua
reduzindo o pH do intestino e prevenindo a proliferacdo de C. perfringens no
intestino (LIU et al., 2014). Ainda, uma habilidade diferencial dos Lactobacillus sp.
(L. acidophilus, L. reuteri e L. salivarius) em termos de propriedades probidticas, &
a modulagao da resposta imunoldgica e aceleragao do processo de fagocitose por
macrofagos em frangos de corte (BRISBIN et al., 2015).

Dentre a categoria Lactobacillus sp., um probidtico largamente utilizado para
frangos de corte € Lactobacillus acidophilus. Pesquisas demonstram que a adigéo
de Lactobacillus acidophilus via ragao pode aumentar o ganho de peso, melhorar a

conversao alimentar e reduzir mortalidade (ZHUI et al., 2018). Diversos estudos
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tém revelado a eficiéncia de L. acidophilus utilizado para galinhas poedeiras em
melhorar a eficiéncia produtiva (CESARI et al., 2014), na producao e qualidade de
ovos, estado imune, microbiotica benéfica e saude intestinal (FORTE et al., 2016).
Outras cepas probidticas comumente utilizadas sao Lactobacillus plantarum

e Lactobacillus reuteri, capazes de melhorar ganho de peso ao melhorar a saude
intestinal, aumentando altura das Vvilosidades, profundidade das criptas e
diminuicao da viscosidade intestinal (PENG et al., 2016). Um probidtico fermentado
em estado solido melhora a eficiéncia alimentar provavelmente por meio do aumento
da retencado de energia e proteina (SHIM et al., 2010). Uma cepa de L. plantarum
isolada aumenta a proliferagao de linfocitos periféricos e expressao de interferon-
gama, interleucina 6 (IL-6) e IL-10 na mucosa intestinal Ademais, outra cepa
probidtica nomeada como L. reuteri aumenta os niveis de imunoglobulina sérica A
(IgA), IgG e IgM em aves saudaveis (WU et al., 2019). Conclusivamente, a incluséo
de L. plantarum e cepas de L. reuteri resultam em resposta imediata contra
patdogenos causadores de doengas, como E. coli, C. perfringens e Brachyspira
pilosicoli mediante aumento do nivel de IgG sérica e redugédo da patogenicidade
associada a infecgao intestinal (DING et al., 2019). Outra cepa comumente utilizada,
nomeada Enterococcus faecium, normalmente encontrada no trato gastrointestinal
de humanos e animais, possui propriedades contra C. perfringens porque
geralmente produzem substancias antimicrobianas, chamadas enterocinas e
acidos organicos (KLOSE et al., 2010) que ajudam a matar os patégenos presentes
no trato gastrointestinal de frangos de corte. A Autoridade Europeia de Seguranga
Alimentar (EFSA) tem aprovado E. faecium cepa 11181 como um suplemento
alimentar para melhorar o desempenho dos animais (PAJARILLO et al., 2015).

Além disso, um estudo mostrou que a inclusao de E. faecium aumenta a area de
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superficie e arquitetura das vilosidades do intestino do hospedeiro, auxilia na
absorcao de nutrientes e, finalmente, melhora o ganho de peso. Essas bactérias
probidticas também sao capazes de modular a composi¢céo da microbiota (LUO et
al., 2013) e estimular a resposta imune. Em varias investigagdes, cepas de E.
faecium demonstraram resisténcia contra patdgenos intestinais que incluem
Salmonella, E. coli, Campylobacter e C. perfringens (KARAFFOVA et al., 2017).
Algumas cepas de leveduras demonstraram propriedades probidticas
pertencentes, as mesmas sao pertencentes ao género Saccharomyces,
inicialmente reconhecido por Henri boulard em 1920 a partir de frutos de lichia
(KOTOWSKA et al., 2005). Produtos de levedura s&o promotores de crescimento
naturais. A administracdo oral de S. boulardii reforca o ecossistema intestinal,
modula a estrutura intestinal e aumenta a producao de citocinas para fortalecer a
mucosa intestinal contra bactérias patogénicas (RAJPUT et al., 2013). Além disso,
o probidtico de S. boulardii pode melhorar o desempenho e a defesa contra certos
patdogenos (RAJPUT e LI, 2012), aumentando a imunidade do hospedeiro.
Simultaneamente, aumenta as atividades dos fatores troficos, como o transporte de
nutrientes, e mostra propriedades anti- inflamatérias (OZKAN et al., 2007). E
conhecido que parede celular de leveduras s&o ricas em beta-glucanos e mananos,
0s quais podem modular a imunidade e proteger o hospedeiro dos danos
provenientes de micotoxinas (SHANG et al.,, 2018). Embora estudos anteriores
indicaram que a adicao de S. cerevisiae nao melhora o desempenho dos animais,
o mesmo pode melhorar altura de vilosidades e reduzir a quantidade de E. coli no
intestino (DOYLE et al., 2006). S. cerevisiae também possui boa capacidade de
secretar enzimas, como proteases, xilanases e celulases (KOGUT et al., 2017).

Da mesma forma, S. cerevisiae também possui propriedades probidticas que
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produzem efeitos antagdnicos contra patdégenos na parte inferior do intestino
delgado, que podem ser devido a producao de etanol (ETIENNE-MESMIN et al.,
2011). Consequentemente, o uso de cepas de leveduras via ragao pode inibir o

crescimento de bactérias patogénicas e melhorar o estado de saude das aves.

2.4. TENDENCIAS PARA A PRODUCAO DE FRANGOS DE CORTE

A evolugao dos resultados zootécnicos na produgao do frango de corte é
extrema e evidente quando se compara com décadas passadas. Mais de 50 anos
de selegédo intensiva visando aumentar o ganho de peso diario e melhorar a taxa
de eficiéncia alimentar tem gerado aves caracterizadas por elevada ingestdo de
racao, o que significa que pode ocorrer alta ingestdo de certos ingredientes que
podem ocasionar estresse e disfun¢des no sistema digestivo (COLLETT, 2012).

Outro aspecto importante diz respeito ao excesso de nutrientes nas dietas,
que pode ocasionar impactos ambientais devido a excregao do excedente, além de
ocasionar excesso de nutrientes a nivel intestinal, que podem ficar disponiveis
como substrato para alimentacdo de bactérias patogénicas, como por exemplo
Clostridium perfringens, que se aproveitam desta oportunidade para ocasionar a
enfermidade (LI et al., 2017).

Por outro lado, a falta de nutrientes na dieta pode ocasionar desempenho
inferior ao desejado, o que, comercialmente é muito custoso para as agroindustrias,
pensando nisso, seguramente as Empresas cada vez mais empregarao
nutricionistas capazes de trabalhar com a o conceito de nutricdo de precisdo. O
frango atual cresce rapidamente e suas necessidades nutricionais mudam quase
que diariamente, e ainda assim o usual é ofertar 3 a 5 diferentes dietas durante o

ciclo de vida do frango de corte (AVIAGEN, 2019).
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O sucesso na implementagao da nutricao de precisao envolve trés principais
fatores. Primeiro, acuracia na caracterizagao do ingrediente, ou seja, assegurar-se
de que os niveis nutricionais dos ingredientes presentes na formulagédo sejam iguais
ou muito préximos da realidade do ingrediente que esta disponivel na fabrica de
racao. Entretanto, muitos ingredientes sofrem variagées de acordo com colheita,
época do ano, condigbes de armazenagem e ambientais (MOSS, 2020). Apesar
disso, muitos nutricionistas continuam utilizando livros e manuais como referéncias
para elaboracdo das matrizes nutricionais dos ingredientes que utilizardo na
formulagao, quando, poderiam langar mao da tecnologia para utilizacado de métodos
analiticos rapidos que possibilitam a verificagdo rapida dos niveis do ingrediente a
ser utilizado (MOSS, 2021).

Como segundo fator, é obrigatério que as necessidades nutricionais dos
frangos de corte sejam determinadas com precisdo, a fim de identificar
necessidades diarias. Muitos estudos tém sido conduzidos com esse objetivo, e os
resultados podem ser analisados utilizando ferramentas de modelagem
sofisticadas, que séo softwares capazes de simular modelos, ou entdo, de modo
mais simples, podem ser utilizados para alimentar curvas de requerimentos para
especificagao de necessidade diaria de nutrientes (MOSS, 2020; MOSS, 2021).
Por ultimo, o terceiro fator a ser observado requere o gerenciamento cuidadoso para
garantir que os dois primeiros fatores sejam atendidos o mais proximamente
possivel e projetar o regime de alimentacédo que atenderia as necessidades diarias
dos frangos de corte (MOSS, 2021).

Obviamente o ponto de maior dificuldade na implementacdo das acdes
relacionadas a nutricdo de precisido diz respeito ao fator custo de produg¢ao, uma

vez que a grande maioria das empresas opera com a fabrica de ragdo em seu limite
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de capacidade diaria, inviabilizando a adigcdo de novos tipos de dietas no mapa de
produgdo. A implementacado da nutricao de precisdo dependera da habilidade da
industria em empregar isto em sua rotina e também na habilidade em realizar
calculos e testes que demonstrem que isto pode ser financeiramente mais viavel do
que parece (MOSS, 2021).

No que diz respeito ao melhoramento genético, € possivel afirmar que a
melhoria em termos de eficiéncia alimentar ainda ndo chegou ao maximo possivel
e realmente se trata de um parametro prioritario para as empresas deste segmento,
uma vez que o apelo ambiental € cada vez maior, tanto por redugao da excregao
residual no ambiente, como também pelo uso de terras. Estima-se que 2 pontos
adicionais de diferenga em conversao alimentar, representaria uma area de cultivo
adicional do tamanho do estado de Rhode Island para atender esta demanda. Ou
seja, € um grande apelo e que leva as empresas de genéticas a continuamente

buscar melhorias em termos de conversao alimentar (AVIAGEN, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta de um programa nutricional isento de aditivos
melhoradores de desempenho comparado a um programa com uso de simbidtico,
em situacao de desafio entérico ou ndo, sobre a saude intestinal e o desempenho

de frangos de corte.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar o efeito do uso de produto simbidtico via ragdo, em condigdes
normais ou de desafio entérico sobre os seguintes parametros:

- peso vivo; ganho de peso; consumo de ragao e conversao

alimentar;
- morfometria intestinal;
- resisténcia e elasticidade da mucosa do duodeno;
- avaliagao da permeabilidade da mucosa intestinal;

- capacidade proliferativa celular da mucosa intestinal
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CAPITULO 1 - EFEITO DO USO DE SIMBIOTICO SOBRE O DESEMPENHO E
SAUDE INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE SUBMETIDOS A UM DESAFIO
ENTERICO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta de um programa nutricional
isento de aditivos melhoradores de desempenho comparado a um programa com
uso de simbidticos, em situacéo de desafio entérico ou néo, sobre a saude intestinal
e 0 desempenho de frangos de corte. O experimento foi realizado no biotério de
aves da UFPR Setor Palotina. Foram utilizados 864 pintos de corte, machos de 1
dia de idade, linhagem Cobb. As aves foram distribuidas aleatoriamente em um
delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial 2 x 2 (2 dietas vs 2
condigdes sanitarias), totalizando 4 tratamentos com 12 repetigcbes de 18 aves por
gaiola, totalizando 48 unidades experimentais. Os tratamentos utilizados foram
dieta controle (Dieta A); dieta controle + simbidtico (Dieta B); dieta A + desafio
entérico e dieta B + desafio entérico. Aos 14 dias de idade, foi aplicado o desafio
entérico com vacina comercial para coccidiose (20 vezes a recomendada pelo
fabricante) seguido da inoculacéo contendo Escherichia coli (ATCC® 8739™). O
desafio entérico resultou em pior desempenho produtivo em todas as fases
avaliadas, e alterou a morfometria da mucosa intestinal, cinco dias apos o desafio.
Aos 35 dias de idade, trés semanas apos o desafio entérico, observou-se um
processo de regeneragao ja em resolugdao. A suplementagdo das dietas com o
simbidtico melhorou a conversdo alimentar das aves aos 28 dias de idade,
independentemente do desafio experimental. A suplementagcdo com simbidtico
resultou em maior forga de ruptura, dureza e elasticidade da mucosa intestinal do
jejuno das aves. A suplementacéo de dietas para frangos de corte com simbidtico
deve ser de forma continua para assegurar a colonizagdo e o equilibrio da

microbiota e resultar em melhor desempenho produtivo.

Palavras-chave: microbioma, simbi6tico, melhoradores de desempenho.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the response of a nutritional program free of
performance enhancing additives compared to a program with the use of synbiotics,
in context of enteric challenge or not, on the intestinal health and zootechnical
performance of broilers. The experiment was carried out in the poultry vivarium of
UFPR Sector Palotina. A total of 864 broilers, 1-day-old male, Cobb lineage, were
used. The broilers were randomly distributed in a completely randomized design, 2
x 2 factorial (2 diets vs 2 sanitary conditions), totaling 4 treatments with 12 replicates
of 18 birds per cage, totaling 48 experimental units. The treatments used were
control diet (Diet A); control + synbiotic diet (Diet B); diet A + enteric challenge and
diet B + enteric challenge. At 14 days of age, the enteric challenge with a commercial
coccidiosis vaccine (20 times that recommended by the manufacturer) was applied,
followed by inoculation containing Escherichia coli (ATCC® 8739™). The enteric
challenge resulted in worse productive performance in all evaluated phases and
altered the morphometry of the intestinal mucosa, 5 days after the challenge. At 35
days of age, 3 weeks after the enteric challenge, it was observed a regeneration
process in resolution. The suplementation of the diets with synbiotic improved feed
conversion at 28 days of age independent of the experimental challenge. Synbiotic
supplementation showed greater results in the parameters of strength, hardness
and elasticity of the intestinal mucosa of the jejunum of birds. Supplementation of
diets for broilers with synbiotic must be continuous to ensure colonization and
balance of the microbiota and result in better productive performance.

Keywords: microbiota, synbiotic, performance enhancing additives.

INTRODUGAO

A demanda mundial por carnes tem aumentado anualmente, e os
consumidores, além de quantidade, tém buscado também produtos com qualidade
certificada, que proporcionem segurancga alimentar, preocupados com a saude

publica, tema cada vez mais recorrente.

Pensando nisto, os mercados tém realizado restricdes de uso de produtos
que possam ser considerados de risco para saude publica, e neste sentido os
antibidticos promotores de crescimento tém sido banidos. Na Europa trata-se de
assunto antigo, uma vez que desde 2006 estdo restritos. No Brasil, nos ultimos 5
anos varias Instrugdes Normativas foram publicadas pelo MAPA no intuito de
promover restricoes ao uso destas substancias, como a Instru¢cdo Normativa
numero 45 (2016) e a Instrugdo Normativa numero 01 (MAPA, 2020).

Estes fatores tornam essencial o desenvolvimento de estratégias que
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possibilitem a continuidade da producgéao eficiente, apesar da nao utilizagdo dos
antibiéticos como promotores de crescimento, dentre elas, a nutricdo, que deve ser
adequada a todo momento no intuito de buscar o melhor desempenho e,
simultaneamente ser uma dieta com capacidade imunogénica. Neste sentido, em
muitos momentos faz-se necessario adotar um programa alternativo ao uso de
antibioticos promotores de crescimento, geralmente baseado em alguns aditivos via
racao. Muitas terapias ndo antibidticas, que incluem a administracéo de exclusao
competitiva como probidticos (WANG et al., 2017, WHELAN et al.,, 2018),
prebidticos (KEERQIN et al., 2017) e oleos essenciais (BRENES e ROURA, 2010)
tém demonstrado propriedades bacteriostaticas (CALIK e ERGUN, 2015).

Dentre os aditivos, o uso de probiéticos ou microrganismos via dieta tém
recebido grande atencdo devido ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana
contra antibidticos e, posteriormente, as mencionadas proibicbes de antibidticos
promotores de crescimento na produg¢ao animal (LEKSHMI et al., 2017). Diferentes
cepas tém distintos modos de acédo, como competigao por nutrientes e adesdo com
patdgenos entéricos. As bactérias probiodticas auxiliam na digestado e absorg¢ao de
nutrientes, produzindo enzimas hidroliticas, como amilase, lipase e protease. Além
disso, essas bactérias benéficas aumentam a imunidade modulando o sistema
imunoldgico do hospedeiro e alterando atividades microbianas no intestino
(POURABEDIN et al., 2015).

A produgao comercial € extremamente desafiadora para as aves, uma vez
que os desafios ambientais e microbioldgicos estdo presentes durante todo o
periodo de produgdo, assim, o trato gastrointestinal permanece em inflamagao
fisiolégica durante a maior parte do tempo, e uma elevada exposicédo a patégenos
pode transformar esta inflamacdo em patolégica. Desta forma, € de extrema
importancia que a regeneragao e reconstituicdo da integridade do epitélio seja
rapida devido a complexidade multifuncional desta mucosa. Uma troca celular
(turnover) intestinal total pode acontecer entre 24 a 96 horas, o0 que representa
quase 10% do ciclo de vida do frango de corte (GOTTARDO et al., 2016).

Com isso, o objetivo do estudo foi avaliar a resposta de um programa

nutricional com uso de simbidticos atuando como melhoradores de desempenho,
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em situacao de desafio entérico ou nao, sobre a qualidade intestinal e desempenho

de frangos de corte.
MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados nas aves foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Parana — Setor
Palotina, processo CEUA 18/2020.

Delineamento experimental

Foram alojados oitocentos e sessenta e quatro pintos de corte, machos, de
linhagem Cobb e distribuidos aleatoriamente em um delineamento inteiramente
casualizado, esquema fatorial 2 x 2 (duas dietas: controle e suplementada com
simbidticos e duas condigdes de desafios sanitarios: sem e com desafio),
totalizando 4 tratamentos com 12 repeticdes de 18 aves por gaiola, e 48 unidades

experimentais:

Tratamento 1: dieta controle
Tratamento 2: dieta controle + simbidtico
Tratamento 3: dieta controle + desafio entérico

Tratamento 4: dieta controle + simbidtico + desafio entérico

As aves foram alojadas em duas salas com ambiéncia e espagamento
idénticos de acordo com os tratamentos, 1 + 2 e 3 + 4, respectivamente. As aves
foram alojadas em gaiolas experimentais com temperatura ambiental mantida
dentro da faixa de conforto térmico por meio de campéanulas providas de lampadas
de aquecimento infravermelho, ventiladores, exaustores e placas de resfriamento
controlados por um sistema automatizado. A cama utilizada foi de papel triturado.

Agua e ragao foram fornecidas ad libitum.

Foram formuladas trés dietas, fase pré-inicial (1° ao 7° dia), inicial (8° ao 20°
dia), crescimento (21° ao 35° dia) conforme as exigéncias nutricionais das
diferentes fases das aves. O simbidtico utilizado na dieta € composto por Bacillus
coagulans (5 x 107 UFC/qg), Bacillus licheniformis (5 x 108 UFC/q), Bacillus subtilis
(5 x 108 UFC/g), Lactobacillus acidophilus (5 x 107 UFC/g), Saccharomyces
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cerevisae (2 x 107 UFC/g) e Mananoligossacarideo (2 g/kg), de modo que a
dosagem de produto, fornecida conforme indicacao de uso do fabricante, foi de 200

g/ton de ragao na fase pré-inicial e 100 g/ton de ragdo nas demais fases.

Aos 14 dias de idade, os grupos de aves desafiadas (tratamentos 3 e 4)
receberam vacina comercial para coccidiose com as espécies E. acervulina, E.
maxima, E. praecox, E. tenella e E. mitis. 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 ap6s a administragdo da vacina, um
inéculo contendo Escherichia coli (ATCC® 8739™) com uma concentragao
calculada de 10° UFC/dia/ave foi preparado e inoculado diretamente no ingltvio de

cada ave dos grupos desafiados.

Parametros dos desempenhos zootécnicos

O peso corporal foi registrado semanalmente durante o periodo do
experimento (7°, 14°, 21°, 28° dia). O ganho de peso médio foi registrado a partir
do calculo da diferenca entre os pesos de cada periodo, dividido pelo numero de
aves. O consumo médio de ragao foi obtido a partir do calculo da diferenca entre o
consumo e a sobra de ragao de cada periodo, dividido pelo numero total de aves
de cada repeti¢ao. A taxa de conversao alimentar foi calculada com o peso daragao
consumida dividido pelo ganho de peso, nao foi necessario descontar aves mortas pois

nao houve mortalidade durante o experimento.
Analises da morfometria da mucosa intestinal

No 19° e 35° dia, 24 aves de cada tratamento foram eutanasiadas para
coleta fragmentos intestinais, duodeno, jejuno e ileo. As amostras, de
aproximadamente 5 cm, foram dissecadas e fixadas em formol a 10% tamponado
e emblocadas em parafina. Se¢des de 5 um de espessura foram preparadas e

coradas em hematoxilia e eosina.
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Tabela 1: Composigao nutricional das dietas experimentais.

Pré-inicial Inicial Crescimento
Ingredientes Contr. Simbidtico Contr. Simbidtico Contr. Simbidtico
Milho 519,61 519,61 533,33 533,33 602,57 602,57
Farelo de Soja (46%) 411,08 411,08 400,00 400,00 333,33 333,33
Oleo de Soja 30,39 30,39 33,92 33,92 33,33 33,33
Calcario Calcitico 35% 12,55 12,55 10,90 10,90 11,59 11,59
Fosfato Bicalcico 18% 11,76 11,76 9,61 9,61 7,18 7,18
Sal Comum 4,902 4,902 4,902 4,902 4,274 4,274
Lisina 2,451 2,451 1,843 1,843 2,564 2,564
DL-Metionina 3,039 3,039 2,745 2,745 2,427 2,427
L-Treonina 0,735 0,735 0,314 0,314 0,530 0,530
Cloreto Colina 60% 0,235 0,235
Colina 20,8% 1,176 1,176
B.H.T. 0,100 0,100 0,098 0,098 0,100 0,100
Caulim 0,200 0,100 0,100
Aditivo Simbidtico 0,200 0,100 0,100
Premix Vit. + Min.! 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Niveis Nutricionais calculados
Energia Met.,kcal/kg 2.977 2.977 3.024 3.024 3.099 3.099
Proteina Bruta, % 23,48 23,48 22,99 22,99 20,52 20,52
Fibra Bruta, % 3,50 3,50 3,47 3,47 3,25 3,25
Calcio, % 0,967 0,967 0,855 0,855 0,803 0,803
Foésforo Disponivel, % 0,461 0,461 0,421 0,421 0,370 0,370
Bal. Eletrolitico, mEq/kg 236,81 236,81 233,19 233,19 203,81 203,81
Lisina Digestivel, % 1,303 1,303 1,244 1,244 1,122 1,122
Metionina Digestivel, % 0,633 0,633 0,599 0,599 0,537 0,537
Metionina+Cistina Dig., % 0,959 0,959 0,921 0,921 0,831 0,831
Triptofano Digestivel, % 0,262 0,262 0,256 0,256 0,222 0,222
Treonina Digestivel, % 0,862 0,862 0,807 0,807 0,740 0,740
Arginina Digestivel, % 1,487 1,487 1,457 1,457 1,269 1,269

"Premix vitaminico e mineral inicial (niveis por kg de premix): Vitamina A (KUI/kg 6.500,000); Vitamina D3(KUI/kg 1.625,000);
Vitamina E (Ul/kg 22.500,000) Vitamina K3 (mg/kg 1.250,080); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 749,700); Vitamina B2 —
Riboflavina (mg/kg 3.000,000); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1.500,380); Vitamina B12 — Cianocobalamina (mcg/kg
6.000,000); Acido Pantaténico (mg/kg 5.999,560) Niacina (mg/kg 12.499,900); Acido Félico (mg/kg 399,840); Biotina (mcg/kg
75.000,000); Manganés (ppm 39.999,960); Zinco (ppm 40.000,100); Ferro (ppm 24.999,900); lodo (ppm 550,200); selénio
(ppm 150,000); BHT (ppm 300,000); Fitase (g/kg 250,000).

Premix vitaminico e mineral crescimento: Vitamina A (KUI/kg 6.000,000); Vitamina D3(KUI/kg 1.500,000); Vitamina E (Ul/kg
20.000,000) Vitamina K3 (mg/kg 999,960); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 599,760); Vitamina B2 — Riboflavina (mg/kg
2.500,000); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1.250,480); Vitamina B12 — Cianocobalamina (mcg/kg 4.800,000); Acido
Pantaténico (mg/kg 4.800,040) Niacina (mg/kg 9.999,920); Acido Fdlico (mg/kg 349,860); Biotina (mcg/kg 50.000,000);
Manganés (ppm 39.999,960); Zinco (ppm 40.000,100); Ferro (ppm 24.999,900); lodo (ppm 550,200); selénio (ppm 150,000);
BHT (ppm 300,000); Fitase (g/kg 250,000).

Premix vitaminico e mineral final: Vitamina A (KUI/kg 3.500,000); Vitamina D3(KUl/kg 1.250,000); Vitamina E (Ul/kg
12.000,000) Vitamina K3 (mg/kg 699,920); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 399,840); Vitamina B2 — Riboflavina (mg/kg
1.500,000); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 749,700); Vitamina B12 — Cianocobalamina (mcg/kg 3.000,000); Acido
Pantaténico (mg/kg 2.999,780) Niacina (mg/kg 6.500,340); Acido Félico (mg/kg 199,920); Biotina (mcg/kg 25.000,000);
Manganés (ppm 39.999,960); Zinco (ppm 40.000,100); Ferro (ppm 24.999,900); lodo (ppm 550,200); selénio (ppm 150,000);
BHT (ppm 300,000); Fitase (g/kg 250,000).

Fonte: O AUTOR (2021).
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Para o estudo morfométrico, as imagens foram capturadas por meio da
microscopia de luz (objetiva 10x), utilizando-se o sistema analisador de imagens
computadorizado (ImagePro-Plus - Versao 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. Estas medidas morfométricas foram utilizadas para o
calculo da area da superficie de absor¢cao da mucosa intestinal, através da formula

proposta por Kisielinski et al. (2002).

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

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

A ultraestrutura intestinal foi realizada apenas em se¢des do ileo apds
fixagdo da amostra em glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato 0,1 M (pH 7,4).
Os tecidos foram lavados em solugao tampéo e fixados em tetroxido de ésmio a 1%
durante 1 hora, imersos em acido tanico 1% por 1 hora, e desidratados em séries
crescentes de etanol. Apds a obtengao do ponto critico de secagem utilizando COz,
os fragmentos foram revestidos por ions de ouro e fotografados em microscépio
eletrénico de varredura, modelo TESCAN VEGAS.

Resisténcia e elasticidade da mucosa do intestino

Das mesmas aves (24 aves/tratamento) foram coletados fragmentos de ileo,
de aproximadamente 8 cm, os quais imersos em solugao fisioldgica por 24hs para
realizacao do ensaio de flexdo. Com auxilio do dispositivo de fixacdo para teste de
perfuragdo adaptada ao texturbmetro (Modelo TA-XT2i, Stable Mycro Systems
LTDA., Goldalming, UK) foram obtidos a taxa de deformacao constante para material
visco-elastico, a forga de ruptura (kg) e elasticidade (mm) da mucosa do ileo. Os
parametros utilizados foram: velocidade de 1 mm/s, forca do disparo de 10 g e

tensao de 15 mm.
Avaliagao da permeabilidade da mucosa intestinal

A permeabilidade intestinal foi avaliada pela titulacdo dos niveis séricos de
isotiocianato de dextrano de fluoresceina (FITC-d). No 19° dia, foi administrado por

via oral (0.55 mg/kg FITC-d), em 1 ave/repeticdao. Apos 2 horas, as aves foram
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eutanasiadas, o sangue coletado, mantido em temperatura ambiente para
coagulacao, centrifugado para obtencdo do soro e, entdo, armazenados em
freezers para posterior analise. A fluorescéncia dos niveis séricos de FITC-d foi
obtida em comprimento de onda de excitagcdo 485 nm e de emissao 528 nm. A
concentracido de FITC-d por mL de soro foi calculada com base em uma curva de

concentracdes FITC-d conhecidas.

Analise da capacidade proliferativa das células intestinais

A atividade proliferativa das células intestinais foi analisada por
imunohistoquimica para PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) em cortes do
jejuno, de aproximadamente 5um. Os cortes foram diafanizados em xilol, hidratados
em concentragbes decrescentes de alcool, tratados em perdxido de hidrogénio a
3%, seguido por incubacdo com acido citrico a 10mM, pH 6,0 no microondas.
Depois de lavados em PBS, os cortes foram tratados com 1% BSA em PBS por 1
h, incubados com anticorpo monoclonal anti-PCNA (FL-261; Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, Ca, USA) e detectados com anticorpo policlonal
anti-rabbit. De cada lamina foram capturadas trés imagens da regido da cripta
(objetiva de 40x), e as células PCNA positivas por mm? foram medidas e

quantificadas.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do procedimento
GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 7 dias de idade, ndo foram observadas diferencas significativas para
nenhum parametro produtivo (Tabela 2). Aos 14 dias, a adigdo do simbidtico na
dieta proporcionou aos frangos de corte melhor (p<0,001) conversao alimentar e
maior (p<0,054) ganho de peso semanal (Tabela 2). Esse resultado evidencia que €
possivel melhorar a produtividade com o uso alternativo de aditivos zootécnicos,
mesmo em ambientes experimentais cujas variaveis sao controladas e isentas de

desafio que comprometa o bem-estar e a saude animal
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Tabela 2: Desempenho produtivo de frangos de corte de 1 a 7 dias e de 7 a 14 dias
de idade suplementados ou ndo com simbidtico.

Peso corporal, g Ganho de peso, g Consumo de racao, g Conversao alimentar

Dieta 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

Basal 188,27 417,24 146,52 225,84° 139,55 280,29 0,952 1,243°%
Simbidtico 186,73 418,72 145,05 233,00° 140,42 274,51 0,965 1,182°

CV% 214 342 272 5,47 3,11 5,00 3,31 5,012
p-valor 0,2298 0,7213 0,2416 0,054  0,5000 0,1649 0,1761  0,0001

CV: Coeficiente de variagao. Valores com letras sobrescritas diferentes na coluna sé&o
significativamente diferentes

Esta influéncia positiva na converséo alimentar das aves é corroborada com
os resultados publicados por Leite et al. (2020) e He et al., (2019), os quais
evidenciam a taxa de conversao alimentar como sendo um dos principais fatores
nos resultados de desempenho zootécnico em dietas suplementadas com
simbidticos ou probioticos. Essa melhoria da conversao alimentar €, em geral,
atribuida as cepas Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e Bacillus coagulans,
todas do género Bacillus sp, nao patogénicas, formadoras de esporos, amplamente
utilizadas na avicultura industrial dado a resisténcia as maiores temperaturas
utilizadas no processo de fabricagdo das ragdes, atribuem maior prazo de validade
aos produtos comerciais, sobrevivem ao baixo pH, a bile e a demais moléculas
antimicrobianas presentes no trato gastrointestinal (CIURESCU et al., 2020).
Atuam, particularmente, como promotoras de crescimento por secretarem amplo
espectro de enzimas como lipase, protease, amilase, dentre outras, que favorecem
a digestdo e absorcdo dos nutrientes, consequentemente, otimizando o
aproveitamento dos alimentos (HMANI et al., 2017; HOFACRE et al., 2019).
Autores ainda atribuem aos bacilos a melhora da morfologia intestinal com
descricdes do aumento da altura dos vilos, melhor relagao vilo e cripta, aumento da
area de absorcao e maior expressao de enzimas na borda em escova, o que conduz

maior desempenho de crescimentos dos animais (MA et al., 2018).

No 14° dia de vida foi realizado o protocolo de desafio entérico e os dados
zootécnicos no periodo de 5 dias apds o desafio (14 a 19 dias), 7 dias apds o

desafio (19 a 21 dias) e o periodo total da semana apds o desafio (14 a 21 dias)
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sdo apresentados nas tabelas 3, 4 e 5, respectivamente.

Entre o 14° e o 19° dia, observou-se que o desafio entérico afetou o
desempenho produtivo: menor ganho de peso (p<0,001), menor consumo de ragao
(p<0,029) e pior conversdo alimentar (p<0,001) independentemente das dietas
(tabela 3). Em relagao as dietas experimentais, o consumo da dieta controle resultou

em melhor conversao alimentar (p<0,012).

Tabela 3: Desempenho produtivo de frangos de corte com idade entre 14 a 19 dias,
suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio entérico.

Ganho de peso, Consumo de ragao, Conversao alimentar

g g
Dieta
Basal 249,98 331,57 1,338
Simbidtico 241,34 334,05 1,3942
Desafio
Controle 266,492 338,662 1,275°
Desafiados 224,83 326,94° 1,4582
Dieta basal+controle 274,86 340,59 1,240
Dieta basal+desafio 225,09 322,54 1,436
Simbidtico+controle 258,12 336,73 1,309
Simbidtico+desafio 224 57 331,34 1,479
CV% 7,56 5,43 5,42
Dieta 0,114 0,638 0,012
Desafio <,0001 0,029 <,0001
Dieta x Desafio 0,137 0,230 0,557

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes
(p<0,05)

Entre 0 19° e 0 21° dia, observou-se o mesmo comportamento em relagao ao
desafio entérico. As aves submetidas ao desafio, independentemente das dietas,
apresentaram menor ganho de peso (p< 0,001), menor consumo de ragédo (p<
0,001), e pior conversao alimentar (p< 0,0002) (tabela 4). As dietas influenciaram a

conversao alimentar, da mesma forma que observada noperiodo anterior.
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Tabela 4: Desempenho produtivo de frangos de corte com idade entre 19 a 21 dias,
suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio entérico.

Ganho de peso, Consumo de ragao, Conversao
g g alimentar

Dieta
Basal 185,88 257,58 1,333
Simbidtico 188,12 260,11 1,421°
Desafio
Controle 211,372 272,932 1,291°
Desafiados 162,64° 244 75P 1,463
Dieta basal+controle 209,23 271,84 1,280
Dieta basal+desafio 162,53 243,31 1,385
Simbidtico+controle 213,50 274,02 1,301
Simbidtico+desafio 162,74 246,20 1,541
CV% 15,59 7,69 9,75
Dieta 0,791 0,661 0,0394
Desafio <.0001 <.0001 0,0002
Dieta x Desafio 0,810 0,951 0,1131

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna s&o significativamente diferentes
(p<0,05)

Os resultados de desempenho zootécnico das aves corroboram com os
achados descritos por EI-Sawah et al. (2018) cujos melhores resultados foram do
tratamento controle negativo, denominado como ausente de suplementagcdo com
simbidtico bem como ausente de desafio entérico. No entanto, ambos resultados
divergem das descricbes de Leite et al. (2020) as quais apontam melhores
resultados de desempenho zootécnico para o0s grupos que receberam
suplementacao na dieta com probiético ou com simbidtico para 0 mesmo periodo
até 21 dias. Essas divergéncias nos resultados de desempenho zootécnico, em
geral, sao atribuidas a distintas variaveis que compdem o delineamento
experimental de cada estudo, tais como diferentes composi¢cdes da dieta e
formulagdes simbidticas utilizadas no delineamento, a concentragao de indicagao
de uso da suplementacdo simbidtica, as condicbes ambientais de manejo, tais
como, tipo de alojamento, de cama, temperatura, espago disponivel, estresses e,
cita-se, particularmente ao presente trabalho, o periodo em que foi realizado o

desafio entérico.

Considerando o periodo total entre 14 e 21 dias, ou seja, uma semana pos-
infeccao, observou-se o efeito significativo do desafio entérico sobre todas as

variaveis de desempenho analisadas independentemente das dietas. O desafio
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entérico interferiu no ganho de peso (p <0,001), no consumo de ragao (p<0,0001) e
na conversao alimentar (p< 0,001) (tabela 5).

Tabela 5: Desempenho produtivo de frangos de corte com idade entre 14 a 21 dias,
suplementados ou ndo com simbiético e submetidos ou ndo a um desafio entérico.

Ganho de peso, Consumo de ragéo, Conversao
g g alimentar

Dieta
Basal 435,86 589,14 1,365
Simbidtico 429,47 590,07 1,399
Desafio
Controle 477,852 607,522 1,283
Desafiados 387,47° 571,69° 1,4812
Dieta basal+controle 484,09 612,43 1,267
Dieta basal+desafio 387,62 565,85 1,463
Simbiotico+controle 471,62 602,61 1,300
Simbidtico+desafio 387,31 577,54 1,499
CV% 8,27 4,87 5,74
Dieta 0,539 0,9121 0,138
Desafio <,0001 0,0001 <,0001
Dieta x Desafio 0,559 0,2059 0,946

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes
(p<0,05)

Essa resposta pode ser atribuida ao possivel deslocamento energético das
aves desafiadas em desenvolver uma resposta imunoldgica e de regeneragao de

mucosa intestinal apta a conter a proliferagdo do patdgeno.

Entre 0 21° e 0 28° dia, o efeito negativo do desafio entérico ainda se mantém
sobre o ganho de peso das aves (p<0,0431). A suplementagcdo das dietas com
produto simbidtico reduziu o ganho de peso (p<0,001) e o consumo de ragao (p<
0,001) (tabela 6). Nao foi observada interacao significativa entre desafio entérico e

dieta para nenhuma variavel analisada.
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Tabela 6: Desempenho produtivo de frangos de corte com idade entre 21 a 28 dias,
suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio entérico.

Ganho de peso, Consumo de ragao, Conversao
g g alimentar

Dieta
Basal 670,622 1058,20° 1,572
Simbidtico 607,62° 979,81° 1,614
Desafio
Controle 625,11 1012,78 1,606
Desafiados 653,142 1027,20 1,581
Dieta basal+controle 663,60 1052,38 1,573
Dieta basal+desafio 677,65 1064,01 1,571
Simbidtico+controle 586,61 973,18 1,639
Simbidtico+desafio 628,62 987,05 1,591
CV% 7,29 5,15 4,82
Dieta <,0001 <,0001 0,0668
Desafio 0,0431 0,4105 0,2728
Dieta x Desafio 0,3045 0,9420 0,3094

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna séao significativamente diferentes
(p<0,05).

Os resultados de desempenho produtivo observados durante todo o periodo,
compreendido entre 1 e 28 dias de idade mostram que nao houve diferenga no peso
médio e ganho de peso das aves suplementadas com dieta basal ou com simbidtico.
Entretanto, o consumo de ragdo e a conversao alimentar foram alteradas pelo consumo do
simbiotico. Houve menor (p=0,0023) consumo de ragao e melhor conversao alimentar

(p=0,0046) pelas aves que receberam o simbidtico (tabela 7).

Tabela 7: Desempenho produtivo de frangos de corte com idade entre 1 a 28 dias,
suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio entérico

Peso Consumo Ganho de Conversao

Médio, g racao, g peso, g alimentar
Dieta
Basal 1490,18 2066,65a 1448,06 1,431a
Simbidtico 1498,45 1996,52b 1456,82 1,376b
Desafio
Controle 1566,07a 2038,89 1523,93a 1,340b
Desafiados 1422,56b 2024,29 1380,94b 1,467a
Dieta basal+controle 1560,65 2080,73 1518,22 1,371
Dieta basal+desafio 1419,71 2052,57 1377,90 1,490
Simbidtico+controle 1571,49 1997,04 1529,64 1,309
Simbidtico+desafio 1425,41 1996,00 1383,99 1,444
CV% 4,30 3,70 4.42 4.47
Dieta 0,6578 0,0023 0,6392 0,0046
Desafio <,0001 0,5042 <,0001 <,0001
Dieta x Desafio 0,8902 0,5348 0,8865 0,6478

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna sé&o significativamente diferentes
(p<0,05).



59

Conforme observado, os resultados de desempenho avaliados durante o
periodo da realizagdo do desafio entérico e a suplementagcdo da dieta com
simbidtico foram, em alguns periodos, desfavoraveis (tabelas 3, 4 e 6). Como o
simbidtico possui cepas probidticas que podem de inicio ocasionar desequilibrio da
microbiota intestinal e na sequéncia uma reorganizagao da microbiota, entretanto,
isso demanda tempo. Deste modo fica evidente que produtos desta classe
necessitam suplementagcdo prolongada; ou até mesmo continua; para atuar
satisfatoriamente na reorganizagdo da microbiota, restabelecimento da eubiose,

adequacao da resposta imune e resultar em melhor desempenho.

Esta hipétese de que os probidticos precisam de um tempo adicional para
atuar foi também levantada por Nakphaichit et al., (2011). Esses pesquisadores
administraram Lactobacillus reuteri para frangos de corte somente durante a
primeira semana do ciclo de vida e entdo procederam com o monitoramento da
microbiota do ileo; através de sequenciamento do gene RNA 16S; por um periodo
de 6 semanas. Este estudo concluiu que os probiéticos administrados em fases
iniciais somente resultaram em efeitos positivos a partir de 6 semanas,
demonstrando grande diversidade e abundancia de Lactobacillus e redugao
significativa na presenca de patégenos, quando comparado com o controle. Estes
dados reafirmam os resultados encontrados no desempenho ao se considerar o
periodo total de 1 a 28 dias de idade, onde se observa ganho de peso igual entre a
dieta basal e dieta contendo simbidtico, porém observa-se menor consumo de
alimento e (p<0,05) e melhor conversdo alimentar (p<0,05) favoravel aos grupos

que receberam dieta contendo simbidtico (tabela 7).

No 19° e 35° dia de idade, foi avaliada a morfometria da mucosa do duodeno,
jejuno e ileo. Nas analises morfométricas da mucosa do duodeno, aos 19 dias de
idade (tabela 8), o desafio interferiu na largura do vilo (p=0,0213), na profundidade
da cripta (p<0,0001) e na relagéo vilo:cripta (p=0,0225), independentemente da
inclusdo do simbidtico . Essas altera¢gdes morfologicas observadas sao indicativas
do processo de regeneracao e da tentativa de retorno a homeostase intestinal. Os
resultados de desempenho observados nessa idade apresentam o mesmo
comportamento, o que demonstra que o modelo de desafio entérico utilizado nesse

estudo pode ser utilizado como modelo para avaliagao de aditivos nutricionais.
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Tabela 8: Morfometria da mucosa do duodeno de frangos de corte com idade de 19
dias, suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio
entérico.

CV, ymLV,uym PC.,ym LC.,ym ECM,um V:C AA, um?

Dieta

Basal 570,11 69,32 81,59 24,84 78,19 7,04 18,50
Simbidtico 588,82 69,41 80,52 25,11 80,90 7,18 18,58
Desafio

Controle 564,41 66,74° 74,97° 24,63 79,52 7,402 18,60
Desafiados 594,52 72,002 87,142 25,32 79,56 6,82° 18,48

Dieta basal+controle 561,45 65,48 75,72 24,57 76,73 7,32 18,86
Dieta basal+desafio 578,77 73,16 87,46 25,11 79,65 6,75 18,13
Simbidtico+controle 567,36 68,00 74,22 24,68 82,32 7.47 18,33
Simbidtico+desafio 610,27 70,83 86,82 25,53 79,47 6,89 18,84

CV% 18,27 15,21 13,60 14,15 20,90 15,40 13,98
Dieta 0,4211 0,9667 0,6457 0,7207 0,4404 0,5531 0,8806
Desafio 0,1966 0,0213 <,0001 0,3493 0,9906 0,0225 0,8477
Dieta x Desafio 0,5818 0,2822 0,8523 0,8322 0,4108 0,9943 0,2932

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes
(p<0,05). CV: comprimento do vilo, LV: largura do vilo, PC: profundidade da cripta, LC: largura da
cripta, ECM: espessura da camada muscularura, VC: relagdo comprimento do vilo:profundidade da
cripta, AA: area de aborgao.

As analises morfométricas da mucosa do jejuno, aos 19 dias de idade (tabela
9), mostraram que a dieta basal resultou em maior comprimento dos vilos
(p<0,0285) em comparacao a dieta suplementada com simbiético, o que pode ser
atribuido a reorganizacado da microbiota ocasionada pelo desafio entérico, somado
a suplementacdo de cepas probidticas, que necessitam de mais tempo para
reorganizagao celular e microbiana intestinal. Em relagdo ao desafio entérico,
observou-se grupo desafio resultou em maior largura do vilo (p=0,0008), maior
profundidade da cripta (p<0,0001), maior largura da cripta (p<0,0001), maior
espessura da camada muscular (p=0,0013), que resultaram em menor relagéo

vilo:cripta (p<0,0001) e menor area de absor¢ao (p<0,0001).
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Tabela 9: Morfometria da mucosa do jejuno de frangos de corte com idade de 19
dias, suplementados ou ndo com simbiotico e submetidos ou ndo a um desafio
enteérico.

CV,um LV,um PC.,um LC.,um ECM,um V:C AA, um?

Dieta

Basal 355,062 51,75 67,41 23,36 75,01 5,34 13,28
Simbidtico 328,54> 5329 67,89 23,70 75,15 5,05 12,61
Desafio

Controle 353,19 50,81° 59,26° 20,52° 70,14° 5,952 14,272
Desafiados 330,42 54,232 76,058 26,552 80,022 4 45° 11,63

Dieta basal+controle 364,49 49,91 59,77 20,45 69,83 6,01 14,45
Dieta basal+desafio 345,63 53,59 75,05 26,27 80,20 4,68 12,12
Simbiodtico+controle 341,89 51,70 58,74 20,59 70,46 5,88 14,09
Simbiotico+desafio 315,20 54,87 77,05 26,82 79,84 4,23 11,14

CV% 16,91 8,63 14,58 12,65 18,68 20,03 19,06
Dieta 0,0285 10,1226 0,8176 0,5903 0,9639 0,1872 0,2055
Desafio 0,0592 0,0008 <,0001 <,0001 0,0013 <,0001 <,0001
Dieta x Desafio 0,7431 0,7960 0,4658 0,7433 0,8670 0,4742 0,5580

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna s&o significativamente diferentes
(p<0,05). CV: comprimento do vilo, LV: largura do vilo, PC: profundidade da cripta, LC: largura da
cripta, ECM: espessura da camada muscularura, VC: relagdo comprimento do vilo:profundidade da
cripta, AA: area de aborgao.

Os resultados da avaliacdo morfométrica de ileo, cinco dias apds o desafio
(tabela 10) indicam que o grupo desafio teve interferéncia em todos os parametros,
exceto no comprimento do vilo. Observa-se diferenga na largura do vilo (p=0,0360),
na profundidade da cripta (p<0,0001), largura de cripta (p<0,0001), espessura da
camada muscular (p=0,0405), na relagéo vilo:cripta (p<0,0004) e area de absorgao
(p<0,0038).

A alteragado da morfometria da mucosa do ileo mostra que o desafio entérico
alterou o equilibrio da microbiota e em resposta houve aumento do diametro em
funcdo dos gases produzidos pelo procesos fermentativo, principalmente em
decorréncia do aumento da presenga de C. Perfringens (PAIVA e MCELROY,

2014), o que explica a redugéo da espessura da camada muscular do ileo.
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Tabela 10: Morfometria da mucosa do ileo de frangos de corte com idade de 19
dias, suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio
entérico.

CV,um LV, pum PC., um LC., um ECM, ym V:C AA, um?

Dieta

Basal 261,72 57,77 63,65 22,80 113,92 4,22 9,94
Simbidtico 249,30 5850 62,17 22,58 111,23 4,09 9,46
Desafio

Controle 251,48 56,87° 57,86° 20,31® 117,942 4 442 10,242
Desafiados 259,55 59,392 67,96° 25,08° 107,20° 3,86° 9,16°

Dieta basal+controle 256,52 57,13 59,37 20,69 121,81 4,40 10,31
Dieta basal+desafio 266,92 58,40 67,93 24,91 106,02 4,03 9,57
Simbidtico+controle 246,44 56,62 56,34 19,92 114,07 4,49 10,17
Simbidtico+desafio 252,17 60,38 67,99 25,25 108,39 3,69 8,76

CV% 15,39 9,69 16,05 15,10 21,88 18,19 17,74
Dieta 0,1316 0,5360 0,4807 0,7559 0,6042 0,4221 0,1871
Desafio 0,3254 0,0360 <,0001 <,0001 0,0405 0,0004 0,0038
Dieta x Desafio 0,7749 0,2952 0,4618 0,4373 0,3305 0,1695 0,3554

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes
(p<0,05). CV: comprimento do vilo, LV: largura do vilo, PC: profundidade da cripta, LC: largura da
cripta, ECM: espessura da camada muscularura, VC: relagdo comprimento do vilo:profundidade da
cripta, AA: area de aborgéo.

Aos 35 dias de idade (tabela 11), trés semanas apds o desafio entérico,
observa-se um processo de regeneragao ja em resolugcdo uma vez que a relagao
vilo:cripta ja ndo foi alterada, em relagdo ao observado aos 19 dias de idade, assim
como pode ser observado uma maior (p<0,0076) area de absorgdo da mucosa do
duodeno e maior (p=0,0064) espessura da camada muscular das aves desafiadas

em relagao ao grupo controle.
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Tabela 11: Morfometria da mucosa do duodeno de frangos de corte com idade de
35 dias, suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio
entérico.

CV, ym LV, ym PC., uym LC., um ECM, um V:C AA, ym?

Dieta

Basal 707,25 77,89 62,85 22,09 81,82 11,20 22,08
Simbidtico 711,68 77,30 63,68 22,64 85,06 11,15 22,41

Desafio

Controle 710,77 81,012 61,19° 22,63 79,33° 11,37 21,33°
Desafiados 708,11 74,30° 65,222 22,12 87,342 10,98 23,152

Dieta basal+controle 703,16 80,67 60,20 22,30 76,98 11,36 21,04
Dieta basal+desafio 710,66 75,35 65,27 21,90 86,25 11,04 23,12
Simbidtico+controle 718,38 81,35 62,19 22,96 81,67 11,38 21,62
Simbidtico+desafio 705,56 73,25 65,17 22,33 88,44 10,92 23,20

CV% 9,80 16,19 10,41 9,46 16,68 16,19 14,58
Dieta 0,7364 0,7869 0,4889 0,2184 0,2346 0,9056 0,6258
Desafio 0,8595 0,0113 0,0039 0,2406 0,0064 0,2995 0,0076
Dieta x Desafio 0,4997 0,5933 0,4432 0,7838 0,6640 0,8517 0,7156

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes
(p<0,05). CV: comprimento do vilo, LV: largura do vilo, PC: profundidade da cripta, LC: largura da
cripta, ECM: espessura da camada muscularura, VC: relagdo comprimento do vilo:profundidade da
cripta, AA: area de aborgéo.

Ja para a morfometria da mucosa do jejuno (Tabela 12), observa-se um
processo ainda mais avangado de regeneragao, uma vez que a unica diferencga
observada foi com relagdo a largura do vilo (p=0,0122), onde os grupos desafiados
apresentaram ainda uma menor largura. E importante ressaltar que aos 19 dias
esse segmento era o mais afetado pelo desafio entérico (Tabela 9). O fato de nao
mais haver diferencas neste parametro aos 35 dias de idade demonstra que houve
recuperacdo da mucosa intestinal devido a reorganizagdo da microbiota
ocasionada pelo tempo de fornecimento do simbidtico as aves. Estes resultados
aliados ao melhor desempenho em termos de conversao alimentar no periodo total,
mais uma vez evidenciam o efeito benéfico de produtos simbidticos quando

utilizados por periodos prolongados.
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Tabela 12: Morfometria da mucosa do jejuno de frangos de corte com idade de 35
dias, suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio
entérico.

CV,um LV,uym PC., ym LC.,ym ECM,um V:C AA, um?

Dieta

Basal 429,23 51,55 51,54 21,01 84,24 8,38 17,52
Simbidtico 415,78 50,64 51,72 20,54 85,12 8,13 17,24
Desafio

Controle 423,64 52532 5155 20,77 84,19 8,27 17,12
Desafiados 420,91 49,56 51,75 20,79 85,26 8,22 17,63

Dieta basal+controle 425,13 53,02 51,92 21,00 85,14 8,22 17,05
Dieta basal+desafio 432,99 50,07 51,18 21,03 83,34 8,53 17,98
Simbidtico+controle 422,15 52,05 51,17 20,54 83,24 8,32 17,19
Simbidtico+desafio 408,84 49,04 52,33 20,55 87,17 7,91 17,29

CV% 17,92 10,86 11,36 9,15 23,17 18,96 17,47
Dieta 0,3929 0,3908 10,8714 0,2396 0,8144 0,4333 10,6771
Desafio 0,8634 0,0122 0,8644 09613 0,7953 0,8816 0,4233
Dieta x Desafio 0,5047 09795 0,4372 09779 0,4856 00,2756 0,5192

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes
(p<0,05). CV: comprimento do vilo, LV: largura do vilo, PC: profundidade da cripta, LC: largura da
cripta, ECM: espessura da camada muscularura, VC: relagdo comprimento do vilo:profundidade da
cripta, AA: area de aborgéo.

Aos 35 dias de idade (tabela 13), observa-se o0 mesmo comportamento da
morfometria da mucosa do ileo em relagdo ao duodeno e jejuno. A menor (p=0,0363)
largura da cripta das aves desafiadas indica que o processo de proliferagéo de células
basais na cripta ja reduziu em fungcdo da melhoria da capacidade de absorgéo, que
resultou em desempenho produtivo superior aos 28 dias de idade (Tabela 7). Essas
observagdes sédo confirmadas pela maior (p=0,0464) relagdo vilo:cripta da mucosa do

ielo das aves desafiadas em relagao as aves controle.
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Tabela 13: Morfometria da mcosa do ileo de frangos de corte com idade de 35 dias,
suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio entérico.

CV,um LV, um PC., ym LC., ym ECM, uym V:C AA, um?

Dieta

Basal 292,83 56,09 49,20 19,59 105,77 5,96 11,96
Simbidtico 291,45 56,00 48,85 19,53 104,19 6,06 12,02
Desafio

Controle 287,69 5561 50,03 19,998 102,28 5,83 11,78
Desafiados 296,40 56,46 48,04 19,14® 107,60 6,182 12,20

Dieta basal+controle 287,33 56,30 49,50 19,68 100,84 5,81 11,63
Dieta basal+desafio 298,10 55,88 48,92 19,51 110,51 6,11 12,29
Simbittico+controle 288,06 54,91 50,56 20,29 103,71 5,86 11,92
Simbidtico+desafio 294,69 57,04 47,15 18,78 104,69 6,26 12,10

CV% 16,64 10,38 12,26 9,90 20,09 13,95 14,75
Dieta 0,8940 0,9281 0,7741 0,8770 0,7362 0,5813 0,8900
Desafio 0,3880 0,4828 0,1094 0,0363 0,2244  0,0464 0,2569
Dieta x Desafio 0,8370 0,2966 0,2522 0,0968 0,3208 0,7605 0,5169

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna sado significativamente diferentes
(p<0,05). CV: comprimento do vilo, LV: largura do vilo, PC: profundidade da cripta, LC: largura da
cripta, ECM: espessura da camada muscularura, VC: relagdo comprimento do vilo:profundidade da
cripta, AA: area de aborgéo.

O desafio entérico nas aves pode ter favorecido maior aderéncia do
patdbgeno na mucosa intestinal bem como a ocorréncia de translocagao bacteriana,
0 que possivelmente ocasionou o enfraquecimento da integridade intestinal seguido
do aumento da taxa de renovagao celular da mucosa intestinal com interferéncia
na taxa de extrusdo, o que repercutiu no aumento da largura dos vilos e da
profundidade da cripta das aves desafiadas, em fungao, da hiperplasia ocasionada
pela atividade mitotica (OHLAND e MACNAUGHTON, 2010).

Ainda, € discutida a possivel perda de funcionalidade do tecido, pois ao
correlacionar os resultados de morfometria da mucosa intestinal aos resultados
zootécnicos, as aves desafiadas, no periodo de 14 a 21 dias, apresentaram menor
ganho de peso, menor consumo de ragao e maior taxa de converséo alimentar em

relacdo as aves controle.

Segundo Maiorka et al. (2004), o desenvolvimento do trato gastrintestinal,
como maturagdo funcional do intestino envolvendo mudancas fisiolégicas e
morfologicas, € dependente da continua renovagao celular da mucosa intestinal a
qual proporcionara o aumento na area de superficie de digestdao e absorcao dos

nutrientes. O maior aproveitamento dos nutrientes ocorre no intestino delgado,
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sendo o duodeno o segmento intestinal com maior densidade e altura de vilos
seguido do jejuno, ambos responsaveis pela maior parte da absorcao intestinal
(UNI et al., 1998). No entanto, qualquer processo de desafio entérico que promova
agressao a mucosa intestinal, influenciara a atividade de reposigéo celular a qual
consumira as reservas energéticas do organismo da ave e da ragao ingerida para
repor o epitélio intestinal Estima-se que 20% da energia bruta consumida pelo
animal é utilizada para a manutengao do epitélio intestinal e estruturas anexas
(MCBRIDE e KELLY, 1990; FURLAN et al., 2004).

Essa recuperacao do epitélio intestinal pode ser observada nas aves
desafiadas ao avaliar os parametros morformétricos no 35° dia, onde taxa de
absorgao do duodeno apresentou melhores resultados evidenciando a recuperagao
da funcionalidade do tecido, possibilitando a melhoria da conversao alimentar.
Ainda, sdo observados a reducdo da largura do vilo o que remete a possivel
diminuicdo da taxa de extrusdo, e maior profundidade de cripta evidenciando a
manutencédo da renovacao epitelial. A espessura da mucosa também apresentou
resultados superiores nos animais desafiados evidenciando maior numero e ou
volume de células intestinais (RENA et al., 2007; ARRUDA et al., 2008; ALEIXO et
al.,2011).

As imagens captadas por microscopia eletrénica de varredura ilustram os
dados ja apresentados anteriormente reforcando que o desafio entérico proposto
foi eficaz e provocou lesdes caracteristicas no epitélio intestinal das aves
desafiadas. A observagdo dos pontos de extrusdo epitelial evidente nas aves
desafiadas (Figura 1 - A) em comparacao as do grupo controle (Figura 1 - B)
refletem os resultados encontrados nos parametros de desempenho e de

morfometria.
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Figura 1: Imagens da mucosa do ileo de aves do grupo controle (B) e do grupo
desafiado (A) 300 x.

A contagem de células PCNA-positivas na cripta da mucosa do jejuno de
frangos de cortes ndo foi afetada pela suplementacédo do simbidtico ou do desafio
entérico (Tabela 14). 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 monoclonais contra antigenos especificos de células proliferativas, e é
uma das formas de fazer a avaliagao da proliferagao celular, permitindo medi¢des
acuradas sem a necessidade da administracdo de nenhuma substancia ao animal
em estudo (RABENHORST et al., 1993).

A rapida proliferagcao de células epiteliais € fundamental na reposigcao do
epitélio intestinal, enquanto que a profundidade da cripta € um indicativo da
capacidade compensatoria ou hiperplasia das células epiteliais em virtude de um
maior nivel de agressao a estrutura morfolégica da mucosa intestinal causada pelo
desafio entérico (UNI et al., 1998).
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Tabela 14: Contagem de células PCNA positivas ha mucosa do jejuno de frangos
de corte com idade de 19 dias, suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos
ou nao a um desafio entérico

Células em mitose/mm?

Dieta

Basal 0,458

Simbidtico 0,436

Desafio

Controle 0,451

Desafiados 0,444

Dieta basal+controle 0,473

Dieta basal+desafio 0,445
Simbidtico+controle 0,430
Simbidtico+desafio 0,443
CV% 33,11

Dieta 0,4654
Desafio 0,8086
Dieta x Desafio 0,5051

Aos 19 dias de idade, foi realizada analise de permeabilidade intestinal, onde
foi observada maior (p<0,0001) permeabilidade nos intestinos das aves desafiadas
(Tabela 15 e Figura 2), o qual corrobora com os resultados obtidos nos parametros
morfométricos cujo desafio entérico implicou em uma obstrugdo da integridade da
parede intestinal possivelmente pela ruptura das jungdes de ocluséo, ocasionando
lesdo da camada continua de células epiteliais. Cabe ressaltar que a integridade
intestinal € um indicador de eficiéncia para a barreira protetora formada pelo TGlI,
que impede a translocacéo paracelular de compostos indesejados, como toxinas
bacterianas e microrganismos do lumen do intestino para a lamina propria e,
posteriormente, para a corrente sanguinea (MORALES-BARRERA, 2016).
Disturbios na integridade intestinal afetam drasticamente a absorgéo dos nutrientes,
resultando em alteragbes da homeostase dos organismos e no metabolismo dos
substratos, comprometendo desde as funcbes eletrofisiolégicas a barreira
intestinal, consequentemente, gerando um déficit nutricional (RODRIGUES et al.,
2016). Esse déficit nutricional pode ser observado com a perda de desempenho
zootécnico nos animais desafiados, particularmente, no periodo do desafio entre o

14° e 0 21° dia de vida dasaves.
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Tabela 15: Niveis séricos de FITC-d de frangos de corte com idade de 19 dias,
suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio entérico.

FITC-d (ug/mL)

Dieta

Basal 0,248
Simbidtico 0,265
Desafio

Controle 0,230°
Desafiados 0,2842
Dieta basal+controle 0,224
Dieta basal+desafio 0,276
Simbidtico+controle 0,237
Simbidtico+desafio 0,292
CV% 13,49
Dieta 0,2149
Desafio <,0001
Dieta x Desafio 0,8665

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna sé&o significativamente diferentes (p
<0,05)
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Figura 2: Concentracdo sérica do marcador FITC-Dextran administrado oralmente.
Maiores concentragdes soroldgicas indicam maior permeabilidade intestinal Cada ponto
do gréfico representa uma amostra, a linha vertical representa o desvio padrao amostral
e alinha

Aos 19 e 35 dias de idade foi avaliada a integridade intestinal, a partir dos
parametros de tensao, elasticidade e dureza (Tabela 16). Aos 19 dias de idade, 5
dias ap6s o desafio entérico, ndo foram observadas diferencas significativas para o
desafio ou para as dietas experimentais. Porém, quando observados os mesmos
parametros aos 35 dias de idade, os grupos que receberam aditivo simbi6tico
demonstraram maior for¢a de tensao (p=0,0067), maior elasticidade (p=0,0257) e

maior dureza (p=0,0134), evidenciando que o uso de simbidtico promoveu melhoria
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de qualidade intestinal quando usado por tempo prolongado.

Tabela 16: Tensao, elasticidade e dureza de intestino de frangos de corte aos 19 e
35 dias suplementados ou ndo com simbidtico e submetidos ou ndo a um desafio
entérico.

Tensao, kg Elasticidade, mm Dureza, kg/seg.
Dieta 19 dias
Basal 0,246 37,42 1,846
Simbidtico 0,254 37,38 1,944
Desafio
Controle 0,262 37,36 1,994
Desafiados 0,238 37,43 1,793
Dieta basal+controle 0,251 38,45 1,883
Dieta basal+desafio 0,241 36,43 1,807
Simbidtico+controle 0,275 36,23 2,110
Simbidtico+desafio 0,235 38,58 1,779
CV% 25,06 32,79 28,43
Dieta 0,4944 0,9897 0,3753
Desafio 0,0560 0,9502 0,0719
Dieta x Desafio 0,2438 0,4007 0,2577
Dieta 35 dias
Basal 0,515° 34,71° 3,405°
Simbidtico 0,615 39,832 4,076
Desafio
Controle 0,571 36,50 3,587
Desafiados 0,558 38,23 3,868
Dieta basal+controle 0,505 32,73 3,235
Dieta basal+desafio 0,525 36,69 3,581
Simbidtico+controle 0,637 39,95 3,990
Simbidtico+desafio 0,592 39,70 4,155
CV% 31,26 28,10 33,60
Dieta 0,0067 0,0257 0,0134
Desafio 0,7290 0,4115 0,3338
Dieta x Desafio 0,3722 0,3527 0,7332

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna s&o significativamente diferentes
(p<0,05).

A eficacia dos probiéticos depende de varios fatores, como a composi¢ao da
mistura, o momento em que eles sdo administrados e a origem dos microrganismos.
Parece que a eficacia das culturas probidticas € maior quando contém um maior
numero de géneros (CHAMBERS e GONG, 2011). Da mesma forma, a origem afeta
a eficacia. Segundo Clavijo e Florez (2018), cepas isoladas diretamente do intestino
de frango sdo mais eficazes do que os de outras fontes. Além disso, a composigao
do probiotico pode ser benéfica para desafios entéricos especificos e seu efeito

depende de quando sdo administrados e de que forma e quando s&o avaliados os
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efeitos na regeneragcéo da mucosa intestinal.

CONCLUSAO

A suplementagcdo da dieta com o simbidtico resultou em maior ganho de
peso nas duas primeiras semanas de vida das aves, previamente ao desafio
experimental.

O desafio experimental proposto alterou a permeabilidade e a integridade da
mucosa intestinal das aves.

A suplementacéo da dieta com o simbidtico resultou em melhor conversao
alimentar no periodo de 1 a 28 dias de idade das aves, independentemente do
desafio experimental. Aos 35 dias de idade, a suplementagdo com o simbidtico
resultou em recuperacgao da integridade da mucosa intestinal e da for¢a de ruptura
e dureza e elasticidade da mucosa intestinal do jejuno das aves.

A suplementacgéo de dietas para frangos de corte com simbidtico deve ser
de forma continua para assegurar a colonizagdao e o equilibrio da microbiota e

resultar em melhor desempenho produtivo.

CONSIDERAGOES FINAIS

Fica evidente que o produto simbidtico atuou satisfatoriamente antes do
desafio entérico, fato comprovado pelos melhores resultados de conversao
alimentar e peso aos 14 dias, assim como no periodo total do experimento,
compreendido até 28 dias. Porém, apds o desafio experimental realizado aos 16 e
18 dias de idade e até 1 semana apods, nao foi possivel verificar resultados
satisfatérios a favor do referido aditivo. Ao analisar-se o periodo de 1 a 28 dias
houve menor consumo de ragao, com melhor conversao alimentar, o que leva ao
entendimento de que houve menor investimento para se obter o mesmo peso final.
Para melhoria do ganho de peso, talvez fosse necessario maior tempo de consumo
para que a reorganizacao da microbiota fosse adequada, além disso o fato de

administrar-se cepas probidticas bacterianas, além da quantidade de E. coli
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recebida pelo desafio, pode ter ocasionado uma super estimulacdo do sistema
imune, com extremo gasto energético e, consequentemente, perda no
desempenho.

Outro ponto interessante diz respeito ao desafio entérico, o qual foi realizado
a partir da segunda semana de vida, com Escherichia coli. O desafio foi extremo e
ficou evidenciado pela qualidade intestinal ruim observada a necropsia das aves
desafiadas, assim como foi possivel observar que as fezes estavam extremamente
aquosas e com presenga de descamacéo intestinal. Algo interessante a se observar
€ que a nivel comercial geralmente os problemas com este tipo de bactéria sdo
mais precoces, na primeira semana de vida das aves, e, a partir da segunda
semana geralmente a principal preocupagdo é com relacdo a clostridioses.
Portanto, € possivel que o desenho atual dos aditivos desta categoria estejam
direcionados a atuarem melhor contra Clostridium pois o mesmo ocorre mais
tardiamente. Além disso, o aditivo, nesta fase, ja teria maior tempo de atuacao,
quando administrado via dieta. Também deve ser acrescentado o fato da nao
utilizagdo de nenhum tipo de promotor de crescimento ou anticoccidiano na dieta,
€ que a partir do momento de exposicdo ao desafio entérico, houve predisposicao
para atuacido de Eimerias, que podem ocasionar coccidioses. Aditivos nutricionais
dificilmente atuam contra coccidiose.

A partir do exposto, portanto, em caso de repeticdo ou realizacdo de
experimentagdo com modelos similares, seria interessante que os parametros
fossem mensurados até os 42 dias de vida das aves, de modo que a reorganizagao
da microbiota tenha tempo para acontecer, assim como o ganho compensatorio
apos a super estimulacdo do sistema imune. Assim como avaliar a utilizagcdo de
anticoccidiano na dieta seria algo interessante, ou, ainda, adicionar mais
tratamentos que possibilitem a adigdo de promotores de crescimento e/ou
anticoccidianos. Outro ponto de importancia seria avaliacao intestinal no momento
da necropsia, podendo ser realizada avaliacdo de escores de lesédo, assim como

raspados intestinais para verificagao de presencga e contagem de eimerias.

REFERENCIAS

ARRUDA A.V.M., FERNANDES R.T.V., SILVA J.M., LOPES D.C. Avaliagdo morfo-



73

histologica da mucosa intestinal de coelhos alimentados com diferentes niveis de
fontes de fibra. Revista Caatinga, Mossoro, v.21, n.2, p.01-11, 2008.

ALEIXO V.M., PRESSINOITI L.N., CAMPOS D.V.S., MENEZES-ALEIXO R.C.
Histologia, histoquimica e histometria do intestino de jacaré-do-Pantanal criado em
cativeiro. Pesq. Vet. Brasil., Cuiaba, v.31, n.12, p. 1120-1128, 2011.

BRENES A., ROURA E. Essential oils in poultry nutrition: Main effects and modes
of action. Animal Feed Science and Technology, v. 158, p. 1-14, 2010.

CALIK A., ERGUN A. Effect of lactulose supplementation on growth performance,
intestinal histomorphology, cecal microbial population, and short-chain fatty acid
composition of broiler chickens. Poultry Science. 94(9):2173-2182, 2015.

CHAMBERS J.R., GONG J. The intestinal microbiota and its modulation for
Salmonella control in chickens. Food Research International. 44:3149-3159,
2011.

CIURESCU G., DUMITRU M., GHEORGHE A., UNTEA A.E., DRAHICI R. Effect of
Bacillus subtilis on growth performance, bone mineralization, and bacterial
population of broilers fed with different protein sources. Poultry Science.
99:11,5960-5971, 2020.

CLAVIJO V., FLOREZ M.J.V. The gastrointestinal microbiome and its association
with the control of pathogens in broiler chicken production: A review. Poultry
Science. 97:1006-1021, 2018.

EL-SAWAH A.A., DAHSHAN A.L.H., EL-NAHASS E., EL-MAWGOUD A.E.
Pathogenicity of Escherichia coli O157 in commercial broiler chickens. Beni-Suef
University Journal of Basic and Applied Sciences, 7:4. P620-625, 2018.

FURLAN R.L., MACARI M., LUQUETTI B.C. Como avaliar os efeitos do uso de
prebiéticos, probiéticos e flora de exclusao competitiva. Anais. V Simpdsio
Técnico de Incubacao, Matrizes de Corte e Nutricdo. Balneario Camboriu, SC, 2004

GOTTARDO E.T., PROKOSKI K, HORD D, VIOTT A.D., SANTOS T.C.,
FERNANDES J.I.M. Regeneration of the intestinal mucosa in Eimeria and E. coli
challenged broilers suplemented with amino acids. Poultry science 95 (5), 1056-
1065, 2016.

HMANI H., DAOUD L., JLIDI M., JALLELI K., ALI M.B., BRAHIM A.H., BARGUI M.,
DAMMAK A. A Bacillus subtilis strain as probiotic in poultry: selection based on in
vitro functional properties and enzymatic potentialities. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology, 44: 8, p1157-1166, 2017.

HE X., LU Z., MA B., ZHANG L., LI J., JIANG Y., LI J., JIANG Y., ZHOU G.H., GAO
F. Effects of chronic heat exposure on growth performance, intestinal epithelial
histology, appetite-related hormones and genes expression in broilers. Journal
Science Food and Agriculture;98(12):4471-4478, 2018.



74

HOFACRE C.L., REYNOLDS D., MATHIS G., BRETTS L., OLLIS N., SMITH J.
Effect of a Competitive Exclusion Culture in a Necrotic Enteritis Challenge Model in
Broilers. Journal of Applied Poultry Research, v. 28, n. 2, p. 350-355, 2019.

KEERQIN C., MORGAN N., WU S.B., SWICK R.A., CHOCT M. Dietary inclusion of
arabinoxylo- oligosaccharides in response to broilers challenged with subclinical
necrotic enteritis. British Poultry Science 58(4):418-424, 2017.

KISIELINSKI K., WILLIS S., PRESCHER A. A simple new method to calculate small
intestine absorptive surface in the rat. Clin. Exp. Med., v.2, p.131-135, 2002.

LEITE P.R.S.C., OLIVEIRA H.B., SOUZA V.B.L., ROCHA F.O., OLIVEIRA T.H.
Probiotic and synbiotic in broiler diet: performance and Enterobacteriaceae. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. v.72, n.6, p.2365-2372, 2020

LEKSHMI M., AMMINI P., KUMAR S., VARELA M.F. The food production
environment and the development of antimicrobial resistance in human pathogens
of animal origin. Microorganisms 5(1):11, 2017.

MAY., WANG W., ZHANG H., WANG J., ZHANG W., GAO J., WU S., QI G.
Supplemental Bacillus subtilis DSM 32315 manipulates intestinal structure and
microbial composition in broiler chickens. Scientific Reports 8(1):15358, 2018.

MAIORKA A., SANTIN E., DAHLKE F., BOLELI I.C., FURLAN R.L., MACARI M.
Posthatching water and feed deprivation affect the gastrointestinal tract and
intestinal mucosa development of broiler chicks. The Journal of Applied Poultry
Research, v. 12, n. 4, p. 483-92, 2003.

MAIORKA A. Impacto da saude intestinal na produtividade avicola. In: Simpdsio
Brasil Sul de Avicultura, 2004, Chapecé. Anais, p. 119-129.

MAPA. Instrucdo Normativa Numero 1. Diario Oficial da Uniao, 2020.

McBRIDE B.W., KELLY J.M. Energy cost of absorption and metabolism in the
ruminant gastrointestinal tract and liver: a review. Journal of Animal Science, v.
68, n. 9, p. 2997-3010, 1990.

MORALES-BARRERA E., CALHOUN N., LOBATO-TAPIA J.L., LUCCA V.,
PRADO-REBOLLEDO O. Risks involved in the use of enrofloxacin for Salmonella
enteritidis or Salmonella heidelberg in commercial Frontiers in Veterinary
Science. 3. 2016.

NAKPHAICHIT M., THANOMWONGWATTANA S., PHRAEPHAISARN C,,
SAKAMOTO N., KEAWSOMPONG S., NAKAYAMA J., NITISINPRASERT S. The
effect of including Lactobacillus reuteri KUB-ACS5 during post-hatch feeding on the
growth and ileum microbiota of broiler chickens. Poultry Science. 90(12):2753-65,
2011.

OHLAND C.L., MACNAUGHTON W.K. Probiotic bacteria and intestinal epitelial



75

barrier function. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver
Physiology, v. 298, n. 6, p. G807- G19, 2010.

PAIVA D., MCELROY A. Necrotic enteritis: Applications for the poultry industry.
Journal of Applied Poultry Research. 2014, 23, 557-566.

POURABEDIN M., GUAN L., ZHAO X. Xylo-oligosaccharides and virginiamycin
differentially modulate gut microbial composition in chickens. Microbiome 3(1):15,
2015.

RABENHOSRT S.H. Detec¢do imunohistoquimica do PCNA como marcador da
atividade proliferativa em linfomas nao -hogkin: estudo de correlagdo com as
classificagdes morfolégicas. Botucatu, SP; s.n; 1993. 100 p. ilus, tab., 1993.

RENA C.1., SILVA AL.,, BARRA AA., FURTADO M.C.V., RENA R.L. Alteragdes
morfométricas da musculatura dos musculos longitudinal e circular de ratos
submetidos a criacdo de piloros no intestino delgado. Revista do Colégio
Brasileiro de Cirurgides. V. 34, n.1, p 41-47, 2007.

RODRIGUES F.A.P., MEDEIROS P.H.Q.S., PRATA M.M.G., LIMA A.A.M.
Fisiologia da Barreira Epitelial Intestinal, p. 441 -478. In: Sistema Digestoério:
Integragao Basico-Clinica. Sao Paulo: Blucher, 2016.

SAS INSTITUTE INC. System for Microsoft Windows, Release 9.2, Cary, NC, USA,
2002-2008.

UNI Z., PLATIN R., SKLAN D. Cell proliferation in Chicken intestinal epithelium
occurs both in the crypt and along the villus. Journal of Comparative Physiology
B. 168:241-247, 1998.

WANG H., NI X, QING X, LIU L., LAl J., KHALIQUE A., LI G., PAN K., JING B.,
ZENG D. Probiotic enhanced intestinal immunity in broilers against subclinical
necrotic enteritis. Frontiers in Immunology 8:1592, 2017.

WHELAN R.A., DORANALLI K., RINTTILA T., VIENOLA K., JURGENS G.,
APAJALAHTI J. The impact of Bacillus subtilis DSM 32315 on the pathology,
performance, and intestinal microbiome of broiler chickens in a necrotic enteritis
challenge. Poultry Science 98(9):3450-3463, 2018.



