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RESUMO GERAL

Prebiodticos e pos-bidticos sdo compostos adicionados a dieta animal com o intuito de substituir
os antibioticos, visando manter bons resultados de desempenho e melhorar a satide intestinal.
Dessa forma, objetivou-se com o estudo avaliar os efeitos da adi¢do de um prebiotico € um pods-
bidtico (Actigen® e Viligen™, respectivamente) sobre o desempenho, morfometria intestinal e
expressdo de genes associados ao transporte de nutrientes e a resposta imunitaria em frangos de
corte. Um total de 1400 pintos de corte (Cobb 500) de um dia de idade foram aleatoriamente
distribuidos em cinco tratamentos, com oito repeti¢des e 35 aves por unidade experimental. Os
tratamentos avaliados foram: Controle negativo (CN; sem antibidtico); Controle positivo (CN
+ antibiotico); CN + Prebiotico (0,4 kg/ton); CN + Pos-bidtico (1,0 kg/ton); Prebiotico (0,4
kg/ton). O consumo de racdo s foi influenciado pelos tratamentos na idade de 1 a 21 dias
(p=0,06), onde a utilizacdo do antibidtico resultou em maior consumo de racdo. As dietas que
continham prebidtico e pds-bidtico isoladamente apresentaram maior ganho de peso na fase de
22 a 42 dias. A conversdo alimentar aos 42 dias foi melhor para as aves que receberam os
aditivos de forma isolada. A contagem de oocistos de Clostridium perfringens na cama do
aviario para os tratamentos com a adi¢do de aditivos declinou @ medida que houve um avango
na idade das aves. A utilizacdo dos aditivos proporcionou aumento nas vilosidades duodenais,
quando administrados de forma isolada, e nas vilosidades ileais, quando administrados de forma
combinada, ndo havendo efeito dos tratamentos nas vilosidades do jejuno (p=0,496). A
profundidade da cripta e a relagdo vilo:cripta duodenal foram melhores para os dois tipos de
aditivos. O prebidtico proporcionou menor profundidade da cripta e melhor relagdo vilo:cripta
no jejuno e ileo. Nao houve efeito dos tratamentos para a expressao dos genes receptor Toll-
Like 2 (ILR2), Interleucina 1 beta (/LI-f) e Interleucina 2 (/L2), assim como para a expressao
do transportador de glicose 2 (GLUT2). A expressao do gene transportador de glicose

dependente de so6dio (SGLT) foi maior no controle negativo. A utilizacdo dos prebioticos e



pos-bidticos, de forma isolada ou combinada, resultou na maior expressio do gene
transportador de aminodcidos neutros e catidnicos (y+LAT2). Portanto, o uso do prebiotico e
do pds-bidtico, de forma isolada, promovem beneficios no desempenho animal, morfologia

intestinal ¢ expressdao de genes associados ao transporte de nutrientes.

Palavras-chave: Antibidticos; genes; resposta imune.



INTRODUCAO GERAL

O uso de antibidticos como promotores de crescimento na avicultura industrial
contribuiu para o avango produtivo observado neste setor nas ultimas décadas. Entretanto,
existe uma preocupac¢ao quanto ao seu uso na nutricdo animal estar relacionado a resisténcia
bacteriana apresentada contra alguns antibioticos utilizados na medicina humana. Acredita-se
que as bactérias resistentes poderiam contaminar os seres humanos tanto pelo contato direto
com animais quanto pela ingestdo de alimentos contaminados (NESSE et al. 2019). Devido a
esse cenario, a Unido Europeia, um dos maiores importadores de carne de frango, decidiu
eliminar gradualmente e, finalmente, proibir, no ano de 2006 a comercializacdo e o uso de
antibidticos como promotores de crescimento em dietas para animais (CASTANON, 2007).

Diversos aditivos vém sendo estudados como alternativas aos antibidticos, tais como 0s
prebidticos, probidticos, simbidticos e pos-bidticos. Gilbson et al. (2017) definiram os
prebidticos como substratos utilizados seletivamente por microrganismos que conferem
beneficios a satde do hospedeiro. Entre as substancias frequentemente estudadas na familia dos
prebidticos estdo os constituintes da parede celular de leveduras, como a Saccharomyces
cerevisiae, que ¢ constituida basicamente por -glucana (35-55%), mananoproteina (30-50%)
e quitina (2-6%) (KLIS et al. 2006). Melhorias na fun¢do intestinal, ganho de peso e conversao
alimentar foram observadas com o uso de prebidticos derivados da parede de leveduras nas
dietas de frangos de corte (AL-KHALAIFA et al. 2019), assim como a diminui¢do de patdégenos
como o Clostridium perfringens, bactéria responsavel por perdas significativas nos avidrios (LI
et al. 2017).

Os constituintes da parede celular de leveduras também podem influenciar na
modulacdo do sistema imunologico devido a sua estrutura possuir padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) que estimulam, por meio de receptores presentes nas células
de defesa do organismo, a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, influenciando diretamente
na resposta imunitaria das aves (PAUL et al. 2013; BROOM e KOGUT, 2018).

Atualmente, foi criado o termo “pds-bidtico” para denominar os produtos (ou
subprodutos) do metabolismo microbiano, seja através da sua atividade fermentativa ou apds
sua morte (AGUILAR-TOALA, 2018). Entre os principais produtos do metabolismo
microbiano estdo os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o acido butirico, que
representa uma importante fonte de energia para células que revestem as vilosidades intestinais
(ELGEDDAWY et al. 2020). Teoricamente, o estimulo ao desenvolvimento das vilosidades

intestinais acarreta em maior area de superficie para absor¢do de nutrientes, fator este que



Vi

influencia diretamente no aumento da absor¢ao de nutrientes, resultando em melhorias no
ganho de peso e conversdo alimentar. Além dos produtos da fermentagdo microbiana existem
também os substratos presentes na biomassa microbiana, como o proteinato de zinco, que
desempenha forte acdo antimicrobiana, ajudando a manter a integridade intestinal
(BORTOLUZZI et al. 2019). Entretanto, existem poucas informacdes na literatura a respeito
dos produtos e subprodutos do metabolismo microbiano na nutri¢do animal.

Dessa forma, objetivou-se com o estudo avaliar a suplementacio de prebidticos sobre o
desempenho, morfometria intestinal e expressao de genes associados ao transporte de nutrientes

¢ a resposta imune em frangos de corte.
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Efeito de fracdes ricas em mananas e mistura de butirato de sédio e proteinato de
zinco sobre o desempenho, morfometria intestinal e expressao génica em frangos
de corte

M. A. S. Silva?, C. O. Brito?

Departamento de Zootecnia, Universidade Federal de Sergipe, Avenida Marechal

Rondon, S/N, Jardim Rosa Elze, 49100-000, Sao Cristovao, Sergipe, Brasil

Resumo

Objetivou-se com o estudo avaliar os efeitos da adicdo combinada ou ndo de um
prebidtico (Actigen®) e pos-biotico (Viligen™) sobre o desempenho, morfometria
intestinal e expressdo de genes associados ao transporte de nutrientes e a resposta
imunitaria em frangos de corte. 1400 pintos de corte (Cobb 500) de um dia de idade foram
aleatoriamente distribuidos em cinco tratamentos, com oito repeticdes e 35 aves por
unidade experimental. Os tratamentos avaliados foram: Controle negativo (CN; sem
antibiotico); Controle positivo (CN + antibidtico); CN + Prebiotico (0,4 kg/ton); CN +
Pos-bidtico (1,0 kg/ton); Prebidtico (0,4 kg/ton). O consumo de ragdo sé foi influenciado
pelos tratamentos na idade de 1 a 21 dias (p=0,006), onde o tratamento contendo
antibidtico resultou em maior consumo de racao. A utilizagdo isolada do pos-bidtico e do
prebiotico resultou em maior ganho de peso na idade de 22 a 42 dias. A conversao
alimentar aos 42 dias foi melhor para as aves que receberam pos-bidtico e o prebiodtico de
forma isolada. A contagem de oocistos de Clostridium perfringens (C. perfringens) na
cama do aviario declinou a medida que houve um avango na idade das aves com a
utilizagdo do pds-biodtico e do prebidtico, juntos ou individuais. A utilizagao dos aditivos
proporcionou aumento nas vilosidades duodenais quando administrados de forma isolada

e nas vilosidades ileais, quando administrados de forma combinada, ndo havendo efeito
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nas vilosidades do jejuno (p=0,496). A profundidade da cripta e a relagdo vilo:cripta
duodenal foram melhores para os dois tipos de prebidticos. O Prebidtico proporcionou
menor profundidade da cripta e melhor relagdo vilo:cripta no jejuno e ileo. Houve
diferencga significativa entre os tratamentos na expressao do gene transportador de glicose
dependente de sodio (SGLTT), sendo mais expressivo no controle negativo. Houve uma
maior expressdo do gene transportador de aminoacidos neutros e catidnicos (y+LAT-2)
com a adi¢do isolada ou combinada do prebidtico e do pos-biotico. A utilizagdo dos
aditivos naturais, de forma isolada, promove beneficios no desempenho de crescimento,

morfologia intestinal ¢ expressdo de genes associados ao transporte de nutrientes.

Palavras-chave: Antibioticos; promotores de crescimento; genes; resposta imune

Introducio

O uso de antibidticos como promotores de crescimento na dieta animal foi
proibido na Unido Europeia em 2006 (Castanon, 2007) e, posteriormente, limitado nos
Estados Unidos (Departamento de Satde e Servigos Humanos, 2015) devido ao seu uso
estar associado a resisténcia bacteriana a medicamentos, podendo ser passada para
humanos (Sweeney et al., 2018; Tania et al., 2018). Dessa forma, se faz necessario o
desenvolvimento de produtos alternativos ao uso de antibioticos na dieta animal, visando
a melhoria ou manuten¢do do desempenho das aves proporcionado pela utilizagdo de
antibidticos, acdo atribuida quando estes fazem o controle de microrganismos
patogénicos.

Dentre as possibilidades, destacam-se os prebioticos, que sdo definidos como
substratos utilizados seletivamente por microrganismos que conferem beneficios a satde

do hospedeiro (Gilbson et al., 2017). Entre uma alta variedade de compostos que possuem
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acdo prebidtica, estd a parede celular de leveduras, como a Saccharomyces cerevisiae,
que ¢ constituida principalmente por B-glucana (35-55%), mananoproteina (30-50%) ¢
quitina (2-6%) (Klis et al. 2006). Pesquisas demonstraram que a suplementacao com esses
componentes proporcionou aumento do ganho de peso, melhorias na morfometria
intestinal ¢ reducdo de patdgenos, como o Clostridium perfringens (Kim et al., 2011;
Allaart et al., 2013; Hajiaghapour e Rezaeipour, 2018).

Além disso, derivados da parede celular de levedura possuem a capacidade de
modular o sistema imunolégico por possuirem em sua estrutura padroes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) que estimulam, por meio de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), a producdo de citocinas pro-inflamatorias,
aumentando assim a resposta imune (Paul et al. 2013; Broom e Kogut, 2018).

Recentemente foi criado o termo “pds-bidtico” para designar fatores soluveis
(produtos ou subprodutos) secretados por bactérias vivas ou liberados apds a lise
bacteriana (Aguilar-Toal4, 2018), os quais fornecem beneficios ao hospedeiro através da
bioatividade adicional. O butirato de sddio, produto natural do metabolismo microbiano,
representa uma das principais fontes para o desenvolvimento das células epiteliais que
revestem o intestino, estimulando assim o desenvolvimento das vilosidades intestinais
(Ahsan et al. 2016). Wu et al. (2018) relataram que a adigao de 4cido butirico na dieta das
aves proporcionou melhorias na satde intestinal, refletindo diretamente no desempenho
dos animais. J& o proteinato de zinco, constituinte da biomassa bacteriana, desempenha
um importante papel no controle dos danos causados por patégenos como o Clostridium
perfringens, ajudando a manter a integridade intestinal e a saude geral das aves
(Bortoluzzi et al. (2019). Entretanto, sdo escassas as informagdes na literatura a respeito

dos beneficios ocasionados pelos pos-bidticos na nutricdo animal.



75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

%94

95

96

97

98

99

Portanto, objetivou-se com o estudo avaliar a suplementacdo de prebioticos
combinados ou ndo sobre o desempenho animal, morfometria intestinal e expressao de
genes associados ao transporte de nutrientes e a resposta imune em frangos de corte.

Material e métodos

Animais, delineamento experimental e dietas

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais de Produgdo (CEPAP) da Universidade Federal de
Sergipe, Brasil, sob protocolo de n® 21/2019.

O experimento foi realizado nas instalacdes da empresa Asa Branca Alimentos,
localizada no municipio de Sao Cristovao - SE, Brasil. Todas as técnicas de criagdo
adotadas seguiram o manual de criagdo da linhagem utilizada (Cobb-Vantress, 2008). Um
total de 1400 pintos de corte Cobb, machos e f€meas, com um dia de idade, foram alojados
em boxes com pisos de concreto e cama de maravalha reutilizada por quatro ciclos de
producdo. Cada boxe com 4m? representou uma unidade experimental.

As aves foram distribuidas aleatoriamente em cinco tratamentos com o0ito
repetigdes de 35 aves (20 fémeas e 15 machos) por unidade experimental. Os tratamentos
adotados foram dietas Controle negativo (CN), sem antibidtico; Controle positivo, com
uso de antibiotico (CP); CN + Viligen™ (1,0 kg/ton); CN + Actigen® (0,4 kg/ton) e CN
+ Viligen™ (1,0 kg/ton) + Actigen® (0,4 kg/ton). O Viligen™ ¢ composto de butirato de
sodio, levedura hidrolisada e proteinato de zinco, enquanto que o Actigen® é composto
por fragdes ativas de mananas derivadas da parede celular de Saccharomyces cerevisiae,
ambos desenvolvidos pela Alltech Inc., Nicholasville, Kentucky, USA. A utiliza¢do dos
antibioticos seguiu o protocolo de uso de antibidticos da empresa, que usa o Bacitracina
de Metileno Disalicilato (55 ppm) na fase de 1 a 21 dias de idade e o Virginiamicina (15

ppm) na fase de 1 a 42 dias.
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As dietas experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de soja para

atender as exigéncias nutricionais das aves durante todo o periodo experimental de acordo

com as recomendagdes de Rostagno et al. (2017), sendo preparadas dietas para as idades

pré-inicial (1 a 7 dias), inicial (8 a 21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 42

dias) (Tabela 1). Tanto os antibidticos como os aditivos naturais utilizados foram

adicionados as dietas basais em substitui¢do parcial ao amido de milho.

Diariamente a temperatura e a umidade relativas do ar foram aferidas por meio de

termdmetros posicionados em diferentes pontos do galpao (frente, meio e final) e na altura

das aves. As temperaturas médias obtidas durante o periodo experimental foram a maxima

de 31°C e a minima de 24°C, para manter o conforto térmico das aves, quando necessario

ventiladores eram acionados.

Tabela 1. Dietas do controle negativo para as idades experimentais

I di Idades, dias

ngredientes 1a7 8a2l 22a35 36242
Milho 57,28 59,53 67,21 69,98
Farelo de soja (45,5%) 37,83 31,11 25,11 25,84
Soja integral extrusada - 5,77 4,71 -
Farinha de carne e ossos 42% 1,55 0,91 0,28 -—
Gordura de aves 0,41 -—- -— 1,69
Sal comum 0,57 0,54 0,52 0,47
Calcario calcitico 1,18 1,17 1,15 1,14
Bicarbonato de sédio 0,24 0,18 0,18 0,18
Biolys® 55 0,19 0,14 0,25 0,15
DL-Metionina 0,32 0,27 0,24 0,20
Treonina 0,04 0,01 0,01 0,01
Allzyme® SSF 0,05 0,05 0,05 0,05
Anticoccidiano' 0,05 0,05 0,03 0,03
Premix vitaminico® 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix mineral® 0,10 0,08 0,07 0,06
Amido* 0,14 0,14 0,14 0,14
Composigdo calculada %

Energia metabolizavel (kcal/kg) 3000 3080 3150 3220
Proteina bruta 24,00 22,80 20,00 18,60
Extrato etéreo 2,85 3,55 3,57 4,37
Fibra bruta 3,02 3,44 3,76 3,65
Calcio 0,970 0,880 0,770 0,719
Fosforo total 0,541 0,488 0,405 0,369
Foéstoro disponivel 0,435 0,393 0,344 0,321
Potassio 0,757 0,622 0,502 0,517
Sodio 0,230 0,220 0,210 0,190
Arginina digestivel 1,544 1,465 1,260 1,170
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Isoleucina digestivel 0,980 0,933 0,813 0,762

Lisina digestivel 1,330 1,230 1,120 1,000
Metionina digestivel 0,662 0,598 0,538 0,480
Met+Cis digestivel 0,987 0,910 0,820 0,750
Treonina digestivel 0,880 0,810 0,720 0,671
Triptofano digestivel 0,277 0,263 0,226 0,211
Leucina digestivel 1,806 1,739 1,570 1,495
Valina digestivel 1,019 0,976 0,858 0,805

! Anticoccidiano: Semduramicina + Nicarbazina nas idades de 1 a 21 dias e Diclazuril 0,5% de 22 a 42 dias
2Premix vitaminico: Acido folico 800mg, 4cido pantoténico 12.000 mg, selenito de sodio 250 mg, vitamina
A 9.000 UL, vitamina Bl 1500 mg, vitamina B12 mg, vitamina B2 6.000 mg, vitamina B6 3.000 mg,
vitamina D3 2.500 UI, vitamina E 20.000 UI, acido nicotinico 25.000 mg, vitamina K3 2500 mg, biotina
60 mg, veiculo g.s.p. 1000g.

3Premix mineral: Sulfato de ferro 100 mg, sulfato de cobre 20 mg, 6xido de zinco 100 mg, oxido de
manganés 160 mg, cobalto 2 mg, iodato de célcio 2 mg, veiculo g.s.p. v 1000g.

4 Nos tratamentos medicados foi utilizado 55 ppm de Bacitracina de Metileno Disalicilato na idade de 1 a
21 dias e 15 ppm de Virginiamicina de 22 a 42 dias. Nos demais tratamentos o prebidtico (Actigen®) € o
pos-bidtico (Viligen™). Ambos aditivos foram usados em substitui¢do parcial ao amido.

Contagem de oocistos de C. perfringens e escore de lesdo intestinal

Aos 7, 21 e 42 dias, amostras da cama do aviario foram coletadas, armazenadas a
-18°C e posteriormente enviadas ao laboratdrio para contagem de oocistos de C.
perfringens. As contagens foram realizadas de acordo com a ISO (International
Organization for Standardization) — ISO 15213 (2003), ISO 7937 (2004), ISO 6887-1
(2017) e ISO 7218-1 (2013).

Para avalia¢do de lesdes intestinais, oito aves por tratamento foram selecionadas
aos 42 dias de idade, abatidas e o trato digestorio que foi cuidadosamente removido e
aberto por incisdo longitudinal. As lesdes da enterite necrotica foram pontuadas de 0 a 4,
seguindo o procedimento de Prescott et al. (1978). As lesdes foram classificadas da
seguinte forma: 0, auséncia de lesdes macroscopicas; 1, parede intestinal fina ou friavel,
2, presenca de necrose ou ulceragdes focais; 3, lesdes maiores de necrose; e 4, necrose

severa e extensa, tipica de quadros clinicos.

Morfometria intestinal
Aos 42 dias, seis aves por tratamentos foram abatidas e amostras do duodeno,

jejuno e ileo foram coletadas, lavadas com cloreto de sodio a 0,9%, para remoc¢ao da
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ingesta armazenada e fixadas em formalina tamponada a 10% por 24 horas. Apos esse
periodo, a solu¢do de formalina foi substituida por alcool 70%, sendo mantidas desta
forma até o momento da preparacdo das laminas.

As amostras intestinais foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Sec¢des transversais de cinco um de
espessura foram cortadas e a cada 12 se¢des foram coletadas. Posteriormente, os cortes
histolégicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). As imagens histologicas
foram capturadas utilizando o microscopio Optico P1 Olympus BX 50 acoplado a uma
camera Olympus PMC 35 B, na objetiva 4x. As mensuragdes morfométricas do duodeno,
jejuno e ileo foram realizadas por meio do sistema de analise de imagem computadorizada
Image Pro Plus versdo 4.0 (Média Cibertecnics). De cada uma das se¢des intestinais,
foram medidos 10 vilos intactos. A altura das vilosidades (um) foi medida da regido
apical das vilosidades até a juncdo vilo/cripta, e a profundidade da cripta foi definida
como a profundidade da invaginagdo entre duas vilosidades, de acordo com o relatado
por Allame (2019). A partir disto foi calculada a relag@o entre a altura das vilosidades e
a profundidade da cripta.

As caracteristicas morfométricas sdo frequentemente usadas como indicadores do
trato gastrointestinal saudavel. Vilosidades mais longas proporcionam uma maior area de
absorcao de nutrientes, enquanto que o aumento na profundidade da cripta indica uma
maior demanda por renovacao do tecido, o que aumenta as necessidades de manutengao
de energia e proteina, refletindo negativamente na eficiéncia alimentar (Awad et al.,
2021), de modo que aves com criptas mais curtas apresentam melhor desempenho de
crescimento (Wang et al., 2015). Dessa forma, a relacao ideal entre a altura das
vilosidades e criptas intestinais ocorre quando as vilosidades se apresentam altas e as

criptas curtas, pois quanto maior for a relagdo altura da vilosidade:profundidade da cripta,
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melhor serd a absor¢do de nutrientes e menores serdo as perdas energéticas devido a

renovacao celular.

Expressdo génica

As analises de expressdo génica foram realizadas a partir de amostras jejunais aos
42 dias. Cinco aves por tratamento tiveram 2 cm do jejuno médio coletados, congeladas
em nitrogénio liquido, e posteriormente mantidas a -80°C at¢ o momento da analise. O
RNA total foi extraido usando o reagente Trizol™ (Invitrogen TM, Carlsbad CA, USA).
As amostras de RNA foram tratadas com DNase I (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA), para
evitar uma possivel contaminagdo das amostras com DNA. Para a sintese de DNA
complementar (cDNA), foiusado o kit GoScript Reverse Transcription System (Promega,
Madison, Wi, EUA), utilizando 4uL. de RNA tratado com DNase, conforme as instru¢des
do fabricante.

Para as reagdes em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), foram utilizados
5 uL de cDNA diluido a 40 ng, 0,5 puL de cada primer a 10 uM (concentragdo final: 200
nM), 12,5 uL de Sybr® Green PCR Master Mix e agua na quantidade suficiente para
completar o volume final de cada reacdo de 25 pL. As reagdes de qPCR foram realizadas
no termociclador (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System) e os parametros do
ciclo térmico para todos os genes foram: 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 15 segundos e anelamento/extensdao a 60°C durante 1 min. As
curvas de dissociacdo foram realizadas para garantir a especificidade das andlises.

Os primers usados nas reagdes para a amplificacdo dos genes receptor toll-like 2
(TLR2), Interleucina 1 beta (/L-1p) e Interleucina 2 (/L-2), transportador de glicose 2
(GLUT 2), transportador de glicose 1 Na'/dependente (SGLTI), transportador de
aminoacidos neutros e cationicos (y+LAT2) foram desenhados com base nas sequéncias

de genes depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
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www.ncbi.nlm.nih.gov (Tabela 2). O gene f-actina foi utilizado como controle endégeno

(Tabela 2). Todas as analises foram realizadas em duplicatas.

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados na reagdo de gqRT-PCR

Genes N’ Acesso Sequéncia do gene (5" 3") Referéncia
wp e ESOROTCCETEN - veng
wn s [SEKTIOCOCSOTT e
o §QEMSTOOGTIETTT g
B-Actina L08165.1 F:. GCCAACAGAGAGAAGATGAC Vesco et al.

R: CACCAGAGTCCATCACAATAC (2020)

! TLR2 = Receptor Toll-like 2; IL-1p = Interleucina 1 beta; IL-2 = Interleucina 2; GLUT2 = Transportador
de glicose 2; SGLT1 = Transportador de glicose 1 Na'/dependente; y+LAT-2 = Transportador de
aminoacidos neutros e cationicos

Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o PROC GLM do

pacote estatistico SAS versdo 8.2 (SAS, 2001). As médias dos tratamentos foram

comparadas utilizando o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para os dados

da expressao relativa dos genes TLR2, IL1B, IL2, GLUT2, SGLT1 e Y-LAT2 os

resultados foram expressos como média + erro padrdo (EP) e a diferenga entre as médias

foi estimada usando o teste Dunnett, considerando as diferengas em um nivel significativo

(p<0,05).

Resultados

Desempenho

Na idade de 1 a 7 dias, foi observado maior ganho de peso e melhor conversao

alimentar nas aves que receberam ragao com antibiotico, nao sendo observado diferenca

10
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significativa entre os demais tratamentos (Tabela 3). Da mesma forma, também foi
observado maior ganho de peso (p<0,001) aos 21 dias com a utilizagdo do antibidtico.
Entretanto, diferente do observado na idade de 1 a 7 dias, houve diferenga significativa
nos tratamentos para o consumo de ragdo aos 21 dias (p=0,006), sendo o tratamento
contendo antibidtico o que apresentou maior consumo (1373,1g), em contraste com as
aves submetidas ao prebiodtico, que apresentaram o menor consumo de ragio (1285,2 g).
As aves que receberam pos-bidtico e prebidtico ndo diferiram das aves que ndo receberam
nenhum tipo de aditivo. Nao foi observado diferenca significativa para a conversdo

alimentar nesta idade (p=0,204).

Tabela 3. Desempenho de frangos de corte alimentados com dietas experimentais

Itens Tratamentos Idades
1-7 1-21 22-42 1-42
Controle (-) 143,5° 888,3>  1642,8° 25352
Controle (+) 160,6* 942,1* 1673,4% 26172
Ganho de peso (g) Prebio 142,2° 892,3°>  1773,0*  2669,3
Pos-bio 146,5° 896,1°  1768,9%  2666,7
Prebio + Pos-bio  142,2° 894,9°  1741,1®® 2636,1
SEM 1,756 7,699 27.323  27.462
P-valor <0,001  <0,001 0,007 0,017
Controle (-) 173,7  1335,0°® 31929  4536,3
Controle (+) 178,8 1373,1*  3212,5 459272
Consumo de ragdo (g) Prebio 174,3 1285,2°  3258,0 45421
Pos-bio 178,2  1326,9% 32527  4581,0
Prebio + Pds-bio 177,2  1316,0* 32451  4561,1
SEM 1,445 15,266 39,333 48,339
P-valor 0,063 0,006 0,748 0,914
Controle (-) 1,21% 1,50 1,95 1,79%
o Controle (+) 1,12° 1,46 1,92 1,76
(Cg‘;g)v ersdo Alimentar o, 4. 1,23 1,44 1,84 1,70°
Pos-bio 1,22% 1,48 1,84 1,72°
Prebio + Pos-bio 1,25 1,47 1,87 1,73%
SEM 0,016 7,699 0,028 0,017
P-valor <0,001 0,204 0,060 0,013

Controle (-) = dieta sem o uso de antibidtico; Controle (+) = dieta com antibiotico; Prebio= dieta com
prebidtico composto de fracdes ativas de mananas derivadas da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae; Pos-bio= dieta com pds-bidtico composto por butirato de sodio, levedura hidrolisada e
proteinato de zinco.

11
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abMédias em uma mesma coluna com diferentes letras sobrescritas sdo significativamente diferentes pelo
Teste de Tukey (P<0,05).
SEM = Erro padrao da média

As maiores médias para ganho de peso na idade de 22 a 42 dias foram observadas
nos tratamentos contendo prebidtico ¢ pds-bidtico isolados, ndo havendo efeito dos
tratamentos para o consumo de ragdo (p=0,748) ¢ conversdo alimentar (p=0,060). Da
mesma forma, aos 42 dias de idade, tanto o prebidtico como o pds-bidtico proporcionaram
os melhores resultados para ganho de peso e conversdo alimentar, ndo sendo observada

diferenga significativa para o consumo de ragdo (p=0,914).

Contagem de oocistos de C. perfringens e Escore de lesdo intestinal

De acordo com os dados obtidos na coleta aos sete dias, o prebidtico foi o que
proporcionou a menor concentracao de oocistos de C. perfringens na cama do aviario (82
UFC/g), seguido pela utilizacdo do antibiotico (180 UFC/g) (Tabela 4). Em contraste, as
maiores concentragdes foram observadas nos tratamentos contendo pds-bidtico (200.000
UFC/g) e na combinagdo p6s-bidtico mais prebidtico (55.000 UFC/g).

Tabela 5. Contagem de oocistos de C. perfringens (UFC/g) presentes na cama do avidrio

Tratamentos 7 dias 21 dias 42 dias
Controle (-) 820 55 160.000
Controle (+) 180 <10 250
Prebio 82 <10 <10
P6s-bio 200.000 <10 <10
Prebio + Pos-bio 55.000 <10 <10

Controle (-) = dieta sem o uso de antibidtico; Controle (+) = dieta com antibidtico; Prebio= dieta com
prebidtico composto de fracdes ativas de mananas derivadas da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, Pos-bio= dieta com pos-bidtico composto por butirato de sodio, levedura hidrolisada e
proteinato de zinco.

Com relacao aos dados da coleta aos 21 dias, foi observado que, com excecgdo do
controle negativo, todos os demais tratamentos apresentaram uma diminuicao
significativa na concentra¢do de oocistos presentes na cama do aviario, apresentando

concentragdes menores que 10 UFC/g. Da mesma forma, aos 42 dias, a utilizagdao do pos-

12
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bidtico e do prebiodtico, de forma isolada ou combinada, resultou em concentracdes de
oocistos de C. perfringens inferiores a 10 UFC/g, sendo estes resultados inferiores ao
observado com a utilizagdo de antibidtico (2,5x10? UFC/g).

Nao foram observados efeitos dos tratamentos (p= 0,099) em relacdo a lesdes

intestinais causadas pela Enterite necrética neste estudo (Figura 1).

p=0,099

Escore de lesdo intestinal

Figura 1. Escore de lesdo intestinal de frangos de corte aos 42 dias. Controle (-) = dieta sem o uso de
antibidtico; Controle (+) = dieta com antibidtico; Prebio = dieta com prebidtico composto de fragdes ativas
de mananas derivadas da parede celular de Saccharomyces cerevisiae; Pos-bio= dieta com pos-bidtico
composto por butirato de sodio, levedura hidrolisada e proteinato de zinco;

Morfometria intestinal

A utilizagdo do prebiotico e do pods-bidtico de forma isolada ou combinada
resultou em maior altura do vilo duodenal (p<0,0001), enquanto que a menor
profundidade da cripta foi observada com a utilizacdo dos aditivos de forma isolada
(p<0001), em contraste com o tratamento ausente de aditivos, que apresentou uma maior
profundidade da cripta (Tabela 6). A relagdo vilo:cripta duodenal foi maior (p<0,0001)
para os tratamentos com antibiotico e pos-bidtico. Nao houve efeito dos tratamentos para
a altura do vilo no jejuno (p=0,496), diferente da profundidade da cripta (p<0,0001) e
relacdo vilo:cripta (p<<0,0001), onde a menor profundidade da cripta e melhor relacao

vilo:cripta foram encontradas com a utilizagdo do prebidtico (p<0,0001). No ileo, a
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combinagdo do prebidtico e pos-bidtico resultou em melhor altura das vilosidades
(p<0,0001). O prebidtico possibilitou uma menor profundidade da cripta (p<0,0001) e

melhor relagdo vilo:cripta ileal (p<<0,0001).

Tabela 6. Morfometria de frangos de corte alimentados com dietas experimentais aos 42 dias de
idade

Tratamentos Altura do Vilo Profundidade da Vilo:Cripta
(pm) Cripta (um)
DUODENO
Controle (-) 1523,56® 228,77° 6,96°
Controle (+) 1452,97° 165,76° 9,20
Prebio 1627,65 189,99 8,64%
Pos-bio 1632,91° 186,34 9,13
Prebio + Pos-bio 1598,59° 210,74 7,79
SEM 30,721 5,350 0,275
P-Valor <0,0001 <0,0001 <0,0001
JEJUNO
Controle (-) 1269,50 216,14* 6,13°
Controle (+) 1302,59 187,30° 7,89°
Prebio 1246,75 144,18¢ 8,86"
Pos-bio 1279,17 165,21° 7,84°
Prebio + Pos-bio 1267,06 161,11° 8,01°
SEM 21,259 4,288 0,212
P-Valor 0,496 <0,0001 <0,0001
ILEO

Controle (-) 869,83° 196,94 4,654
Controle (+) 887,64° 171,80 5,51¢
Prebio 906,13° 118,29° 7,96°
Pés-bio 781,55° 158,08° 5,25
Prebio + Pés-bio 1079,54 164,07° 6,57°
SEM 22,420 5,232 0,192
P-Valor <0,0001 <0,0001 <0,0001

Controle (-) = dieta sem o uso de antibidtico; Controle (+) = dieta com antibiotico; Prebio= dieta com
prebidtico composto de fracdes ativas de mananas derivadas da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae, Pos-bio= dieta com pos-bidtico composto por butirato de sodio, levedura hidrolisada e
proteinato de zinco.

abedMédias em uma mesma coluna com diferentes letras sobrescritas sdo significativamente diferentes pelo
Teste de Tukey (P<0,05).

SEM = Erro padrdo da média

Expressdo génica

A expressao dos genes TRL2, IL1-B, e IL2, associados a resposta imunologica
(Figura 2), e do transportador GLUT2 (Figura 3) ndo foi influenciada pelos tratamentos.
Em contraste, o gene SGLT1 apresentou diferengas na sua expressao em relacdo aos

diferentes tratamentos, sendo mais expressivo no controle negativo. A expressao do gene
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y+LAT2 também sofreu efeito dos tratamentos, apresentando uma maior expressao nos

tratamentos contendo o prebidtico ou o pds-bidtico de forma isolada ou combinada.

IL2

TLR-2 IL1-f 2.5
2.5+ 1.5+

Expressio relativa (UA)
Expressio relativa (UA)
Expressio relativa (UA)

AU
AT
ANMTINNN.

/

Figura 2. Expressdo relativa dos genes do sistema imune, receptor Toll-Like 2 (TLR2, Interleucina 1 (IL-
1B) e Interleucina 2 (IL-2) do jejuno de frangos de corte aos 42 dias de idade. Controle (-) = dieta sem o
uso de antibidtico; Controle (+) = dieta com antibidtico; Prebio= dieta com prebidtico composto de fragdes
ativas de mananas derivadas da parede celular de Saccharomyces cerevisiae; Pds-bio= dieta com pos-
bidtico composto por butirato de sédio, levedura hidrolisada e proteinato de zinco.
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Figura 3. Expressao relativa dos genes de absor¢do de nutrientes, transportador de glicose 2 (GLUT2),
transportador de glicose dependente de sddio (SGLT1) e transportador de aminoéacidos neutros e catidnicos
(y+LAT2) do jejuno de frangos de corte aos 42 dias de idade. Médias com diferentes letras a, b diferem
significativamente (P <0,05). Controle (-) = dieta sem o uso de antibidtico; Controle (+) = dieta com
antibidtico; Prebio= dieta com prebiotico composto de fragdes ativas de mananas derivadas da parede
celular de Saccharomyces cerevisiae; Pos-bio= dieta com pos-bidtico composto por butirato de sodio,
levedura hidrolisada e proteinato de zinco.

Discussao
A adicdo do prebidtico e do pds-bidtico nas dietas possibilitaram melhorias
significativas no ganho de peso e conversdo alimentar. O ganho de peso inferior

observado aos 21 dias nas aves dos tratamentos contendo prebidtico e poOs-bidtico,
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isolados ou combinados, pode indicar que tais produtos possuem um modo de acdo mais
demorado quando comparados ao antibidtico, onde foi possivel observar que, aos 42 dias
de idade, houve um ganho de peso compensatério nos animais que receberam prebidtico
e/ou pos-bidtico, demonstrando que a idade de 21 dias ndo ¢ suficiente para observar os
ganhos proporcionados por tais aditivos. Estes resultados podem ser atribuidos a um
possivel aumento na disponibilidade de nutrientes disponiveis para absor¢do, resultante
de uma maior fun¢do intestinal alcangada aos 42 dias de idade (Biswas et al. 2019). Uma
vez que animais saudaveis utilizam e convertem de forma mais eficiente os nutrientes
presentes na dieta, o efeito positivo proporcionado pela utilizagdo dos aditivos naturais
na microbiota intestinal refletiu diretamente no ganho de peso dos animais.

A auséncia de efeitos dos tratamentos para o consumo de ragdo durante as idades
de 22 a 42 e aos 42 dias sugere que o crescimento melhorado observado nas aves que
receberam dietas suplementadas com prebidtico ou pos-bidtico foi, em grande parte,
reflexo de uma conversao alimentar mais eficiente. O fornecimento de substratos que
estimulam o crescimento de bactérias benéficas ao hospedeiro resulta em uma maior
eficiéncia na digestibilidade e utilizacdo da racdo, resultando em maior crescimento e
melhor eficiéncia alimentar (Biswas et al. 2019), como pdode ser observado para a
conversao alimentar aos 42 dias de idade com a utilizagao do prebiotico e do pos-bidtico.
As melhorias proporcionadas pela combinacdo dos aditivos naturais ndo foram
significativamente diferentes daquelas feitas pela utilizagdo isolada dos produtos,
demonstrando que a suplementagdo com a combina¢do ndo resultou em um efeito
sinérgico no desempenho de frangos de corte.

Os resultados observados em relagao a contagem de oocistos de C. perfringens na
cama do aviario evidenciam o efeito positivo proporcionado pela utilizagdo do prebidtico

e/ou pos-bidtico na redugao do niimero de oocistos na cama do aviario, a medida que
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ocorre um avango na idade das aves. Tal reducdo influencia diretamente na taxa de
contaminagdo entre os animais, resultando em uma melhor eficiéncia alimentar do lote ¢,
consequentemente, reducao nos custos de produgdo. Embora ndo tenha sido observado
efeito dos tratamentos para o escore de lesdo intestinal ¢ possivel observar que tanto a
utiliza¢ao do prebidtico de forma isolada ou combinada com o pos-bidtico resultou em
valores inferiores aos encontrados no tratamento controle negativo.

Neste estudo, o uso dos aditivos prebiodtico e pos-bidtico resultou em melhorias
significativas na altura dos vilos, profundidade das criptas e na relacdo vilo:cripta nos trés
segmentos do intestino delgado. O butirato, um dos constituintes do pods-bidtico,
representa uma importante fonte de energia para as células que revestem o intestino,
estimulando a diferenciacao e apoptose (Elgeddawy, 2020), resultando em melhorias na
funcdo intestinal. Da mesma maneira, o proteinato de zinco também ¢ associado a uma
melhor funcdo intestinal (Bortoluzzi et al. 2019). Dessa forma, a utilizagdo desses dois
componentes de forma conjunta pode potencializar tais efeitos, como o que pdde ser
observado no duodeno das aves suplementadas com este aditivo, onde a altura dos vilos,
profundidade da cripta e relagdo vilo:cripta foram melhores que as observadas com a
utilizagdo do antibidtico. Ja nos segmentos jejuno e ileo, o prebidtico foi o que apresentou
os melhores resultados. Estes resultados estdo de acordo com pesquisas anteriores que
evidenciaram os efeitos positivos de mananoligossacarideos (MOS) sobre a morfometria
intestinal (Hajiaghapour e Rezaeipour, 2018; Cheng et al. 2019).

Para obter informagdes sobre as vias imunes moleculares envolvidas em frangos
de corte pela adigao de prebidticos na dieta, os niveis de transcri¢do do receptor Toll-Like
2, assim das interleucinas 1 beta (IL1-f) e interleucina 2 (IL2) foram analisados. Neste

estudo, tanto a utilizagdo do prebidtico quanto a do pds-bidtico ndo influenciou na
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expressdo dos genes supracitados, indicando que ndo houve um efeito imunomodulador
por parte dos aditivos naturais.

Os transportadores intestinais de nutrientes desempenham um papel crucial na
absorcao ¢ utilizagdo de nutrientes por animais de producdo. O transportador de glicose
dependente de sodio (SGLTT) ¢ o principal transportador de glicose presente no epitélio
intestinal (Kaminski ¢ Wong, 2018), enquanto que o GLUT2 ¢ um co-transportador de
baixa afinidade que exporta glicose, frutose, galactose ¢ manose na membrana basolateral
(Mueckler e Thorens, 2013; Slawinska et al., 2019). J& o transportador y+LAT2 é um
transportador que exporta aminoacidos catidnicos em troca de aminoécidos neutros
(Fotiadis et al., 2013). Neste estudo, apenas o transportador SGLT1 apresentou um
aumento no transporte de glicose. E importante destacar que o mRNA de SGLTI pode ser
expresso nao apenas nas células absortivas que revestem as vilosidades, mas também nas
células da cripta (Zhang et al., 2019), porém, em um nivel mais baixo em comparacdo
com os enterocitos (Yang et al., 2011). Isso ocorre porque a glicose pode servir como
substrato para a proliferacao das células-tronco presentes nas criptas (Zhang et al., 2019;
Zhou et al., 2018). Portanto, a maior expressdo do gene SGLT1 observado no controle
negativo pode estar associado a criptas jejunais mais profundas observadas neste
tratamento, onde parte da glicose dietética foi utilizada para uma maior atividade
proliferativa das células da cripta, aumentando assim a expressdo do gene. A utilizagao
do prebiotico e do pos-bidtico de forma isolada ou combinada possibilitaram um aumento
na expressao do gene SGLT1 quando comparado com o uso do antibidtico, assim como
foi observado na expressdo do gene y+lat2, evidenciando o aumento na absorcao de
nutrientes proporcionada pelos aditivos naturais, o que refletiu no melhor desempenho

observado.
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Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a administragdo do
prebiotico e do pds-bidtico de forma isolada nas idades de 22 a 42 e de 1 a 42 dias
possibilita melhorias na morfometria intestinal e absor¢ao de nutrientes, desempenho e
eficiéncia alimentar, representando possiveis alternativas na reducdo do uso de

antibioticos nos sistemas de producao de frangos de corte.
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