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Devemos ser muito cautelosos com o que desejamos,
Pois ndo podemos mentir em vdo para nés mesmos.
Quando ndo somos realistas a respeito
Do que queremos na vida, machucamos aos outros e,
Sobretudo a nés mesmos.

Pense claramente no que mais deseja.

Para vocé, o que realmente faz a vida valer a pena?
O que é que vocé de fato quer fazer com o tempo
Limitado de que dispde?

Qual é a marca que pretende deixar no mundo?
Mas ndo gaste a vida infeira
Pensando no futuro, porque a chave do amanhd é HOJE.
Faga algo que vocé jamais imaginou
Que seria capaz de fazer - Viver no PRESENTE!!
Ao longo da jornada, lembre-se sempre
De que cada dia é uma dddiva preciosa.

Se vocé souber aproveitd-la e,

Dela tirar o que ha de melhor, entdo
Acredite, haverd outro presente extraordindrio
Esperando por voceé,

O AMANHA.

Bradley Trevor Greive



DEDICACAO ESPECIAL

Aos meus Pais

Mitijiro e Haruka,

Por representarem tudo em minha vida!ll

Pela educagdo, amor, carinho, compreensdo e auxilio a mim dedicados

Tornando possivel mais esta etapa em minha vida.

"Doumo Arigatoulll

OFERECO

Aos meus Irmdos,
Marcos, Carlos e principalmente a Ana,
pelo constante incentivo, apoio, carinho e auxilio

nos momentos mais dificeis desta jornada.



AGRADECIMENTO ESPECTAL

A Profa. Dra. ALICE EIKO MURAKAMI, pela confianga & mim
depositada. Pela orientagdo de todos estes anos, com muita seriedade,
dedicagdo e acima de tudo com muita amizade, incentivando-me sempre

para o crescimento pessoal e profissional.

MINHA ETERNA GRATIDAO



Vi

AGRADECIMENTOS

A DEUS, pela vida, satde e o privilégio de aprender e ser utilizada como instrumento

para o Caminho tracado por Ele;

Aos professores do Curso de Pds-Graduagdo em Producdo Animal/PPZ/UEM, em
especial ao Prof. Dr. Antdnio Claudio Furlan e Prof. Dr. Elias Nunes Martins, que
sempre me acompanharam e incentivaram nesta dificil caminhada, minha profunda

admiracdo e afeto;

A Profa. Dra. Maria Raquel Marcal Natali/DCM pela valiosa colaboragdo, atencéo,

dedicacdo e amizade a mim prestada;

A Profa. Dra. Thais G. V. Silveira/DAC pela atencdo, colaboracdo e sugestdes ao
trabalho;

Aos secretarios do Curso de Pds-Graduacdo: Waldirene e Denilson, pelo auxilio e

colaboracédo durante o curso;

As "técnicas-Marias" do laboratorio de Histotécnica Animal/DCM/UEM: Maria Euride
e Maria dos Anjos, pelos ensinamentos, pela colaboracdo, amizade e carinho durante

toda a confecgcdo do material;

Aos técnicos do laboratério de Imunogenéticay/DAC/UEM: Paulo, Marina e "Dona

Ivone", pela colaboracéo e auxilio durante as anélises laboratoriais;

Ao técnico Jose Antdnio de Souza, do laboratério de imagens DCM/UEM, pela

colaboracdo nas capturas das imagens histologicas;

A minha querida amiga Luciana Maria Garcia de Souza (Nani), pelo constante apoio,
incentivo, carinho e amizade em todos os momentos desta "atribulada™ e gratificante

jornada: "Um irm&o pode ndo ser um amigo, mas um amigo sera sempre um irmao";

As amigas Claudia Yurika Tamehiro (Yuka) e Jovanir Inés Miller Fernandes (J6), pelo

companheirismo, ensinamentos, amizade e apoio em mais esta importante caminhada;



vii
Ao meu amigo José Rodrigo Galli Franco, pela amizade, companheirismo e

cumplicidade de todos estes anos;

Aos "irmdos" da Avicultura: Luis Daniel G. Bruno, Suelen Regina, Elis Regina, Ana
Paula Ton, Fabio Bratti, Mariela, Eliany e Rafael, pela colaboracdo, amizade e por

momentos agradaveis que ficardo registrados em minha mente;

Aos funcionarios da Fazenda Experimental de Iguatemi/FEI: Célio Passolongo, Pedro
Gasparotto, Valentim, "Toninho™ Parma, "Toninho" Moraes, "Seu Cloves", Wilson,
"Seu Carlos", pela colaboracéo e ajuda prestada durante a conducéo deste e de todos os

experimentos realizados;

Aos amigos do curso: Marianne Kutschenko, Erica T. Tsuzuki, Patricia Faquinello,
Augusto Manoel, Fabiana Martins, Sara, Marcos, Diovani, Jaime, Angela e Nélson,

pelos momentos amigaveis que passamos juntos;

Aos amigos da "Histologia™: Angélica Soares, Angélica Marese, Eleandro Tronchini,
Cristiano Tashima, Jodo Paulo (JP), Priscila e Luciana Patricia, pelo companheirismo e
pelos momentos agradaveis e divertidos que passamos no laboratério (dia e noite);

Aos amigos Antbnio Carlos (Carldo) e Meiby de Paula, pelo auxilio, colaboracdo e

amizade nas analises estatisticas deste e de muitos outros experimentos;

As secretarias da Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacio/PPG: Josinete Aparecida
Orlandini (Josi) e Marina Camargo Antunes, pelos constantes "auxilios" nas presta¢des

de contas;

A DEUS, novamente, por ter colocado em meu caminho pessoas abencgoadas que s6 me
fizeram crescer e que me auxiliaram em todos os obstaculos que me fizeram cair;

deixando marcas que ficardo registradas com toda a minha gratid&o.

TUNED



viii

INDICE

Pagina
1 - RESUMO ...ttt ne et nnas 01
2 = ABSTRACT .ottt bttt ettt re s 02
3- CONSIDERAQOES INICIAIS. ..o 03
4- CAPITULO 1: INFLUENCIA DA GLUTAMINA E VITAMINA E SOBRE A RESPOSTA
IMUNOLOGICA, DESEMPENHO E QUALIDADE DA CARNE DE FRANGOS DE CORTE........... 10
RESUMO . ...ttt sttt ettt b et b e e e nne e nneenre e 11
AABSTRACT ..ttt ettt etttk ekt b e e bt e e b e s R et e R b e e R b e e R b e e e nr e e e b n e b e nne s 13
N 0] 510 oY@ F RPN 15
MATERIAL E METODOS. ...c.titeiietiiieieieeie sttt see s sse st e st eese et st sesseseenessenees 20
RESULTADOS E DISCUSSAD.......cuuiitieiiiiaieesiie et sttt sttt ne e e aneesneeenne e 26
CONCLUSAD. ..ttt sttt ettt etttk et e e bt et e ek e e at e e e bt e e Rk e e b e e e mne e ebeeemb e e beeenneesneeennis 33
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....coiitiiitiieaiiieseiete sttt ettt snne e 34

MORFOMETRIA DA MUCOSA INTESTINAL EM FRANGOS DE CORTE.......cccvvveeiivreeiveeennnies 39
=] U1V, R EUR SO 40
F AN 2T 127\ o R 42
INTRODUGAOD. ...t ettt e ettee ettt e e ette e ettt e et e e st e e st e e st e e aate e e anteeeaneeeesntaeeaseeeeasneeaseeeaseeeanns 44
MATERIAL E METODOS. ....cctvteitteeitteesteeessesassseesssseessssesanssessnsssssssesssssssssessssssessnnens 49
RESULTADOS E DISCUSSOES......ueiiiiiiiieeiiiiiiee e s itiee e e sittee e e s stre e e e s snaae e e s snaeaesssnsneeessnnneas 52
CONCLUSAD. ... ettt ettt ettt e e e et e e e e e bt e e e e s eab e e e e eabe e e e e sabeeeeeesseeeeaannreeeeennrens 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .. utviiiiieiiiiiititiieeeee e e s s seiatttaeeseeesssssatabaseeeseessssnsnrsreseeaeens 65

6- CONSIDERAGOES FINAIS.......coooviiieteieeieie e 70



INFLUENCIA DA GLUTAMINA E VITAMINA "E" SOBRE O DESEMPENHO,
RESPOSTA IMUNOLOGICA E MORFOMETRIA INTESTINAL EM FRANGOS DE
CORTE

RESUMO

O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da suplementacdo da
glutamina (GIn) e vitamina E (VE) na dieta sobre a intensidade da resposta imunoldgica
(titulo de anticorpos e hipersensibilidade cutanea basofila), morfometria intestinal,
desempenho e qualidade da carne em frangos de corte (Cobb-Vantress®). O
delineamento foi inteiramente casualizado num esquema fatorial 2 x 3 (VE x GIn). Os
niveis de VE utilizados foram de 10 e 500 mg/kg, com e sem a utilizacdo de 1% de GIn
(de 1 a 7 dias ou 1 a 14 dias de idade). Os dados obtidos de cada parametro foram
submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05),
utilizando o programa SAS (2000). Os resultados evidenciaram uma melhora
significativa (P<0,05) na morfometria da mucosa intestinal, porém ndo observando
diferencas entre os tratamentos quanto ao desempenho dos frangos com a
suplementacdo. Apesar da Gln ter apresentado efeito linear (PO0,05) decrescente sobre
o pH muscular, este ndo caracterizou efeito PSE (Pale, Soft, Exudative) na carne do
peito. Quanto a resposta imune, o titulo de anticorpos dos frangos nao foi influenciado
(P>0,05) pelos tratamentos, porém houve maior proliferacdo celular apés 12 horas da
inoculacdo com o nivel de 10 mg de VE/kg. De acordo com os resultados obtidos, pode-
se concluir que a suplementacéo de Gin (na 1% semana de idade) com 10 mg de VE/kg
proporcionaram melhor desenvolvimento da mucosa intestinal, bem como favoraveis

condigdes para o sistema imune dos frangos de corte.

Palavras - chave: mucosa intestinal, qualidade da carne, titulos de anticorpos



ABSTRACT

The experiment was carried out to evaluate the effect of glutamine (GlIn) and vitamin E
(VE) supplementation in diets on immunologic responses intensitivity (antibody titers
and cutaneous basophil hypersensitivity), intestinal mucosa morphometric, performance
and meat quality of broiler chickens (Cobb-Vantress®). The experimental design was
completely randomized in a fatorial scheme 2 x 3 (VE x GIn). The VE levels used were
10 and 500 mg/kg, with and without 1% of GIn (1 to 7 days or 1 to 14 days of age). The
obtained data of each parameter were submitted to variance analysis and the averages
compared by Tukey's test (PO0.05), using the SAS program (2000). The results
evidenced an significant improvement (P©0.05) in the intestinal mucosa morphometric,
even so not observed differences among the treatments in relation to the performance of
chickens with supplementation. In spite of GIn presented linear effect (P©0.05)
decreasing on the pH of muscle, this did not characterize effect PSE (Pale, Soft,
Exudative) in the meat. In relation to the immune response, the antibody titers of the
chickens was not influenced (P>0.05) for the treatments, even so there was higher
cellular proliferation after 12 h of the inoculation with 10 mg VE/kg. In agreement with
the obtained results, can be concluded that the GIn supplementation (in first week of
age) with 10 mg VE/Kg provided better intestinal mucosa development, as well as

favourable conditions for the immune system of broiler chickens.

Key words: antibody titers, intestinal mucosa, meat quality



CONSIDERACOES INICIAIS

O bem-estar animal faz parte das boas praticas de produgéo, buscando melhores
alternativas para o desempenho produtivo. A ambiéncia, a nutricdo e 0 manejo
adequado geram o bem-estar animal e sempre foram requisitos para a viabilidade
econdmica (Prestes, 2005). Varias pesquisas tém sido realizadas na area da nutricao e da
sanidade de frangos de corte buscando melhorar a producédo e a saiude animal. Outro
problema bem caracterizado é a qualidade da carne produzida, visto que o0s
consumidores estdo cada vez mais exigentes e preocupados com a qualidade dos
produtos que consomem.

A exposicdo natural dos frangos aos patdgenos endémicos no ambiente de
producdo e o uso de vacinas fornecem um desafio ao sistema imune. Durante este
periodo ocorrem alteracGes metabolicas especificas que desviam nutrientes necessarios
a elevacdo do estresse imunologico para a imediata sobrevivéncia, assim como o
prolongamento da resposta imune contra 0s mecanismos invasores. Geralmente, o efeito
deste estresse é observado com a reducdo da taxa de crescimento e piora na conversao
alimentar, ja que os nutrientes sdo desviados para a resposta imune (Bains, 1996).

Os componentes do sistema imune tém que: reconhecer um antigeno estranho
(invasor); processar e apresentar este antigeno aos tipos apropriados de células do
sistema imune; organizar uma resposta imune eficiente, eliminar o antigeno; e
desenvolver uma memoria imunologica. Portanto, a funcdo chave do sistema imune é
especificidade (isto é, responde somente a antigenos estranhos) e além disso, estabelece
uma memoria para que possa responder mais eficientemente no proximo encontro com
um antigeno previamente reconhecido (Qureshi, 2002).

Sabe-se que durante a resposta imunoldgica, as células como os fagocitos,
liberam radicais livres com o objetivo de eliminar o agente infeccioso invasor. No
entanto, estes radicais livres reagem agressivamente no tecido vivo do préprio animal,
causando danos como a peroxidacdo dos lipideos, alterando a permeabilidade das
membranas celulares. Uma medida preventiva aos danos celulares provocados pelas
células imunologicas seria a ingestdo de altas doses de nutrientes antioxidantes, como a
vitamina E, além de aumentar a resposta imune a doencas infecciosas (Barbi et al.,
1999).
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A vitamina E age como antioxidante bioldgico a nivel das membranas celulares

e sua capacidade de evitar a destruicdo oxidativa das membranas, sugere que ela possa
eventualmente ser Util na prevencdo de condigdes associadas a destruicdo de radicais
livres, tais como o envelhecimento e efeitos de toxinas ambientais (Siqueira et al.,
1997), aléem de aumentar a estabilidade da cor da carne e diminuir os niveis de
rancificacdo (Barreto et al., 1996)

A prote¢do da agdo oxidante comecga no periodo embrionério das aves, onde a
dieta materna apresenta efeito determinante, persistindo durante o periodo inicial pos-
eclosédo (Surai, 1999). O autor observou gue dietas de matrizes contendo altos niveis de
vitamina E (100 a 200 ppm) propiciaram aumento na concentracdo de glutationa no
figado do recém-nascido. A glutationa é considerada um dos antioxidantes
hidrossoliveis mais importantes para a célula e sua concentracdo elevada pode ser
considerada como um indicativo de aumento da protecdo aos tecidos.

Na eclosdo, o sistema digestério dos pintos estd anatomicamente completo
(Overton & Shoup, 1964), mas sua capacidade funcional ainda estd imatura se
comparado as aves adultas. Assim, apos a eclosdo, o trato gastrointestinal (TGI) sofre
gradativa maturacdo funcional do intestino, as quais envolvem mudancas morfoldgicas
e fisiologicas, que proporcionam um aumento na area de superficie de digestdo e de
absorcéo.

A mucosa intestinal compreende uma extensa area, exposta a agentes exdgenos
presentes durante a ingestdo, digestdo e absor¢do de nutrientes. E considerada a maior
interface entre o hospedeiro e ambiente. Suas células regulam a entrada de nutrientes da
ingesta e defendem o organismo contra 0s agentes nocivos presentes no limen (Maiorka
et al., 2000). Tem crescimento continuo e é afetada ndo apenas pelos hormonios
metabolicos (insulina, GH, tiroxina e glicocorticdides) mas também por outros fatores
relacionados com o alimento, como as caracteristicas fisicas e quimicas dos nutrientes e
microflora intestinal (Zhao et al., 1998). O epitélio da mucosa do intestino delgado é
bem organizado, formado por vilosidades e criptas mantidas por pequenos vasos
sanguineos e linfaticos, sustentados por tecidos conjuntivos da lamina propria e da
submucosa. Outros elementos celulares, incluindo macréfagos e fibroblastos, realizam
fungOes especializadas que auxiliam na preservacdo da integridade da mucosa
(Williamson, 1978).
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A presenca do alimento € um estimulo importante para o crescimento da

mucosa intestinal, embora o intestino seja Unico na habilidade de rapida adaptacdo ao
estresse nutricional (Francis & Schleiffer, 1996). Segundo Macari & Maiorka (2000), a
mucosa gastrointestinal de frangos de corte pode ser influenciada por fatores tréficos,
relacionados com a ingestdo e absorcdo de alimentos e por suas caracteristicas quimicas
e fisicas. Um destes fatores considerado como estimulante da proliferacdo intestinal é o
aminoacido glutamina (GIn) que é considerado o principal metabolito que nutre as
células intestinais. O glutamato, derivado da hidrolise da Gln, pode ser utilizado na
sintese protéica ou convertido em o-cetoglutarato, pela acdo da glutamato-
desidrogenase e originar o-cetoglutarato e alanina (Souba et al., 1985). A energia
gerada pela oxidacdo do a-cetoglutarato, no ciclo do &cido citrico, torna a GIn um
substrato energético para as células do intestino delgado.

A GIn é o aminodcido livre mais abundante na circulacdo e nos espagos
intracelulares, além de ser prccursor da sintese de aminoéacidos, nucleotideos, acidos
nucléicos, aclicares aminados e proteinas (Souba, 1993). E considerado aminoécido
essencial em algumas espécies sob condic¢Bes inflamatdrias, de desafio sanitario ou
cirurgias (Newsholme, 2001).

Moran & Stillborn (1994) relataram que a suplementacdo de glutamina
melhorou o peso corporal de frangos com sete semanas de idade, mas ndo apresentou
efeito sobre a eficiéncia alimentar acumulada ou sobre a mortalidade das aves.

Yi et al. (2001a) observaram que o fornecimento de uma dieta com 1% de GIn
para frangos de corte, diminuiram a profundidade das criptas no duodeno e no jejuno
aos 3 dias de idade, e melhorou a proporcéao vilo:cripta no jejuno aos 14 dias de idade.
Em estudo com perus, o fornecimento de dieta com 1% de GIn aumentou a taxa de
crescimento na primeira semana e a eficiéncia alimentar durante as trés primeiras
semanas de idade, mas ndo teve efeitos benéficos sobre a morfometria da mucosa no
duodeno e no jejuno em comparacgdo a uma dieta controle (Yi et al., 2001b).

A GIn pode ser utilizada para a proliferacdo dos linfécitos, mas por outro lado o
local de acdo da GIn ainda nio é bem conhecida. E sugerido que a mesma pode ser
utilizada com grande rapidez pelas células do sistema imune (macréfagos, linfécitos e
neutréfilos), otimizando as fungdes celulares, no caso de alteragcBes no sistema imune
(Lebow & Souba, 2000; Medina, 2001). De acordo com Yi & Allee (2005), a GIn

também tem grande importancia na gliconeogénese e na homeostase do pH muscular.
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Devido ao crescimento da producao de industrializados e de consumidores cada

vez mais exigentes, um dos maiores desafios das industrias de carnes é oferecer
produtos macios, suculentos, com cor e sabor agradaveis e que estas caracteristicas de
frescor mantenham-se estaveis durante toda a sua vida de prateleira, com a maior
seguranca e 0 menor custo possiveis. Dentro deste aspecto, um dos maiores problemas
enfrentados pela indastria processadora, é a questdo da carne PSE (Olivo &
Shimokomaki, 2002).

O termo PSE (Pale, Soft, Exudative) cuja traducdo literal significa carnes com
caracteristicas palida, flacida e exsudativa, € reconhecido como um sério problema
devido a sua importancia econdmica. Durante a conversao do musculo em carne,
quando da instalacdo do rigor mortis, ocorre o abaixamento do pH, devido a producéo
do 4cido latico, em funcdo da glicdlise anaerébica. A rapida glicélise causa
desnaturacao protéica, levando ao comprometimento das propriedades funcionais das
carnes, conferindo assim, pobres caracteristicas de processamento, com reducdo dos
rendimentos dos produtos (Olivo, 2004).

Diante do exposto, este experimento foi conduzido com objetivo de avaliar a
influéncia da suplementacdo de glutamina e vitamina E, sobre a intensidade das
respostas imunoldgicas, morfometria da mucosa intestinal, desempenho zootécnico e

qualidade da carne de frangos de corte.
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INFLUENCIA DA GLUTAMINA E VITAMINA "E" SOBRE A RESPOSTA
IMUNOLOGICA, DESEMPENHO E QUALIDADE DA CARNE EM FRANGOS DE
CORTE

RESUMO: O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia
da suplementagéo da glutamina (GIn) e vitamina E (VE) nas ragdes sobre a resposta
imunolégica, desempenho e qualidade da carne em frangos de corte (Cobb-Vantress®).
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado num esquema fatorial 2 x 3
(VE x GIn). Os niveis de VE utilizados foram de 10 e 500 mg/kg de racdo, com e sem a
utilizacdo da GIn (1%) e dois periodos de administracdo das ra¢des iniciais com Gln (de
1 a7 dias e 1 a 14 dias de idade), totalizando seis tratamentos com cinco repeti¢des de
50 aves por unidade experimental. No periodo de crescimento (de 22 a 41 dias de
idade), os tratamentos consistiram apenas nos respectivos niveis de VE. Os parametros
analisados foram: desempenho zootécnico (ganho de peso, consumo de ragdo e
conversdo alimentar); pH muscular; peso relativo do bago, bursa de Fabricius e timo;
titulo de anticorpos (imunidade humoral) e hipersensibilidade cutanea basodfila
(imunidade celular). Aos 41 dias de idade, duas aves por repeticdo foram abatidas para
retirada do peito, bago, bursa de Fabricius e timo. O pH da carne foi medido a cada 5
minutos, durante 60 minutos no masculo Pectoralis major. Para avaliacdo imunoldgica,
duas aves por repeticdo foram inoculadas com uma suspenséo de eritrocitos de carneiro
(Sheep Red Blood Cells - SRBC), intramuscular no peito das aves, para determinar o
titulo de anticorpos. Outras duas aves por repeticio foram inoculadas
intradermicamente, no espaco interdigital entre 0 3° e 4° dedo do pé direito com
Fitohemaglutinina-P (PHA-P) para determinacgédo da hipersensibilidade cutanea basofila
(CBH). O espessamento da pele do espaco interdigital foi medido antes (tempo zero), 6,
12 e 24 horas apoés a injecdo de PHA-P. Aos dados obtidos foram aplicados anélise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Os tratamentos nao
apresentaram efeito (P>0,05) sobre o desempenho e o titulo de anticorpos dos frangos
de corte. Quanto a resposta imune celular (CBH), a VE apresentou efeito (P=0,01)
linear decrescente para os niveis avaliados, sendo que no tempo de 12 horas pés-
inoculacdo, o nivel de 10 mg VE/kg proporcionou maior proliferacdo celular quando
comparado com 500 mg VE/kg. Em relacdo ao peso relativo dos drgdos linfoides,
somente 0 baco apresentou efeito (P=0,035) para a GlIn, cuja utilizacdo na primeira
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semana de idade apresentou maior peso em relacdo ao periodo de 1 a 14 dias de idade.

A GIn influenciou (P=0,001) linearmente o pH muscular dos frangos, porém nenhuma
fase apresentou indicios da ocorréncia de PSE (Pale, Soft, Exudative) na carne. Os
resultados mostraram que o nivel de 10 mg VE/kg com a GIn (de 1 a 7 dias de idade)

promoveram melhores condi¢des ao sistema imune dos frangos de corte.

Palavras-chave: anticorpos, gliclise, hipersensibilidade cutanea, PSE



13
INFLUENCE OF GLUTAMINE AND VITAMIN E ON IMMUNOLOGIC
RESPONSES, PERFORMANCE AND MEAT QUALITY IN BROILER CHICKENS

ABSTRACT: This experiment was carried out to evaluate the influence of
glutamine (GIn) and vitamin E (VE) supplementation in diets on immunologic
responses, performance and meat quality of broiler chickens (Cobb-Vantress®). The
experimental design was completely randomized in a fatorial scheme 2 x 3 (VE x GIn).
The VE levels used were 10 and 500 mg/kg, with and without the GlIn (1%) utilization
and two periods supplying the starter diets with Gln (1 to 7 days and 1 to 14 days of
age), totalizing six treatments with five replicates of 50 birds for experimental unit. In
the grower period (22 to 41 days of age), the treatments only consisted of the respective
VE levels. The analyzed parameters were: performance (body weight gain, feed intake
and feed:gain ratio); pH of muscle; relative weight of spleen, Fabricius' bursa and
thymus; antibody titers (humoral immune system) and cutaneous basophil
hypersensitivity (cellular immune system). At 41 days of age, two birds per replicate
were slaughters to collect the breast muscle, spleen, Fabricius' bursa and thymus. For
immunologic evaluation, two birds per replicate were intramusculary injected with a
sheep red blood cells (SRBC) suspension in the breast, to determine the antibody titers.
Other two birds were intradermally injected, in the interdigital space between third and
fourth right foot digits with phytohemagglutinin-P (PHA-P) to determine of the
cutaneous basophil hypersensitivity (CBH). The skin thickness of the interdigital space
was measured before (time zero), 6, 12 and 24 h after the PHA-P injection. The
obtained data were submitted to variance analysis and the averages compared by
Tukey's test (P<0.05). The treatments did not present effect (P>0.05) on performance
and antibody titers of broilers. In relation to the cellular immune response (CBH), the
VE presented a linear decreasing effect (P=0.01) for the analysed levels, where the 10
mg VE/kg level presented higher cellular proliferation at 12 h after injection when
compared with 500 mg VE/kg. Considering to relative organ weights, only the spleen
presented effect (P=0.035) for GIn, which the first week of age utilization presented
higher weight in relation to the period of 1 to 14 days of age. The GIn influenced
(P=0.001) linearly the pH in broiler's meat, but none of the phase presented indications

PSE (Pale, Soft, Exudative) occurrence in the meat. The results showed that the 10 mg
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VE/kg level with GIn (1 to 7 days of age) provided better conditions for immune

system for broiler chickens.

Key words: antibody, cutaneous basophil hypersensitivity, glycolysis, PSE
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INTRODUCAO

Acdo da vitamina E sobre a resposta imunolodgica e qualidade da carne
A vitamina E € o antioxidante natural mais amplamente conhecido e o alfa-

tocoferol é a forma biologicamente mais ativa da vitamina E para as funcGes
fisioldgicas, mas tem eficécia limitada como antioxidante. As formas delta e gama séo
superiores como antioxidantes, mas sdo menos eficientes em sua capacidade de
sustentar o crescimento e o desempenho animal (Rutz & Lima, 1994).

O alfa-tocoferol é depositado na bicamada lipidica das membranas formando um
complexo com os fosfolipideos aumentando a viscosidade e facilitando a unido dos
acidos graxos poliinsaturados, elevando assim, a estabilidade das membranas e
conferindo melhores caracteristicas funcionais, aumentando a estabilidade da
oximioglobina e dos lipideos, resultando respectivamente, em menor descoloragdo e
rancificacdo nas carnes (Jensen et al., 1995; Liu et al., 1996; Guidera et al., 1997;
Morrissey et al., 1998). O alfa-tocoferol também inibe a enzima fosfolipase A2
prevenindo a hidrélise dos fosfolipideos das membranas (Surai, 1999).

A vitamina E doa elétrons aos radicais livres tornando-os estaveis, evitando que
eles se liguem aos &cidos graxos, inibindo assim, a reacdo de oxidacdo, mantendo com
isto a integridade da membrana celular (Rutz & Lima, 1994).

De acordo com Kilasing (1998), além da vitamina E ser a primeira linha de
defesa do organismo contra a agdo dos radicais livres, protegendo as células hospedeiras
e modulando a resposta imune, atua também na reducdo da sintese de prostaglandinas,
leucotrienos e citocinas modulando a resposta inflamatoria e assim reduzindo os danos
que o processo inflamatorio causa aos tecidos.

Chung & Boren (1999) avaliaram os beneficios da suplementacdo da vitamina E
na dieta de frangos e verificaram que as aves que receberam 240 mg de vitamina E/kg
tiveram melhora na conversédo alimentar de 2,3 % em relacdo ao grupo controle (33 mg
de vitamina E/kg). As aves que receberam 240 mg de vitamina E/kg na dieta tiveram
reducdo de 34%, 25% e 61% nas condenagdes de carcagas por doengas,
septicemia/toxemia e processos inflamatorios, respectivamente, quando comparadas ao
grupo controle.

No entanto, Erf et al. (1998) alimentando frangos de corte com dietas contendo

niveis crescentes de vitamina E (0, 17, 46 e 87 mg de dl-a-tocoferol/kg) ndo verificaram
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efeito da suplementacdo sobre a porcentagem de linfocitos B e macréfagos do timo e

do baco, porém verificaram que a suplementacdo de vitamina E, independente da dose,
resultou em uma maior producgdo de células T (CD4" e CD8") quando comparada as
aves que ndo receberam vitamina E.

Boa-Amponsem et al. (2000) ao alimentarem frangos com dietas contendo 10 e
300 mg de vitamina E/kg e desafiarem as aves com uma solugdo intravenosa de
eritrocitos de carneiro, verificaram que a suplementacdo de vitamina E ndo teve
influéncia sobre o titulo de anticorpos anti-hemécias de carneiro, mas observaram
aumento da relacdo heterdfilos/linfécitos, indicando que a vitamina E melhora a
capacidade fagocitaria do sistema imune, protegendo a ave contra a invasdo de
microrganismos patogénicos.

Por outro lado, Leshchinsky & Klasing (2001) avaliando a suplementagédo de
vitamina E (0, 10, 25, 50, 100 e 200 Ul de DI-a-tocoferol/kg) sobre a resposta imune de
frangos de corte, observaram que niveis entre 25 e 50 Ul/kg promoveram melhores
respostas aos titulos de anticorpos, apos 7 dias de inoculacdo com eritrocitos de
carneiro, em relagdo aos altos niveis de vitamina E.

Ap0s a morte do animal, o masculo transforma-se em carne através do processo
de rigor mortis, onde interrompe a circulacdo e conseqlientemente cessa 0
fornecimento de oxigénio e nutrientes, promovendo a alteracdo do metabolismo celular
aerobico para anaerdbico, que vai produzir energia, na forma de trifosfato de adenosina
(ATP), atraves da glicolise anaerdbica, sendo essa condigdo mais rapida nos masculos
de fibras brancas do que fibras vermelhas (Addis, 1986). A taxa de glicdlise pode
apresentar variacdo dentro da mesma espécie, sendo que na musculatura do peito de
frango, este processo requer aproximadamente 4 a 5 horas (Dawson et al., 1987).

A dureza ou maciez da carne estd relacionada com a taxa de glicélise pos-
mortem. Estudos com aves tém mostrado que o estresse pre-abate provoca a liberagédo
de uma descarga de adrenalina acelerando a glicolise pés-mortem gastando o ATP
muscular e produzindo &cido lactico, o que reduz o pH muscular e provoca rapidamente
o0 rigor mortis (dureza da carne) (Ali et al., 1999).

Um outro problema é a oxidacdo dos lipideos das membranas das células
musculares que provoca a rancificacdo da carne, ocorre exsudacao e alteracdo do odor,
do sabor e da cor (escura). Também pode ocorrer o PSE (Pale, Soft, Exudative)
caracterizado pela desnaturacdo das proteinas musculares causada pela reducdo do pH
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(menor que 5,7) devido a rapida glicolise (producdo de &cido lactico). A desnaturacao

protéica aumenta a permeabilidade das membranas celulares reduzindo a capacidade do
musculo reter 4gua. O baixo pH também provoca a alteracdo na coloracdo por
desencadear processos enzimaticos (Swatland, 1995; Van Laack et al., 2000).

Devido ao rapido crescimento da producdo de industrializados de carne de aves
e 0s problemas observados com a textura, coesividade e suculéncia, a questdo do PSE
ganhou importancia (Sosnicki, 1993; Ferket et al., 1995). Pesquisas tém sido realizadas
com carne de perus (Barbut, 1993; Ferket et al., 1995; Barbut, 1996; McCurdy et al.,
1996; Mckee & Sams, 1998; Sosnicki et al., 1998) e somente mais recentemente, com
frangos (Shimokomaki et a., 1997; Barbut, 1997; Olivo et al., 1998)

A suplementacdo da vitamina E na dieta das aves tem mostrado prevenir a
oxidacgdo lipidica (rancificacdo) bem como a ocorréncia de PSE. Ferket et al. (1995)
observaram que a suplementacdo da vitamina E inibiu a ocorréncia de carne PSE em
perus, corroborado por Sheldon et al. (1997) que verificaram reduzida rancificacdo e
ocorréncia de PSE com a suplementacdo de 300 mg de vitamina E/kg na dieta de perus,
mantendo as caracteristicas normais da carne.

Olivo et al. (2001) observaram que a suplementacdo de vitamina E (150 e 200
Ul de a-tocoferol/kg) na dieta reduziu a velocidade da glicélise pés-mortem prevenindo
a queda brusca do pH e a desnaturacdo protéica reduzindo a incidéncia de PSE. A
vitamina E também aumentou a capacidade de emulsificagdo da carne dos frangos,

indicativo de maior estabilizacdo dos lipideos de membrana.

Acdo da glutamina sobre a resposta imunoldgica

A glutamina (GIn) é um aminoacido ndo essencial, neutro, livre que se encontra
em maior quantidade no tecido muscular e no plasma, em concentracdes que
representam aproximadamente 50 a 80% do total de aminoacidos livres corporais. Por
ter, em sua estrutura dois grupos nitrogenados mobilizaveis, a GIn pode funcionar
como veiculo para intercambio tissular de nitrogénio e desempenhar papel crucial em
diversas e importantes vias metabolicas (Marliss et al., 1971; Smith, 1990).

A GIn ¢ reconhecida como substrato energético vital para células com rapida

divisdo, podendo atuar sobre a imunidade humoral local, ou seja, em determinados
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"sitios™ das superficies mucosas, tais como o trato respiratorio e trato gastrointestinal,

com o aumento no numero de nddulos linfaticos em mamiferos (Newsholme, 2001).

Yi et al. (2005) observaram a importancia da suplementacdo da GIn (1%) na
dieta até o 28° dia de idade em frangos de corte, apresentando melhor desempenho
(ganho de peso, eficiéncia alimentar e viabilidade) quando comparada as aves ndo
suplementadas. Estes resultados discordam de Maiorka et al. (2000), que néo
observaram efeito sobre o desempenho de frangos tratados com GIn na mesma
proporcao e periodo.

Embora o mecanismo imunomodulatério de varios ingredientes dietéticos ainda
sejam alvos de muitas pesquisas, pode-se sugerir a extrema importancia dos aspectos
relacionados com o sistema imune de qualquer tipo de dieta utilizada na producdo de
aves, aumentando assim a resisténcia geral das espécies aviarias contra infeccoes.

O sistema imune apresenta uma das interacbes moleculares e celulares mais
complexas da biologia, compreendendo o sistema celular e humoral, sendo o linfécito a
célula primaria atuante em ambos os sistemas. Os linfdcitos T (células T) originam-se
na medula éssea e sdo diferenciados no timo depois de serem atraidos por horménios
secretados pelas células timicas epiteliais. Uma vez no timo, estes linfocitos sofrem um
rapido processo de divisdo, onde parte migram e colonizam os 6rgdos linfoides
secundarios com células T e sdo responsaveis pela imunidade celular, isto é, processos
imunologicos do tipo reatividade cutanea tardia. Os linfocitos B (células B)
desenvolvem-se na bursa de Fabricius nas aves e provavelmente nos tecidos linféides
intestinais, tal como as placas de Peyer, e pela medula 6ssea nos mamiferos, e sao
responsaveis pela imunidade humoral, que é expressa pela producdo de proteinas
plasmaticas circulantes especificas, denominadas anticorpos (Tizard, 1985).

Os anticorpos sdo produzidos nos tecidos linfoides secundarios, que incluem néo
somente 0 baco e os linfonodos, mas também a medula 6ssea, as tonsilas cecais e 0s
tecidos linfoides distribuidos pelo corpo, principalmente nos tratos respiratorio,
digestorio e urogenital (Tizard, 1985).

Ao nascimento, o sistema imune das aves estd parcialmente desenvolvido e 0s
Orgdos primarios, timo e bursa, estdo presentes e povoados pelas células linféides. No
entanto, os drgdos secundarios, como o baco, tonsilas cecais, diverticulo de Meckel e os
tecidos linfoides dispersos no sistema digestorio e respiratorio ainda estdo incompletos
na eclosdo (Dibner & Richards, 2004).
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A selecdo genética intensa para ganho de peso e eficiéncia alimentar levou a

obtencdo de aves menos eficientes em alguns aspectos da resposta imunolégica. Ao se
comparar linhagens comerciais de frangos, foi observado que as linhagens de 1991
foram menos eficientes na producdo de anticorpos, quando comparadas a linhagens de
frangos de 1957. E interessante observar que a manipulacdo genética ndo foi capaz de
alterar a resposta imune natural (Qureshi & Havestein, 1994).

Os sistemas intensivos de produgdo aumentam o0s riscos de propagacdo as
doengas infecciosas, obrigando a ado¢do de medidas no sentido de preservar cada vez
mais a salude das aves. As praticas de producdo também impuseram uma maior pressao
por agentes patogénicos, bem como modifica¢cBes no ambiente, tanto climaticas como
comportamentais, as quais as aves nao estavam adaptadas (Siegel, 1985).

A proibicdo no mercado da utilizacdo de alguns aditivos alimentares utilizados
para melhorar o rendimento e o lucro de criacdo de frangos, tal como alguns
antimicrobianos e probioticos, estimularam estudos com outros aditivos que permitam o
maximo aproveitamento dos nutrientes pelas aves, favorecendo a total expressdo do
potencial genético (Perry, 1995; Rosen, 1996).

Com a finalidade de contribuir com a pesquisa na nutricdo avicola e
considerando a escassez de informagdes na literatura a respeito destes dois nutrientes
(GIn e VE), realizou-se este experimento com o objetivo de avaliar a influéncia da
nutricdo (suplementacdo da GIn e VE) sobre a intensidade da resposta imunoldgica,

desempenho zootécnico e qualidade da carne em frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura da Fazenda Experimental
de Iguatemi da Universidade Estadual de Maringd e Laboratérios de Nutricdo
Animal/LANA/DZO/UEM e Imunogenética/DAC/UEM, sob aprovacdo do Comité de
Etica em Experimentacdo Animal - CEEA/UEM.

Foram utilizados 1.500 pintos de corte machos de um dia de idade, da linhagem
Cobb-Vantress®. As aves foram alojadas em um galpdo convencional de 30 m de
comprimento e 8 m de largura, com cobertura de telha francesa e lanternim, piso de

concreto e paredes laterais de alvenaria com 40 cm de altura, sendo o restante da parede
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completada com tela de arame até o telhado, providos de cortinas moveis. O galpéo

foi dividido em 30 boxes de 5,1 m? cada com capacidade para 50 aves.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado num esquema fatorial
2 X 3 (VE x GIn). Os niveis de vitamina E (VE) utilizados foram de 10 e 500 mg de DI-
a-tocoferol/kg de racdo, com e sem a utilizacdo da glutamina - GIn (1%) e dois
periodos de administracdo das ragdes iniciais com GlIn (de 1 a 7 dias e 1 a 14 dias de
idade), totalizando seis tratamentos com cinco repeticbes de 50 aves por unidade
experimental. No periodo de crescimento (de 22 a 41 dias de idade), os tratamentos
consistiram apenas nos respectivos niveis de vitamina E. O premix mineral vitaminico
utilizado nas racdes foi isento de VE. As racdes foram formuladas a base de milho e
farelo de soja de modo a atenderem as exigéncias nutricionais das aves de acordo com
Rostagno et al. (2000) - Tabelas 1 e 2.

As racbes foram fornecidas de acordo com as fases estabelecidas, sendo que
tanto as aves como as ra¢fes foram pesadas no inicio e no final de cada periodo para
determinacdo do desempenho das aves (consumo médio de racdo, ganho de peso médio
e conversdo alimentar). A mortalidade, bem como as sobras de ragdo, foram

devidamente registradas para a determinacédo do real consumo de racdo pelas aves.
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TABELA 1 - Composicédo percentual e calculada das racbes para frangos de corte na
fase inicial (de 1 a 21 dias de idade)

Nivel de vitamina E (mg/kg de racao)

10 500
Ingredientes s/ GIn ¢/ Gln (1%) s/ GIn ¢/ GIn (1%)
Milho gréo 55,86 55,86 55,77 55,77
F. de soja 45% 36,34 36,34 36,35 36,35
F. Bicalcico 1,82 1,82 1,82 1,82
Calcério 1,08 1,08 1,08 1,08
Oleo de soja 2,85 2,85 2,88 2,88
Sal comum 0,40 0,40 0,40 0,40
DL-met - 99% 0,23 0,23 0,23 0,23
Supl. Min-vitam. 0,40 0,40 0,40 0,40
Vitamina E 0,001 0,001 0,050 0,050
L-Glutamina® - 1,00 - 1,00
Inerte* 1,00 - 1,00 -
BHT 0,01 0,01 0,01 0,01
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Exigéncias Atendidas
EM (kcal/kg) 3.000
PB (%) 21.50
Ca (%) 1.00
P disp (%) 0.45
Met+cis (%) 0.90
Lis (%) 1.15
Saédio (%) 0.20
Cloro (%) 0.27
Potassio (%) 0.84

1 - Niveis nutricionais para cada kg do produto: Vit A - 2.500 Ul/g; Vit D3 - 625 Ul/g; Vit K3 - 650 mg/kg; Vit B1
- 122,50 mg/kg; Vit B2 - 1.500 mg/kg; Vit B6 - 247,50 mg/kg; Vit B12 - 4.375 mcg/kg; Pantotenato de Calcio -
2.450 mg/kg; Niacina - 7.425 mg/kg; Acido félico - 100 mg/kg; Colina - 87.500 mg/kg; Zinco - 15.740,63 mg/kg;
Ferro - 12.250 mg/kg; Cobre - 13.125 mg/kg; Manganés - 19.375 mg/kg; lodo - 239,69 mg/kg; Selénio - 63,28

mg/kg; Cobalto - 49,88 mg/kg; Violeta Genciana - 3.125 mg/kg; BHT - 1.250 mg/kg.

2 - Vitamina E (Dl-alfa-tocoferol): 60 %
3 -Ajinomoto Interamericana: Analytical results - Transmittance 98%; Chloride (CI) 0.020%; Ammonium (NH4)
0.10%; Sulfate (SO4) 0.020%; Iron (Fe) 10ppm; Heavy metals (Pb) 10 ppm; Arsenic (As203) 1 ppm; Loss on
drying 0.01%; Assay 100.3%; pH 5.6

4- Areia lavada, em substituicdo a glutamina utilizada
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TABELA 2 - Composicdo percentual e calculada das ragdes para frangos de corte
na fase de crescimento (de 22 a 41 dias de idade)

Nivel de vitamina E (mg/kg de racao)

Ingredientes 10 500
Milho grao 64,89 64,78
F. de soja 45% 29,19 29,22
F. Bicalcico 1,58 1,58
Calcério 1,02 1,02
Oleo de soja 2,34 2,38
Sal comum 0,32 0,32
DL-met - 99 % 0,19 0,19
L-Lisina HCI - 78 % 0,03 0,03
Supl. Min-vitaminico* 0,40 0,40
Vitamina E? 0,001 0,050
BHT 0,01 0,01
Total 100,00 100,00
Exigéncias Atendidas

EM (kcal/kg) 3.100

PB (%) 19.00

Ca (%) 0.90

P disp (%) 0.40

Met+cis (%) 0.80

Lis (%) 1.00

Saédio (%) 0.17

Cloro (%) 0.23

Potassio (%) 0.73

1 - Niveis nutricionais para cada kg do produto: Vit A - 2.500 Ul/g; Vit D3 - 625 Ul/g; Vit K3 - 650 mg/kg;
Vit B1 - 122,50 mg/kg; Vit B2 - 1.500 mg/kg; Vit B6 - 247,50 mg/kg; Vit B12 - 4.375 mcg/kg; Pantotenato de
Calcio - 2.450 mg/kg; Niacina - 7.425 mg/kg; Acido félico - 100 mg/kg; Colina - 87.500 mg/kg; Zinco -
15.740,63 mg/kg; Ferro - 12.250 mg/kg; Cobre - 13.125 mg/kg; Manganés - 19.375 mg/kg; lodo - 239,69
mg/kg; Selénio - 63,28 mg/kg; Cobalto - 49,88 mg/kg; Violeta Genciana - 3.125 mg/kg; BHT - 1.250 mg/kg.

2 - Vitamina E (Dl-alfa-tocoferol): 60 %

A cama utilizada foi de cepilho de maravalha reutilizada (5° uso) para que as
aves pudessem ser submetidas a um maior desafio na criagdo. As aves foram vacinadas
no incubatdrio contra a doenca de Marek, sendo que ap0ds o alojamento, as mesmas nao
receberam nenhuma vacina. Foi adotado um programa de luz continuo durante os
primeiros 10 dias e o restante do periodo experimental com 23 horas de luz/dia. As
temperaturas médias dentro do galp&o foram de: maxima de 30° C e minima de 22°C; e
umidade relativa média de 30%. O percentual de mortalidade registrado durante todo o

periodo experimental foi de 1,50%.
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Titulo de Anticorpos (Resposta Humoral)
No 14° e 24° dia de idade, duas aves por box, retiradas ao acaso e devidamente

identificadas com uma anilha numerada na asa direita, foram inoculadas com 0,5 ml de
uma suspensdo de eritrécitos de carneiro (Sheep Red Blood Cells - SRBC) diluida em
meio PBS (solucdo salina tamponada fosfatada) a 0,5%. A inoculacdo foi feita via
intramuscular em cinco pontos equidistantes do peito da ave, sendo injetado 0,1 ml por
ponto. No 14° e 35° dia de idade (dia zero e 21dias apds a primeira inoculacéo) foi
coletado sangue da veia braquial, na quantidade de 3 ml/ave, para posterior obtencdo do
soro. O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos (Fanem - Excelsa® II,
modelo 206 MP) e o soro obtido foi armazenado em tubos de polietileno do tipo
Eppendorf (1 ml) devidamente identificados, em freezer a - 20°C até a realizagdo das
analises. Antes das analises, o soro foi inativado em banho maria a 56° C por 30
minutos, e o tampao diluente utilizado foi o PBS com 1% de albumina sérica bovina
(BSA/Fort Dodge®-22%). A resposta imune especifica do tipo humoral foi avaliada
mediante a determinacéo do titulo de anticorpos anti-eritrocitos de carneiro (suspensdo a
0,5%), segundo a técnica de hemaglutinacdo simples, descrita por Wegmann &
Smithies (1965). O mesmo procedimento foi realizado com outras duas aves por box,
porém inoculadas com solucéo fisiologica salina, servindo estas de controle negativo.
Na ordem de leitura das placas, as celulas que apresentaram aglutinacdo completa
formando um "tapete” roseo, determinaram assim a proporcdo de diluicdo de cada
amostra, conforme demonstrado na Figura 1. Os titulos foram expressos como log, da

maior diluicdo observada pelas aglutinacdes.
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FIGURA 1- Placa ilustrativa de microtitulacdo de anticorpos contra
eritrocitos de carneiro (SRBC), testando soro de frangos de corte
alimentados com dietas suplementadas com glutamina e vitamina E.

Reacdo de Hipersensibilidade Cuténea Basofila - CBH (Resposta Celular)
No 36° dia de idade, duas aves por box foram utilizadas para avaliacdo da

resposta imune inespecifica tardia. Cada ave foi devidamente identificada com anilhas
numeradas na asa esquerda, inoculada intradermicamente, no espaco interdigital entre o
3° e 4° dedo do pé direito com 100 ug de Fitohemaglutinina-P (PHA-P - Gibco®), uma
lecitina extraida do feijdo rosa (Phaseolus vulgaris) que estimula as células T a se
dividirem, diluida em solucéo fisioldgica salina estéril na dose de 0,10 ml. Um volume
equivalente de solucéo fisiologica salina estéril foi injetada no espaco interdigital do pé
esquerdo para o controle negativo.

O espessamento da pele do espaco interdigital, direito e esquerdo, foi medido em
milimetros usando um paquimetro manual imediatamente antes da injecdo (tempo zero),
6, 12 e 24 horas apds a injecdo de PHA-P. A resposta do teste de hipersensibilidade
cuténea foi calculada da seguinte maneira (Corrier & DelLoach, 1990):

CBH= resposta PHA-P (pé direito) - resposta controle (pé esquerdo)
Onde:
Resposta PHA-P= espessamento pds-injecao (pé direito) - espessamento tempo zero
(pé direito)
Resposta controle= espessamento pds-injecdo (pé esquerdo) - espessamento tempo

zero (pé esquerdo)
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Peso relativo dos 6rgaos e qualidade da carne

No 41° dia de idade, duas aves por box, foram abatidas por atordoamento com
choque elétrico (220W), para coleta do baco, timo e da bursa de Fabricius. O peso
relativo de cada 6rgéo foi obtido pela formula:

Peso relativo = (peso 6rgdo/peso vivo) x 100
Foram retiradas também o peito inteiro das mesmas, identificados em sacos plasticos e
refrigerados a 4° C por 06 horas post-mortem para as medidas do pH (Micronal®)
durante 60 minutos, com intervalos de 5 minutos, através da introducdo direta do

eletrodo de vidro na regido apical do musculo Pectoralis major.

Analise Estatistica
Os dados obtidos de cada parametro foram submetidos as analises de variancia e
testes de médias (P©0,05) de acordo com suas distribuicdes, utilizando o programa
SAS (2000).
O modelo estatistico adotado foi:
Yij =+ Vi+Gj+ VG + e
Onde:
Yijk = observacéo da repeticéo | que recebeu o tratamento com o nivel de V;, e G;;
u = média geral de todas as observacoes;
Vi = efeito do nivel i da suplementacgdo de vitamina E, i = 1,2 (1= 10; 2= 500 mg
vitamina E/kg);
G; = efeito do periodo j com GIn (1%), j= 1,2,3 (1= isento; 2= de 1 a 7 dias; 3= de
1 a 14 dias de idade);
VG;; = efeito da interagdo da vitamina E e Gln;

ejj = erro experimental.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados médios dos parametros de desempenho, encontram-se na Tabela 3.
A associacdo da GIn e VE ndo apresentou efeito (P>0,05) sobre o desempenho dos
frangos de corte em nenhuma fase de criagdo, no entanto, um baixo percentual de

mortalidade foi observado durante todo o periodo experimental. Nossos resultados
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corroboram com Maiorka et al. (2000) que ndo observaram efeito da suplementagéo

da GIn sobre o desempenho de frangos de corte e com Konjufca et al. (2004) que
avaliando diferentes niveis de VE, ndo apresentou efeito sobre o peso corporal de
frangos. No entanto, Yi et al. (2005) relataram uma maior eficiéncia alimentar, ganho de
peso e viabilidade dos frangos alimentados com 1% de GIn.

Para o peso relativo dos drgdos linféides, apenas o bago apresentou efeito
(P=0,035) entre as fases de utilizacdo da GIn no periodo inicial de criacdo, onde as aves
alimentadas com GIn (de 1 a 7 dias de idade) apresentaram um maior peso medio
relativo em relacdo ao periodo de 1 a 14 dias, conforme apresentado na Tabela 4. Como
a GIn é utilizada em altas taxas por células isoladas do sistema imune, como linfécitos,
macréfagos e neutrdfilos, além de ser importante para a proliferacdo de linfocitos e
producdo de citocinas, atividades de fagocitose e secrecdo dos macrofagos (Newsholme,
2001), poderia justificar o maior peso relativo do baco observado neste experimento.

A vitamina E ndo apresentou efeito (P>0,05) para o peso relativo dos érgdos
neste experimento, concordando com Gore & Qureshi (1997) que ndo encontraram
diferenca no peso relativo do baco e da bursa em frangos aos 35 dias de idade, que
receberam 10 Ul de vitamina E injetado nos embrifes aos 18 dias de incubacéo.
Konjufca et al. (2004) avaliando a suplementacdo de vitamina E, na forma de Dl-a-
tocoferol, ndo observaram diferenca entre os tratamentos sobre o peso relativo dos
Orgdos, com exce¢do do baco que apresentou um aumento na sétima semana de idade,
em frangos alimentadas com 110 e 220 mg vit.E/kg quando comparadas ao tratamento

controle de 16 mg vit.E/kg (0,14; 0,18 e 0,10, respectivamente).
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TABELA 3 - Valores médios dos parametros de desempenho (peso final; ganho de
peso; consumo de ragdo individual, conversdo alimentar) e percentual de
mortalidade dos frangos de corte de 1 a 41 dias de idade

Tratamento Vitamina E (mg/kg) Glutamina MEDIA
10 500 Isento la7dias 1lal4dias
Periodo(dias) Peso Final (g) CV (%)
la7 168,267 165,574 164,680 168,382 167,700 166,921 3,25
lald 442,994 437,757 437,241 441,469 442,416 440,376 3,13
la2l 875,564 879,388 875,863 887,565 869,000 877,476 3,51
la4l 2612,385 2619,838 2610,463 2613,215 2624,657 2616,112 249
Ganho de Peso (g)
la7 123,530 120,798 120,084 123,654 122,756 122,165 4,24
lal4 398,258 392,981 392,645 396,741 397,472 395,619 3,42
la2l 830,828 834,612 831,267 842,837 824,056 832,720 3,68
ladl 2567,649 2575,062 2565,867  2568,487  2579,713 2571,356 2,53
Consumo de Racgao (g/ave)
la7 139,520 136,840 136,520 139,660 138,360 138,180 3,52
lal4 507,133 500,951 500,960 505,077 506,089 504,042 2,55
la2l 1154,445 1147,962 1145577 1155,748 1152,285 1151,203 2,39
la4l 4464532 4484,482 4481,110  4463,683  4478,727 4474506 2,20
Conversdo Alimentar (g/g)
la7 1,129 1,133 1,137 1,129 1,127 1,131 1,71
lal4 1,273 1,275 1,276 1,273 1,273 1,274 1,37
la2l 1,390 1,376 1,379 1,371 1,399 1,383 1,86
la4l 1,739 1,741 1,747 1,738 1,736 1,740 1,46
Mortalidade Total Acumulada (%)
la7 0,13
lal4 0,34
la2l 0,49
la4l 1,50
(P>0,05)

1- CV (%) das médias/tratamento
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TABELA 4 - Valores médios do peso relativo (% em relacdo ao peso vivo da ave) do
baco, bursa de Fabricius, timo e do tamanho da bursa® dos frangos de corte
aos 41 dias de idade

Baco Bursa Timo Bursdmetro’

Vitamina E (mg/kg)

10 0,126 0,063 0,475 4,233
500 0,129 0,060 0,479 4,133
Valor de P 0,418 0,515 0,868 0,383
Glutamina (1%)

1- Sem Glutamina 0,131 ab 0,066 0,477 4,200
2- De 1 a7 dias 0,134 a 0,061 0,460 4,150
3- De 1 a 14 dias 0,121 b 0,057 0,492 4,200
Valor de P * 0,035 0,182 0,475 0,918
Vit.E*GIn (Valor de P) 0,383 0,625 0,692 0,467
CV (%) 11,92 23,82 16,08 10,54

* Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste de Tukey (P<0,05)
1. Valores médios do tamanho da bursa de Fabricius, medida pela régua da Solvay - Bursine®-2

Quanto a resposta imune dos frangos, 0s niveis de vitamina E utilizados
apresentaram efeito (P=0,001) semelhante sobre a resposta celular (Hipersensibilidade
Cutanea Basofila - CBH) conforme demonstrado na Figura 2. A resposta a CBH foi
detectada de forma linear decrescente conforme as horas mensuradas, sendo que no
tempo 12 horas apés a inoculagdo, o nivel de 10 mg vit.E/kg apresentou uma maior
proliferacdo celular em relacdo a 500 mg vit.E/kg, sendo que apos 24 horas este efeito
ndo pdde mais ser verificado, de acordo com a Tabela 5. A suplementacdo de vitamina
E acima da recomendacdo do NRC (1994) apresentou efeito inibitdrio sobre as células
T-mediadoras do sistema imune, tal efeito também foi observado por Boa-Amponsem et
al. (2000) que encontraram maior valor de CBH para aves tratadas com 10 Ul vit.E/kg
(x=0,40+0,03 mm) em comparacéo ao nivel de 300 Ul vit.E/kg (x=0,30+0,03 mm) apds

24 horas da inoculacao.
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FIGURA 2 - Efeito da vitamina E sobre a resposta imune celular -
Hipersensiblidade Cutanea Basotfila - CBH (mm), em frangos de corte
aos 36 dias de idade

TABELA 5 - Valores médios de CBH' (mm) em funcéo dos niveis de vitamina E em
frangos de corte aos 36 dias de idade?

Tempo de medidas (horas)

Vitamina E 6 12 24 CV (%)
10 0,577 +£ 0,025 0,524+ 0,021 a 0,299 + 0,018 24,18
500 0,552 + 0,027 0,483 +0,023 b 0,250 £ 0,014 25,17

1- CBH= (espessamento, PHA-P / pé direito) - (espessamento, controle-solugéo salina / pé esquerdo)
2- Valor médio + erro padrédo
* Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de médias (P<0,05)

A resposta CBH informa por uma simples inoculacdo de PHA-P, uma pré-
imunizacdo num curto periodo de tempo, onde a resposta ao teste cutaneo pode avaliar a
imunocompeténcia das células T-mediadoras em aves recém-nascidas. De acordo com
Corrier & DeLoach (1990) que avaliaram dosagens de PHA-P (100 e 200 ug) sobre a
hipersensibilidade cutdnea em frangos na fase inicial de criacdo (até 14 dias de idade),
observaram a presenca das células T-mediadoras do sistema imune ja ao 3° dia de idade,
cujas mensuracdes no espessamento da pele pdde ser observado as 6 horas pds-
inoculacdo, maximo as 12 horas e queda as 24 horas. O aumento no espessamento da
pele interdigital foi de 0,64 para 0,88 mm em 12 horas p6s inoculacdo. Por outro lado,
Leshchinsky & Klasing (2001) ndo observaram efeito da suplementacdo da vitamina E
sobre a hipersensibilidade cutanea basofila em frangos de corte.

Para avaliar a resposta imune humoral, neste experimento optou-se pelos

eritrocitos de carneiro (SRBC) por serem freqlientemente utilizados como instrumento
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nas pesquisas imunoldgicas, pois sdo uma fonte muito econémica de antigenos e 0s

anticorpos contra estas células de carneiro produzidos em outras espécies de animais
tendem a se direcionar principalmente contra antigenos especificos do carneiro, além de
que anticorpos naturais contra eritrécitos de carneiro sdo encontrados no soro de muitos
animais normais (Tizard, 1985).

Os valores médios dos titulos de anticorpos estdo apresentados na Tabela 6. N&do
houve efeito (P>0,05) dos tratamentos sobre o titulo de anticorpos dos frangos aos 35
dias de idade. No entanto, pode ser observado uma maior producdo de anticorpos pelas

aves tratadas com 10 mg vit.E/kg e GIn na primeira semana de idade.

TABELA 6 - Valores médios dos titulos de anticorpos (Ac) medidos aos 21 dias
apos a 1% inoculacdo com SRBC em frangos de corte alimentados
com dietas suplementadas com niveis de Glutamina e vitamina E

Vitamina E (mg/kg) Glutamina (1%) CV (%)
10 500 Isento 1a7dias 1 a 14 dias
Titulo Ac’ 2,733 2,400 2,500 2,650 2,550 25,05
Erro Padrdo 0,348 0,320 0,316 0,428 0,496

1.Valores expressos como Log, da maior diluicdo observada nas aglutinagdes (P>0,05)

Gore & Qureshi (1997), avaliando a vitamina E na forma de DI-a-tocoferol,
injetadas em embrides de perus aos 18 dias de incubagdo, observaram um aumento no
titulo de anticorpos para as aves que receberam 10 Ul vit.E/kg em relagdo as que nao
receberam vitamina (4,2 vs 3,0), aos 14 dias pds-inoculacdo com SRBC, sugerindo que
a suplementacdo de vitamina E pode ter um efeito imunomodulador, aumentando a
resisténcia a doengas com a producdo de anticorpos. Um possivel mecanismo para esta
melhor funcdo imune pode ser uma modulacdo (para menos) da biossintese de
prostaglandina, a qual € considerada inibitoria para varios parametros de imunidade.

Os resultados encontrados neste experimento foram proximos aos observados
por Boa-Amponsem et al. (2000), cujos niveis de vitamina E utilizados (10 e 300 Ul/kg)
em frangos de corte ndo apresentaram efeito significativo aos 20 dias p6s-inoculagao
com SRBC, cuja média do titulo de anticorpos foi de 2,53.

Yang et al. (2000), trabalhando com galinhas de alta e baixa resposta a producéo
de anticorpos e vitamina E (10 e 300 Ul/kg), observaram uma queda no titulo de
anticorpos nas aves de baixo potencial genético alimentadas com alto nivel de vitamina

E, nos periodos de 6 e 10 dias pos-inoculacdo com SRBC (2,4 vs 1,5 para 6 dias e 1,9 vs
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1,2 para 10 dias, respectivamente para 10 e 300 Ul vit.E/kg). Ao 20° dia pos-

inoculacao, este efeito sobre a titulo de anticorpos ndo pdde mais ser observado.

Por outro lado, Leshchinsky & Klasing (2001) observaram um aumento no titulo
de anticorpos de frangos com a suplementacao de 50 Ul vit.E/kg (x=3,35 aos 7 dias pos-
inoculacdo), concluindo que niveis moderados de vitamina E (25 a 50 UI/KQ)
apresentaram melhor modulacdo do sistema imune do que altos niveis (100 a 200
Ul/kg), correspondendo aos niveis necessarios de vitamina E para a inibicdo da
peroxidacdo lipidica e protecdo das mitocéndrias do figado contra o estresse oxidativo.

Em relacdo a qualidade da carne, as medidas do pH no musculo Pectoralis
major dos frangos aos 41 dias de idade estdo representados na Figura 3. A vitamina E
ndo apresentou efeito (P>0,05) sobre o pH da carne, porém a Gln apresentou efeito
linear decrescente (P=0,001) sobre o mesmo, sendo que a queda gradativa nao
caracterizou efeito de PSE (Pale, Soft, Exudative) no musculo dos frangos de corte,
originalmente proposto por Kijowski & Niewiarowicz (1978). Estes autores propdem
que o valor de pH abaixo de 5,7 dentro do tempo post mortem de 15 minutos acarreta o
desenvolvimento de carnes com caracteristicas PSE.

De acordo com Yi & Allee (2005), a GlIn é importante na gliconeogénese e na
homeostase do pH, além da diferenciagdo e crescimento celular. Sdo os principais
combustiveis da mucosa do intestino delgado e sdo precursores essenciais da sintese
intestinal de glutationa.

A glutationa contém selénio (Se) e constitui uma explicacdo das observacdes de
que o Se é eficaz na prevencdo de algumas deficiéncias que também sdo evitadas pelo
tocoferol. O Se atua ao nivel do citosol complementando o tocoferol que age a nivel de
membrana (Ewan,1993).

As medidas de pH neste experimento foram realizadas sob temperatura ambiente
de 22°C apds um resfriamento de 6 horas a 4°C. Nos frigorificos, as carcacas seguem
um fluxo continuo e sdo imediatamente resfriadas logo apds o abate, onde a temperatura
inicial proxima a 40°C passa para temperatura interna abaixo de 10°C num intervalo de

aproximadamente 60-70 minutos (Olivo & Shimokomaki, 2002).



32

YpH1=6,009577-0,0058X R2=0,696
6,10 7 YpH2=6,041077-0,0051X R2=0,665
r YpH3=6,041846-0006X  R2=0,500
6,00
5,90
T
Q 580
>0 T pse
5,60 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
H —e—1- SemGIn
Tempo (mlnutos) —m— 2- GIn (1 a7dias)
3- GIn (1 a 14 dias)

FIGURA 3 - Influéncia da glutamina na glicolise de frangos de corte e a
indugdo de carne PSE. A érea indicada (pH 5,7/15 min.) é o periodo de
tempo em que ocorre PSE em carnes de frangos de corte - Kijowski &
Niewiarowicz (1978).

A suplementacdo de aminoacidos gluconeogénicos parece reduzir o catabolismo
tecidual, mantendo o glicogénio muscular e prevenindo caracteristicas indesejaveis na
carne, como o PSE ou DFD - Dark, Firm and Dry (Schaefer et al., 2001).

De acordo com Millward et al. (1989) e Rennie et al. (1989), a GIn dietética
reduz a perda muscular em situacGes de estresse, sendo a GIn muscular uma fonte de
reserva de nitrogénio, que é mobilizado durante o estresse.

Apesar da suplementagdo da VE néo ter influenciado (P>0,05) na glicolise da
carne dos frangos de corte neste experimento, os resultados médios revelaram que a
VE pode retardar os processos bioquimicos indutores da formacdo de carne PSE,
conforme apresentado na Figura 4, onde os valores do pH considerados criticos

somente foram alcancados apds 55 minutos.
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FIGURA 4 - Influéncia da suplementacdo da vitamina E sobre o pH
muscular de frangos de corte (P>0,05)

Olivo et al. (2001) avaliando o efeito do estresse e da suplementacdo de
vitamina E sobre as propriedades funcionais da carne de frangos, encontraram efeitos
benéficos desta vitamina sobre o pH muscular, onde a suplementacdo de 150 e 200
Ul/kg, respectivamente, para as fases inicial (1a 21 dias) e crescimento (22 a 49 dias de
idade) proporcionaram uma inibicdo na velocidade da instalagdo do rigor mortis,

retardando os processos bioquimicos indutores da formacao de carne PSE.

CONCLUSAO

A associacdo de 10 mg de vitamina E/kg com Glutamina (nos primeiros 7 dias
de idade) na racgdo, proporcionou melhores condi¢fes imunoldgicas aos frangos, porém
ndo influenciou o desempenho zootécnico. A Glutamina comportou-se positivamente

em relacdo ao pH da carne ndo caracterizando o efeito PSE em frangos de corte.
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SUPLEMENTACAO DA GLUTAMINA E VITAMINA "E" SOBRE A
MORFOMETRIA DA MUCOSA INTESTINAL EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO: O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia
da suplementacdo da glutamina (GIn) e vitamina E (VE) na ragdo de frangos de corte
(Cobb-Vantress®) sobre a morfometria da mucosa intestinal. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado num esquema fatorial 2 x 3 (VE x GlIn), cujos niveis de VE
foram de 10 e 500 mg/kg de racdo, com e sem a utilizacdo da GIn (1%) e dois periodos
de administragéo das racdes iniciais com GIn (de 1 a 7 dias e 1 a 14 dias de idade),
totalizando seis tratamentos com cinco repeti¢fes de 50 aves por unidade experimental.
No periodo de crescimento (de 22 a 41 dias de idade), os tratamentos consistiram
apenas nos respectivos niveis de VE. Aos 7, 14, 21 e 41 dias de idade, duas aves por
repeticdo foram abatidas e retiradas amostras do duodeno, jejuno e ileo, fixadas em
solugéo de Bouin e posterior inclusdo em parafina. Em seguida, foram preparados cortes
de 5um de espessura e corados com hematoxilina-eosina (HE). Os parametros
analisados foram: comprimento de vilos (VI) e profundidade das criptas (CRI). Aos
dados obtidos foram aplicados analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (P<0,05). Para o duodeno houve interacdo (P=0,038) entre 10 mg VE/kg X
sem Gln, para a CRI aos 7 dias de idade, cuja maior profundidade média foi de 162,2
um. Aos 14 dias de idade, para o VI houve (P=0,041) interacdo entre 500 mg VE/kg X
GIn (de 1 a 14 dias de idade), apresentando maior altura media de 1.394,3 um. Apos 0
21% dia de idade, verificou-se manutencdo em relagdo ao VI no duodeno, no entanto, a
CRI apresentou efeito (P=0,022) para a VE, sendo que criptas mais profundas foram
para o nivel de 10 mg/kg. O jejuno apresentou efeito (P=0,017) da VE para a CRI
durante as duas primeiras semanas de idade, onde o nivel de 10 mg/kg apresentou
maiores CRI. Aos 41 dias de idade, houve (P=0,001) interacdo entre 500 mg VE/kg X
sem GlIn para o VI do jejuno, que por sua vez néo diferiu das aves alimentadas com 10
mg VE/kg com a suplementacdo da GIn, independente do periodo de utilizacdo (durante
1 ou 2 semanas). Em relacéo ao ileo, ndo houve efeito (P>0,05) dos tratamentos para VI
e CRI nas duas primeiras semanas de idade. Aos 21 dias de idade, o VI foi influenciado
(P=0,021) pela VE (10 mg/kg) apresentando maior altura média de 555,43 um. Houve
interacdo (P=0,012) entre 10 mg VE/kg x GlIn (de 1 a 7 dias de idade) aos 41 dias de

idade para o VI cuja maior altura media foi de 921 um. Considerando que vilos mais
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curtos prejudicam a absorcdo dos nutrientes por reduzirem a area das células do

epitélio intestinal, em conseqliencia da reducdo da absor¢cdo osmotica da agua, pode-se
concluir que o nivel de 10 mg VE/kg com GIn (de 1 a 7 dias de idade) proporcionou

melhores condi¢Oes para o desenvolvimento da mucosa intestinal de frangos de corte.

Palavras - chave: cripta, frangos de corte, intestino delgado, vilos
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GLUTAMINE AND VITAMIN E SUPPLEMENTATION ON THE INTESTINAL

MUCOSA MORPHOMETRIC IN BROILER CHICKENS

ABSTRACT: The experiment was carried out to evaluate the influence of
glutamine (GIn) and vitamin E (VE) supplementation in diet of broiler chickens on the
intestinal mucosa morphometric. The experimental design was completely randomized
in a fatorial scheme 2 x 3 (VE x GIn), with VE levels of 10 and 500 mg/kg, with and
without the GIn (1%) utilization and two periods supplying the starter diets with Gln
(from 1 to 7 and 1 to 14 days of age), totalising six treatments with five replicates of 50
birds for experimental unit. In the grower period (from 22 to 41 days of age), the
treatments just consisted of the respective VE levels. At 7, 14, 21 and 41 days of age,
two birds for replicates were slaughters and duodenum, jejunum and ileum samples
were retired, fixed in Bouin solution and embedded in paraffin. Five micrometer slices
were prepared and stained with hematoxylin-eosin (HE). The analyzed parameters were:
villus height (\VVI) and crypt depth (CRI). The obtained data were subjected to variance
analysis and the averages compared by Tukey's test (P<0.05). Considering the
duodenum there was interaction (P=0.038) between 10 mg VE/kg x without GlIn, for
CRI at 7 days of age wich higher crypt depth was 162.2 um. At 14 days of age, to the
VI there was interaction (P=0.041) between 500 mg VE/kg x GIn (from 1 to 14 days of
age), presenting higher average height of 1,394 um. After the 21° day of age, it was
observed a maintenance in relation to the VI in the duodenum, however, the CRI
presented a VE effect (P=0.022), where the more crypt depth was to 10 mg/kg. The
jejunum presented a VE effect (P=0.017) for CRI during the first two weeks of age,
where the 10 mg/kg level presented higher CRI. At 41 days of age, there was interaction
(P=0.001) between 500 mg VE/kg x without GIn to the jejunum VI, that did not differ
from the birds fed with 10 mg VE/kg and the supplementation of GIn, independent of
the period (during one or two weeks). In relation to the ileum, the treatments did not
presented VI and CRI effects (P>0.05) in the first two weeks of age. At 21 days of age,
the VI was influenced (P=0.021) by VE (10 mg/kg), presenting higher average height
(x=555.43 um). The interaction between 10 mg VE/kg x GIn (from 1 to 7 days of age)
presented effect (P=0.012) at 41 days of age for VI, wich the higher average height was
921 um. Considering that shorter villus affect the absorption of the nutrients reducing

the intestinal epithelium cells area, in consequence of the of water osmotic absorption
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reduction, it can be concluded that the 10 mg VE/kg level and GIn (of 1 to 7 days of

age) provided better conditions to the intestinal mucosa development of broiler

chickens.

Key words: broiler chickens, crypt, small intestine, villus
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INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento embrionério os nutrientes sdo supridos pelo ovo e
apos a eclosdo esses animais iniciam a utilizacdo de dietas exdgenas. Essa mudanca
necessita de um periodo de adaptacdo do trato gastrointestinal (TGI) das aves, sendo
que o TGI sofre um processo de maturacdo pos-natal que pode afetar significativamente
0 desempenho, principalmente nas duas primeiras semanas de idade, que representa,
aproximadamente, 30% da vida util da ave.

O TGI dos animais possui as fungdes de armazenamento do contetdo alimentar,
secrecdo, digestdo e absor¢do dos nutrientes. Estudos morfoldgicos apontam que no
momento da eclosédo, o peso do intestino delgado representa de 1,2 a 2,6% do peso vivo
da ave e ao atingir seu desenvolvimento maximo passa a representar de 6,2 a 6,6% e
que o pico de desenvolvimento do intestino delgado mostrou ser entre 5 a 7 dias pos-
ecloséo (Sell, 1996). No entanto, Noy & Sklan (1998) relataram o periodo de 6 a 8 dias
como sendo o pico de crescimento para o intestino delgado, fortalecendo a premissa de
que a adequada alimentacdo na primeira semana de idade do pinto tem papel relevante
no desempenho dos frangos de corte.

A imaturidade do TGI na primeira semana de vida é um fator limitante para o
desenvolvimento da ave, pois a maior capacidade em secretar enzimas, 0 aumento da
area de absorcéo atraves do crescimento longitudinal do intestino e o aumento da altura
das vilosidades sdo eventos ainda por acontecer. Até os primeiros 4 a 5 dias de vida, o
pintainho também recebe nutrientes provenientes do saco vitelinico da gema, localizada
na cavidade peritonial (Macari, 1998).

Nir (1998) observou que pintos de corte apresentam uma correlagdo negativa
entre ingestdo alimentar e digestibilidade dos nutrientes durante a primeira semana de
vida. Este autor afirma que na segunda semana de vida das aves, esta correlagéo torna-
se positiva, 0 que pode estar relacionado com a otimizacdo do crescimento intestinal e
da atividade enzimatica. A partir da terceira semana nao existe mais relacdo entre
consumo de alimento e digestibilidade, provavelmente porque o TGI ja atingiu o seu
ponto de equilibrio.

O intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) tem funcdo primordial nos
processos de digestdo e absorcdo de nutrientes. A estrutura e a funcdo da mucosa

intestinal, que tem a mais alta taxa de renovacdo (turnover) de todos os tecidos do
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corpo, dependem do equilibrio entre a proliferacdo, migracdo celular e apoptose. De

acordo com Macari (1998), a renovacao total da mucosa leva em torno de 90 a 96 horas
para frangos de corte, no entanto, o tempo de renovacao difere entre os segmentos, no
duodeno a renovacao € mais rapida, podendo durar ao redor de 48 horas.

A mucosa do intestino delgado é caracterizada por projecdes alongadas (epitélio
e lamina prépria) denominadas de vilosidades ou vilos, em direcdo ao limen intestinal.
No duodeno, as vilosidades possuem forma de folhas, gradualmente assumindo forma
de dedos a medida que se aproximam do ileo. Entre os vilos existem pequenas aberturas
de glandulas tubulares simples chamadas de criptas ou glandulas de Lieberkiihn
(Junqueira & Carneiro, 2004).

A organizacdo complexa do epitélio intestinal apresenta pelo menos trés
linhagens de células que se originam a partir das células tronco situadas na base das
criptas, as quais diferenciam-se durante a migracdo ao longo do eixo cripta-vilosidade.
Ao deixar as criptas, os enterdcitos, as células caliciformes e as enteroenddcrinas
perdem sua atividade mitdtica e dirigem-se para a extremidade dos vilos onde ap6s um
determinado periodo de atividade, entram em apoptose antes de serem eliminadas para a
luz. Assim, a proliferacdo normal das células da mucosa ocorre em células precursoras
localizadas nas criptas do intestino delgado e no ceco das aves (Silva, 2004).

Os enterdcitos sdo células polarizadas que constituem a maior populacdo de
células epiteliais que revestem o intestino. Durante o processo de diferenciacdo e
migracdo para a vilosidade, ocorre um aumento no tamanho absoluto das células e no
tamanho relativo do citoplasma, no numero de mitocéndrias, do reticulo endoplasmatico
e de microvilosidades das células. Ao mesmo tempo que 0s enterdcitos adquirem novas
aptiddes metabolicas, passam a expressar receptores e transportadores relacionados com
0 processo de absorcao e a secretar enzimas digestivas (Van Dongen et al., 1976). Ainda
nas criptas, os enterécitos adquirem novos mecanismos de sobrevivéncia e perdem a
capacidade de proliferacdo antes da migracédo, tornando-se aptos a regularem de maneira
orquestrada a absorcdo de fluidos e nutrientes (Potten & Loeffler, 1990; Ruemmele et
al., 1999; Gauthier et al., 2001). Outro fator relevante para a absor¢do dos nutrientes na
membrana luminal é a quantidade de microvilos existentes nos enterdcitos, o nimero de
microvilos atua como um amplificador de area para a absorcao dos nutrientes (Macari &
Maiorka, 2000).
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De acordo com Uni et al. (1998) e Applegate et al. (1999), o desenvolvimento

da mucosa consiste no aumento da altura e densidade dos vilos, 0 que corresponde a um
aumento em numero de suas células epiteliais. Decorre primariamente de dois eventos
citolégicos associados: renovacao celular (proliferacdo e diferenciagdo das células
localizadas na cripta e ao longo dos vilos) e perda celular (extrusdo que ocorre
normalmente no apice dos vilos).

O mecanismo envolvendo a regulacdo do "turnover" das células intestinais por
nutrientes, ainda € pouco conhecido. Entretanto, ha fortes evidéncias de que tanto os
neurdnios intrinsecos, como os aferentes extrinsecos primarios mediam as respostas
mecano e quimiosensitivas do TGI, permitindo ajustes locais e informando ao sistema
nervoso central o contetdo luminal e o processo de absorcao dos nutrientes (Raybould,
2002).

Pesquisas tém sugerido que a estimulacdo do TGI por diferentes substratos, logo
apos a eclosdo, podem acelerar o seu desenvolvimento. Segundo Noy & Sklan (1995), a
digestdo do nitrogénio (N) no intestino delgado aumenta de 78% no 4° dia para 92% no
21° dia em frangos de corte.

Alguns nutrientes sdo essenciais para a homeostase intestinal. Segundo
Ruemmele et al. (1999), a caréncia de glutamina e poliaminas inibem a proliferacéo, a
migracdo e a apoptose. Além disso, a glutamina é um substrato imprescindivel na
construcdo da barreira passiva de mucina as bacterias, pois € necessaria para a sintese de
bases nitrogenadas e de amino-aclcares da matriz extracelular com a N-
acetilglicosamina e a N-acetilgalactosamina, e para a glicosilagcdo das mucinas (Reeds &
Burrin, 2001).

A glutamina (GIn) é um aminoacido nao essencial, neutro, livre que se encontra
em maior quantidade no tecido muscular e no plasma, em concentracdes que
representam aproximadamente 50 a 80% do total de aminoacidos livres corporais. Por
ter em sua estrutura dois grupos nitrogenados mobilizaveis, a GIn pode funcionar como
veiculo para o intercambio tissular de nitrogénio e desempenhar papel crucial em
diversas e importantes vias metabolicas (Marliss et al., 1971; Smith, 1990). E
responsavel pela manutencdo da estrutura da mucosa, na sintese de mucina e na
mantenca de uma barreira contra ataques bacterianos (Khan et al, 1999), além de
promover a maturidade e integridade da flora intestinal associada ao sistema imune (Yi
et al., 2005).
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As ceélulas da mucosa do trato digestivo, assim como outras células de

proliferacdo répida, tém uma exigéncia obrigatoria de GIn que pode envolver o papel da
mesma como fornecedora de até metade da exigéncia de N para a sintese de purina e
pirimidina via acao da carbamil-fosfato sintetase Il do citosol (Lobley et al., 2001).

O efeito da GIn sobre a reconstituicdo da mucosa intestinal, apds algum dano,
tem sido investigado devido ao fato desse aminoacido ser o principal metabdlito que
nutre os enterdcitos. A Gln é reconhecida como substrato energético vital para células
com rapida divisdo como as intestinais (Lacey & Wilmore, 1990), podendo atuar sobre
a imunidade humoral local, ou seja, em determinados "sitios" das superficies mucosas,
tais como o trato respiratorio e trato gastrointestinal, com o aumento no ndmero de
nodulos linfaticos em mamiferos (Newsholme, 2001).

A oxidacdo da GIn estimula as trocas sodio/hidrogénio (Na'/H") na membrana
do enterdcito, levando a uma maior absor¢do de Na* e CI” tanto em um epitélio integro
como em um epitélio lesado, de acordo com Rhoads et al. (1997). Estes mesmos autores
sugerem que o estimulo a proliferacdo da mucosa intestinal pela GIn possa ser devido
ao aumento da atividade da enzima ornitina descarboxilase (ODC).

Ha evidéncias que altos niveis de ODC estdo associados com as células maturas
e consequientemente com as fung¢Bes primarias dos enterdcitos de digestdo e absorcéo de
nutrientes (Johnson & McCormack, 1994). Outros pesquisadores tém sugerido que a
ODC e poliaminas regulam a maturacdo e diferenciagédo das células da mucosa intestinal
com uma maior atividade nas células da extremidade e medial dos vilos do que nas
células das criptas (Ball et al., 1976 e Baylin et al., 1978).

Recentes estudos tém demonstrado que as células da mucosa intestinal das
criptas e das vilosidades sintetizam simultaneamente GlIn, sugerindo que este pode nédo
ter um papel estritamente metabdlico no intestino (Reeds & Burrin, 2001), indicando
assim que a GlIn tenha um papel mais regulatério que metabdlico ao ativar uma série de
genes associados com o ciclo de progressdo das células e que a inibicdo da sintese de
GIn inibe tanto a proliferacdo, quanto a diferenciacdo das células da mucosa (Rhoad et
al., 1997; Blikslager et al., 1999, Reeds & Burrin, 2001).

A exposicdo natural dos frangos aos patdgenos endémicos no ambiente de
producéo devido ao sistema de criacdo intensivo, fornece um desafio ao sistema imune.
Durante este periodo de elevacdo do estresse imunoldgico ocorrem alteracfes

metabolicas especificas que desviam nutrientes necessarios para a imediata
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sobrevivéncia, assim como o prolongamento da resposta imune contra 0s mecanismos

invasores (Bains, 1996). A exposi¢éo ao estresse estimula a producédo de citocinas pelos
macrd6fagos, que agem no sistema nervoso central causando anorexia, letargia e
alteragcdes neuroendocrinas (Klasing, 1988).

Sabe-se que durante a resposta imunoldgica, as células como os fagocitos,
liberam radicais livres, com o objetivo de eliminar o agente infeccioso invasor. No
entanto, estes radicais livres reagem agressivamente no tecido vivo do préprio animal,
causando danos como a peroxidacdo dos lipideos e alterando a permeabilidade das
membranas celulares. A GIn pode agir na eliminacdo desses radicais livres por ser um
precursor da sintese da glutationa (Wu, 1998).

Uma medida preventiva aos danos celulares provocados pelas células
imunologicas seria a ingestdo de altas doses de nutrientes antioxidantes, como a
vitamina E (Barbi et al., 1999). A vitamina E age como antioxidante bioldgico a nivel
das membranas celulares, atuando também na prevencdo da rancificagdo da carne,
melhorando a qualidade da carne e aumentando o tempo de prateleira, uma vez que o
bom desempenho do animal e conseqlientemente o produto final é devido a um melhor
aproveitamento dos nutrientes fornecidos nas dietas.

Olivo et al. (2001) avaliando o efeito do estresse e da suplementacgéo de vitamina
E sobre as propriedades funcionais da carne de frangos, encontraram efeitos benéficos
desta vitamina sobre o pH muscular, onde a suplementacdo de 150 e 200 Ul/kg,
proporcionaram uma inibicao na velocidade da instalacao do rigor mortis, retardando os
processos bioquimicos indutores da formagéo de carne PSE (pale, soft, exudative), uma
caracteristica indesejavel da carne.

Do ponto de vista da producéo de frangos, a manutencao da sanidade do lote, em
especial os agentes que atuam no TGI, bem como o seu desenvolvimento é
fundamental, pois esta é a via de entrada dos nutrientes para o melhor desempenho da
ave. Considerando que a racdo representa entre 70 e 80% do custo de producéo, e a
integridade das células epiteliais da mucosa assegura 0 bom desempenho e producao,
realizou-se este experimento com o0 objetivo de avaliar a influéncia da nutricdo
(suplementacdo da Glutamina e vitamina E) sobre a morfometria da mucosa intestinal

em frangos de corte.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura da Fazenda Experimental
de Iguatemi/FEI/UEM e no laboratdrio de Histotécnica Animal do Departamento de
Ciéncias MorfofisioldgicassDCM/UEM, sob aprovacio do Comité de Etica em
Experimentagdo Animal - CEEA/UEM.

Foram alojados 1.500 pintos de corte machos de um dia de idade, da linhagem
Cobb-Vantress®, em um galpdo convencional de 30 m de comprimento e 8 m de
largura, com cobertura de telha francesa e lanternim, piso de concreto e paredes laterais
de alvenaria com 40 cm de altura, sendo o restante da parede completada com tela de
arame até o telhado, providos de cortinas moéveis. O galpéo foi dividido em 30 boxes de
5,1 m?/cada com capacidade para 50 aves.

O delineamento utilizado neste experimento foi inteiramente casualizado num
esquema fatorial 2 x 3 (VE x Gln), cujos niveis de VE utilizados foram de 10 e 500
mg/kg de racdo, com e sem a utilizacdo da GIn (1%) e dois periodos de administragdo
das ragdes iniciais com GIn (de 1 a 7 dias e 1 a 14 dias de idade), totalizando seis
tratamentos e cinco repeticGes de 50 aves por unidade experimental. No periodo de
crescimento (de 22 a 41 dias de idade), os tratamentos consistiram apenas nos
respectivos niveis de VE. O premix mineral vitaminico utilizado nas racdes foi isenta
de VE. As dietas foram formuladas a base de milho e farelo de soja atendendo as
exigéncias nutricionais das aves de acordo com Rostagno et al. (2000) - Tabelas 1 e 2.

A cama utilizada foi de cepilho de maravalha reutilizada (5° uso) para que as
aves pudessem ser submetidas a um maior desafio na criagcdo, sendo que as mesmas
receberam apenas a vacina contra a doenca de Marek, no incubatorio. Foi adotado um
programa de luz continua durante os primeiros 10 dias e o restante do periodo
experimental com 23 horas de luz/dia. As temperaturas médias dentro do galpao foram
de: maxima de 30° C e minima de 22° C e umidade relativa média de 30%. O percentual

de mortalidade registrado durante todo o periodo experimental foi de 1,50%.
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TABELA 1 - Composicédo percentual e calculada das racbes para frangos de corte na
fase inicial (de 1 a 21 dias de idade)

Nivel de vitamina E (mg/kg de racéo)

10 500
Ingredientes s/ GIn ¢/ Gln (1%) s/ GIn ¢/ GIn (1%)
Milho gréo 55,86 55,86 55,77 55,77
F. de soja 45% 36,34 36,34 36,35 36,35
F. Bicélcico 1,82 1,82 1,82 1,82
Calcério 1,08 1,08 1,08 1,08
Oleo de soja 2,85 2,85 2,88 2,88
Sal comum 0,40 0,40 0,40 0,40
DL-met - 99 % 0,23 0,23 0,23 0,23
Supl. Min-vitam.! 0,40 0,40 0,40 0,40
Vitamina E? 0,001 0,001 0,050 0,050
L-Glutamina® - 1,00 - 1,00
Inerte 1,00 - 1,00 -
BHT 0,01 0,01 0,01 0,01
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Exigéncias Atendidas
EM (kcal/kg) 3.000
PB (%) 21.50
Ca (%) 1.00
P disp (%) 0.45
Met+cis (%) 0.90
Lis (%) 1.15
Sédio (%) 0.20
Cloro (%) 0.27
Potéassio (%) 0.84

1 - Niveis nutricionais para cada kg do produto: Vit A - 2.500 Ul/g; Vit D3 - 625 Ul/g; Vit K3 - 650
mg/kg; Vit B1 - 122,50 mg/kg; Vit B2 - 1.500 mg/kg; Vit B6 - 247,50 mg/kg; Vit B12 - 4.375 mcg/kg;
Pantotenato de Célcio - 2.450 mg/kg; Niacina - 7.425 mg/kg; Acido félico - 100 mg/kg; Colina -
87.500 mg/kg; Zinco - 15.740,63 mg/kg; Ferro - 12.250 mg/kg; Cobre - 13.125 mg/kg; Manganés -
19.375 mg/kg; lodo - 239,69 mg/kg; Selénio - 63,28 mg/kg; Cobalto - 49,88 mg/kg; Violeta Genciana -
3.125 mg/kg; BHT - 1.250 mg/kg.

2 - Vitamina E (Dl-alfa-tocoferol): 60 %

3 -Ajinomoto Interamericana: Analytical results - Transmittance 98%; Chloride (Cl) 0.020%;
Ammonium (NH4) 0.10%; Sulfate (SO4) 0.020%; Iron (Fe) 10ppm; Heavy metals (Pb) 10 ppm;
Arsenic (As203) 1 ppm; Loss on drying 0.01%; Assay 100.3%; pH 5.6

4. Areia lavada, em substituicdo a glutamina utilizada
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TABELA 2 - Composicdo percentual e calculada das racbes para frangos de corte na
fase de crescimento (de 22 a 41 dias de idade)

Nivel de vitamina E (mg/kg de racédo)

Ingredientes 10 500
Milho grao 64,89 64,78
F. de soja 45% 29,19 29,22
F. Bicélcico 1,58 1,58
Calcario 1,02 1,02
Oleo de soja 2,34 2,38
Sal comum 0,32 0,32
DL-met - 99 % 0,19 0,19
L-Lisina HCI - 78 % 0,03 0,03
Supl. Min-vitaminico® 0,40 0,40
Vitamina E? 0,001 0,050
BHT 0,01 0,01
Total 100,00 100,00
Exigéncias Atendidas

EM (kcal/kg) 3.100

PB (%) 19.00

Ca (%) 0.90

P disp (%) 0.40

Met+cis (%) 0.80

Lis (%) 1.00

Sédio (%) 0.17

Cloro (%) 0.23

Potéassio (%) 0.73

1 - Niveis nutricionais para cada kg do produto: Vit A - 2.500 Ul/g; Vit D3 - 625 Ul/g; Vit K3 - 650
mg/kg; Vit B1 - 122,50 mg/kg; Vit B2 - 1.500 mg/kg; Vit B6 - 247,50 mg/kg; Vit B12 - 4.375
mcg/kg; Pantotenato de Calcio - 2.450 mg/kg; Niacina - 7.425 mg/kg; Acido folico - 100 mg/kg;
Colina - 87.500 mg/kg; Zinco - 15.740,63 mg/kg; Ferro - 12.250 mg/kg; Cobre - 13.125 mg/kg;
Manganés - 19.375 mg/kg; lodo - 239,69 mg/kg; Selénio - 63,28 mg/kg; Cobalto - 49,88 mg/kg;
Violeta Genciana - 3.125 mg/kg; BHT - 1.250 mg/kg.

2 - Vitamina E (Dl-alfa-tocoferol): 60 %

No 7°, 14° 21° e 41° dia de idade, duas aves por repeticéo, retiradas ao acaso,
foram abatidas por atordoamento, com choque elétrico (220 W), e obtidos fragmentos
de aproximadamente 5 cm de comprimento de cada uma das trés regides do intestino
delgado (duodeno: a partir do piloro até a porcdo distal da alca duodenal; jejuno: a partir
da porcéo distal da alca duodenal até o diverticulo de Meckel; e ileo: por¢éo anterior aos
cecos). Em seguida foram colocados em placas de isopor, abertos longitudinalmente,
lavados com soro fisioldgico, fixados em solucdo de Bouin por 24 horas e processados
até inclusao de parafina conforme descrito por Becak & Paulete (1976). Cada fragmento

foi submetido a cortes semi-seriados de 5 um de espessura e corados pelo método da
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hematoxilina e eosina (HE). Para o estudo morfométrico, as imagens foram

capturadas através da microscopia de luz (Olympus BX 50) utilizando-se o sistema
analisador de imagens computadorizado (Image Pro-Plus - Versdo 5.2 - Média
Cibernética). Foi mensurada a altura de 30 vilos e a profundidade de 30 criptas de cada
repeticdo por segmento e destes valores foi obtida a media.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, utilizando o programa SAS (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento intestinal de frangos de corte alimentados com dieta padrédo
(isenta de Glutamina e suplementada com 10 mg VE/kg de racdo), independente da
idade, revelou ser o duodeno, o segmento cuja mucosa intestinal apresentou maior
desenvolvimento (maior altura de vilos e profundidade das criptas), seguido do jejuno e
ileo. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 3 e Figuras 1 e 2 (A,B e C).

Maior desenvolvimento do duodeno em relagdo aos outros segmentos também
foi verificado por Uni (1999) e Kondo (2003) em frangos de corte. Segundo Macari
(1998), este maior desenvolvimento pode ser atribuido ao fato de ser o segmento de
mais rapida renovacéo celular e ainda por ser o primeiro segmento do intestino delgado
a receber estimulos fisicos, quimicos e hormonais desencadeados pela presenca da dieta
no limen.

Verificamos na literatura controvérsias em relacdo aos periodos de maior
desenvolvimento da mucosa intestinal. Os resultados deste experimento indicam que o
desenvolvimento do duodeno completou-se aos 21 dias de idade, enquanto que no
jejuno e ileo até o final do periodo experimental (41 dias de idade) observou-se gradual
crescimento das vilosidades, conforme demonstrado na Figura 1.

Para Uni (1999), o desenvolvimento completo dos vilos duodenais ocorreu até
aos sete dias de idade, entretanto os vilos do jejuno e ileo continuaram até aos 14 dias
de idade. Por outro lado, Kondo (2003) em um estudo comparativo entre diferentes
linhagens de frangos de corte, observou gradual desenvolvimento nas diferentes regides
intestinais de frangos até 36 dias de idade, cuja relacdo vilo:cripta diminuiu ao longo do

intestino, onde no duodeno a altura dos vilos foi de 7,39 vezes maior que a
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profundidade das criptas, no jejuno esta relacdo caiu para 5,39 e no ileo para 4,01,

concluindo que o maior desenvolvimento do intestino delgado ocorreu na primeira
semana de vida dos frangos.

Santin et al. (2001), utilizando dietas contendo Saccharomyces cerevisiae
(Pronady 500®) em racdes de frangos de corte, observaram valores médios inferiores
para a mucosa dos segmentos duodeno e jejuno, do tratamento controle aos 42 dias de
idade, quando comparados com os resultados obtidos neste presente experimento. Por
outro lado, a altura dos vilos nas diferentes regides do intestino delgado foi proxima as
encontradas por Loddi (2003) em frangos de corte aos 21 e 42 dias de idade, com

excecdo para a profundidade das criptas que apresentaram-se maior em nosso estudo.

TABELA 3. Desenvolvimento regional do intestino delgado de frangos de corte em
diferentes idades

Segmento | Idade Vilos (um) Cripta (um)
(dias)

Duodeno 7 888,40+ 7850 Ac 162,20+ 6,91 Ab
14 1273,00 £ 45,61 Ab 154,90 + 10,60 Ab
21 1494,70 £ 109,60 Aa 192,40 £ 10,30 Aa
41 1513,60 £ 33,12 Aa 182,70+ 6,80 Aa

CV (%) 12,04 11,69

Jejuno 7 522,10+ 45,20 Bc 104,40+7,40 Bb
14 596,20 + 30,90 Bc 108,80 +5,30 Bb
21 761,50 £43,20 Bb 110,20 £ 11,60 Bb
41 1046,79 + 57,60 Ba 152,50+ 9,80 Ba

CV (%) 13,96 13,07

fleo 7 399,90 +£19,80 Cc 78,90+ 3,40 Cc
14 506,70 + 46,70 Cb 103,30 £ 4,60 Cb
21 550,50 +20,80 Cb 85,20+4,30 Cc
41 740,90 + 37,10 Ca 133,90 £ 3,60 Ca

CV (%) 14,97 13,16

Letras diferentes na mesma coluna: A-C (segmento), a-c (idade), diferem significativamente pelo

teste de Tukey (P<0,05)
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FIGURA 1. Desenvolvimento da altura dos vilos (um) e profundidade das criptas
(um) das regides do intestino delgado em diferentes idades dos frangos de corte.

Com relacdo aos tratamentos, os parametros morfométricos estdo apresentados
nas Tabelas 4 e 5. O maior interesse da suplementacdo de GIn e VE nas racGes esta
primariamente associado com o importante papel da GIn em fornecer energia para o
desenvolvimento da mucosa intestinal e da acdo antioxidante da VE na protecdo das
células. O duodeno apresentou criptas mais profundas, aos 7 dias de idade, para a
interacdo (P=0,038) entre o nivel de 10 mg VE/kg x sem GIn, sendo que aos 14 dias de
idade, para a altura dos vilos e a relagdo vilo:cripta houve interacdo (P=0,041 e
P=0,002, respectivamente) para as aves tratadas com 500 mg VE/kg x GlIn (1 a 14 dias
de idade), apresentando valores médios de 1.394,3 um e 9,2 , respectivamente. Apds o
21° dia de idade, foi observado apenas uma manutencdo em relacdo a altura dos vilos
duodenais, no entanto, para a profundidade das criptas houve efeito (P=0,022) da VE,
onde criptas mais profundas foram observadas para o nivel de 10 mg/kg. Entretando,
este efeito ndo pode mais ser observado aos 41 dias de idade, devido ao completo
desenvolvimento.

Na mucosa do jejuno, a profundidade das criptas apresentou efeito (P=0,017)
para o nivel de 10 mg VE/kg, aos 7 dias de idade. No entanto, aos 14 dias, houve
interagcdo (P=0,030) entre 10 mg VE/kg x GIn (de 1 a 7 dias) para as criptas. Neste
mesmo periodo, uma maior relacdo vilo:cripta foi obtida para as aves alimentadas com
500 mg VE/kg x GIn (de 1 a 7 dias), no entanto, aos 21 dias de idade, apenas o nivel de
500 mg VE/kg apresentou efeito (P=0,011) sobre a relacdo vilo:cripta. Aos 41 dias, a

altura dos vilos apresentou-se maior para a interagdo (P=0,001) entre 500 mg VE/kg x
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sem Gln, cuja média da altura foi de 1.364,5 um, que por sua vez ndo diferiu das aves

alimentadas com 10 mg/kg com suplementacdo da GIn, independente do periodo de
utilizagdo (durante 1 ou 2 semanas).

Em relacdo ao ileo, aos 7 dias de idade, para a relacdo vilo:cripta houve
interacdo (P=0,015) entre 10 mg VE/kg x GIn (de 1 a 7 dias). Ja aos 21 dias, para a
altura dos vilos e a relacdo vilo:cripta houve efeito (P=0,021 e P=0,001,
respectivamente) para o nivel de 10 mg VE/Kg, apresentando maiores resultados
médios. Houve interacdo (P=0,012) entre 10 mg VE/kg x GIn (de 1 a 7 dias) para altura
dos vilos, aos 41 dias de idade, apresentando altura média de 921,0 pm.

Apesar da altura dos vilos estar correlacionada positivamente com o ganho de
peso corporal e o consumo de racdo (Kelly et al.,, 1991), o mesmo ndo pdde ser
observado neste experimento, pois os parametros de desempenho (ganho de peso,
consumo medio de ragdo e conversdo alimentar) ndo apresentaram efeito significativo
em relacdo aos tratamentos, conforme resultados apresentados no capitulo 1.

Maiorka et al. (2000), avaliando o efeito da suplementacdo de GIn (1%) em
frangos de corte, ndo observaram efeito do tratamento sobre o desempenho zootécnico
(consumo de racdo, ganho de peso e conversdo alimentar) em nenhuma das fases do
desenvolvimento, corroborando com os resultados obtidos neste experimento. Em
relacdo ao desenvolvimento da mucosa intestinal, houve efeito da suplementacao da GIn
para a altura dos vilos (1.139 um), profundidade das criptas (123 um) e relagéo
vilo:cripta (9,48) para o duodeno, e para a altura dos vilos no ileo (505 um) aos 7 dias
de idade, com valores superiores aos encontrados em nosso experimento. Estes mesmos
autores ao realizarem a morfometria da mucosa aos 14 dias de idade ndo encontraram
diferenga entre os tratamentos. Assim o efeito da GIn sobre o desenvolvimento da
mucosa intestinal sugere que este aminoécido pode ter papel importante na maturagdo
das células da mucosa dos pintos nos primeiros dias de idade.

Por outro lado, Yi et al. (2001a) avaliando o impacto da GIn sobre o
desempenho e morfometria da mucosa do duodeno e jejuno em frangos de corte até 21
dias de idade, observaram que o fornecimento de uma dieta com 1% de GlIn, nédo
apresentou diferenca quanto ao desempenho dos frangos. No entanto, esta dieta causou
a diminuicdo na profundidade da cripta no duodeno e no jejuno aos 3 dias de idade,
sendo que nenhuma diferenca foi observada quanto a relagéo vilo:cripta nos segmentos,
aos 3, 7 ou 14 dias de idade.
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Em trabalho recente, Yi et al. (2005), avaliando a influéncia da GIn (1%)

sobre grupos de frangos alimentados ou ndo, logo ap6s o alojamento, observou que aves
alimentadas com dietas suplementadas com Gln imediatamente apds o alojamento,
apresentaram melhor peso corporal, ganho de peso e conversdo alimentar durante as
duas primeiras semanas de idade, quando comparadas aos demais tratamentos. Quanto a
morfometria intestinal, estas aves também tiveram maior profundidade das criptas aos 2
dias de idade e maior altura de vilos aos 7 dias de idade, do intestino médio, quando
comparadas ao grupo em jejum por 48 hs + GIn. Entretanto, ndo houve diferenca
morfométrica na mucosa intestinal das aves alimentadas com ou sem Gln que tiveram
acesso a dieta logo apos o alojamento. Sendo assim, um efeito benéfico da GIn pode ser
observado, sobre o desempenho e desenvolvimento intestinal, em situagdes de maior
estresse ou devido a desafios ao sistema imune. A Gln pode agir como um sinalizador
ou regulador da demanda metabdlica, aumentando a sintese protéica ou diminuindo a
degradacdo proteica no musculo esquelético em frangos jovens (Haussinger et al.,
1994).

Por outro lado, a GIn também estd envolvida em outras importantes
potencialidades metabdlicas que incluem a sintese de prolina, arginina e glutationa (Wu,
1996, Reeds et al., 1997). A sintese da glutationa na mucosa é muito alta e sua atuagdo
na protecdo da mucosa contra danos peroxidativos e de toxinas das dietas é de grande
importancia para a saude do animal (Aw & Williams, 1992; Jahoor et al, 1996; Wu,
1998).

A vitamina E pode ter atuado na protegdo das células a nivel de membrana, pois
a acdo do tocoferol é suplementada pela presenca de glutationa no componente soltvel
da célula, catabolisando a conversdo de peroxidos organicos e perdxidos de H+ em
alcoois ou agua, evitando lesdo nas células (Ewan, 1993). De acordo com os resultados
obtidos neste experimento, pequenas doses desta vitamina mostraram-se suficientes na
protecdo das células, em relacdo a altas doses. A deficiéncia ou o excesso da VE
diminui a atividade da glutationa peroxidase, desbalanceando a acdo antioxidante nas
células, podendo aumentar a formacéo de radicais livres no citosol prejudicando assim o
sistema imunomodulatorio das aves (Leshchinsky & Klasing, 2001).

Os resultados deste estudo indicam que a GIn e a VE melhoram as condigdes
intestinais da mucosa, comprovado pelo comportamento das vilosidades, podendo ser

atribuido ao efeito trofico destes nutrientes. Vilos mais curtos prejudicam a absor¢do
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dos nutrientes por reduzirem a area das células do epitélio intestinal, em consequlencia

da reducdo da absor¢do osmatica da &gua.



TABELA 4 - Médias de altura dos vilos (um), profundidade das criptas (um) e relacdo vilo:cripta dos segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) dos

frangos de corte, aos 7 e 14 dias de idade, alimentados com dietas contendo Glutamina (GIn) e Vitamina E (VE)

Tratamento ALTURA DOS VILOS (um) PROFUNDIDADE DAS CRIPTAS (um) VILO:CRIPTA
VE Gin DUODENO JEJUNO iLEO DUODENO JEJUNO ILEO DUODENO JEJUNO ILEO
7 DIAS DE IDADE
10 Isento 888,4 £ 78,5 522,1+45,2 399,9+£19,8 162,2+£6,9 Aa 1044+74a 789+34 55+0,39 51+0,42 51+0,17 AB
1-7d 904,4 £ 79,5 460,1 + 33,2 381,1+33,1 1359+ 4,2 Ba 90,4+48 a 67,3+41 6,7 £ 0,54 51+0,23 57+£022 A
1-14d 919,7+71,8 527,2+32,9 369,4 + 28,5 136,9+4,5 Ba 103,4+10,2a 76,6 £55 6,8+0,49 54+0,29 49+0,27 AB
500 Isento 803,9 £ 55,9 4546 +12,1 384,2+19,3 128,9+8,3Bb 959+57b 74,0+4,0 6,4+0,49 48+0,31 53+ 0,22 AB
1-7d 8253 +£53,5 413,8 + 33,5 384,1+26,5 116,8 +2,9Bb 78,7+81b 84,9 +57 7,2+0,66 5,4+0,30 46+ 023 B
1-14d 855,3 + 44,6 493,2 + 54,6 382,5+25,9 116,6 + 4,0 Bb 789+51b 76,7+49 7,4+0,43 6,3+0,59 50+ 0,22 AB
CV (%) 16,87 17,39 15,15 9,28 16,89 13,76 17,14 15,84 9,95
ValorP VE 0,167 0,127 0,996 *0,001 *0,017 0,276 0,122 0,248 0,176
Gln 0,819 0,175 0,824 *0,002 0,112 0,993 0,066 0,114 0,615
VE * GIn 0,987 0,903 0,854 * 0,038 0,491 0,060 0,922 0,235 * 0,015
14 DIAS DE IDADE
10 Isento 1273,0+456 B 596,2 + 30,9 506,7 + 46,7 154,9 £10,6 108,8 = 5,3ABa 103,3+ 4,6 8,4+ 0,50 ABb 55+0,13 ABb 49+0,27
1-7d 1294,2 + 57,9 AB 696,4 + 57,0 495,7+29,9 171,6 £15,1 125,0£5,5 Aa 102,6 £7,8 7,7+0,43 ABb 5,6 £ 0,35 ABb 4,9+0,27
1-14d 1209,9+39,1 B 634,0 £ 59,1 426,4+27,1 181,2+ 8,7 115,1 £ 6,5ABa 86,6 4,1 6,7+ 0,32 Bb 53+0,19 Bb 49+0,17
500 Isento 1250,1 + 48,9 AB 603,4 + 49,4 4029+ 25,1 171,5+£17,7 100,0 + 4,8 Bb 853+54 7,6 £ 0,66 ABa 6,0 £ 0,30 ABa 4,7+0,14
1-7d 1256,4 + 36,2 AB 658,6 + 44,3 452,1 + 26,3 152,1+ 6,7 99,8+5,2 Bb 942+39 8,4+ 0,20 ABa 6,7+0,26 Aa 4,9+0,31
1-14d 1394,3+445 A 633,6 +41,6 462,8 + 34,6 152,8+7,1 100,4+3,5 Bb 90,1+6,8 9,2+ 0,23 Aa 6,4+ 0,38 ABa 52+0,13
CV (%) 8,03 16,95 14,99 16,01 10,69 12,92 11,81 10,84 9,94
ValorP VE 0,283 0,800 0,153 0,287 *0,001 0,096 *0,038 *0,001 0,945
Gln 0,673 0,311 0,630 0,903 0,341 0,195 0,988 0,383 0,557
VE * GIn * 0,041 0,887 0,093 0,149 *0,030 0,160 * 0,002 * 0,050 0,721

Letras diferentes na mesma coluna: A-B (interacdo = VE*GIn), a-b (VE), diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)



TABELA 5 - Médias de altura dos vilos (um), profundidade das criptas (um) e relacdo vilo:cripta dos segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) dos

frangos de corte, aos 21 e 41 dias de idade, alimentados com dietas contendo Glutamina (GIn) e Vitamina E (VE)
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Tratamento ALTURA DOS VILOS (um) PROFUNDIDADE DAS CRIPTAS (um) VILO:CRIPTA
VE Gin DUODENO JEJUNO ILEO DUODENO JEJUNO ILEO DUODENO JEJUNO iLEO
21 DIAS DE IDADE
10 Isento 14947 + 109,6 761,5+ 43,2 550,5+20,8a 192,4+10,3a 110,2+ 11,6 85,2+43 7,8+0,36 72+ 020 b 65+017a
1-7d 1416,9 £ 103,1 805,6 + 37,7 568,7+ 23,6 a 197654 a 120,1+3,1 91,8+5,6 7,2+0,47 6,8+ 0,36 b 6,3+0,26 a
1-14d 16259 £ 77,7 867,8 + 33,6 547,1+31,1a 186,1+6,6 a 1154 +8/4 87,8142 8,8+0,42 76+ 037 b 6,3+0,23 a
500 Isento 1513,6 + 109,7 900,9 £37,1 4812+£221b 176,7+9,4b 108,1 +5,6 854+26 8,7+ 0,68 84+ 023 a 56x0,23b
1-7d 1503,3 + 102,8 830,9+55,8 490,1+£37,4b 1724+ 45D 113,9+5,3 87,6 6,4 8,8 £ 0,68 7,3£033 a 56+017Db
1-14d 1600,4 + 105,6 843,5+29,9 507,7+43,8b 1825+7,38b 106,2 + 3,8 99,3£5,3 8,7+£0,48 80+ 0,28 a 51+025Db
CV (%) 14,66 10,78 13,23 8,87 13,81 12,30 14,29 9,12 8,47
ValorP VE 0,752 0,175 *0,021 *0,022 0,327 0,542 0,072 *0,011 *0,001
Gin 0,310 0,645 0,895 0,995 0,511 0,263 0,328 0,310 0,203
VE * GIn 0,854 0,153 0,805 0,351 0,882 0,276 0,340 0,410 0,527
41 DIAS DE IDADE
10 Isento 1513,6 + 33,4 1046,8 £57,6 B 7409+37,1 B 182,7+6,8 152,5+9,8 133,9+3,6 8,4+0,22 6,9+ 0,11 55+0,24
1-7d 1591,1 + 26,9 12974244 A 921,0+40,7 A 181,6 £4,5 168,6 £ 3,4 1548 +3,9 8,8+£0,29 7,7+ 0,12 6,0+£0,39
1-14d 1550,1 + 44,8 1286,9+914 A 801,7+51,0 AB 179,9+£3.2 159,9+9,3 140,4 £8,5 8,6 £ 0,36 8,1+ 0,42 57+0,23
500 Isento 1564,6 + 59,8 13645+150 A 839,0+47,2 AB 197,0£51 1744+6,5 141,8+7,6 7,9+0,36 79+ 0,33 59+0,24
1-7d 1512,7 + 57,6 1168,1+ 87,3 AB 879,7+£ 35,6 AB 1941+53 164,3+6,6 146,6 £7,9 7,8+0,23 7,1+ 0,38 6,0+£0,31
1-14d 1587,4 + 66,5 1220,9 + 35,7AB 740,0+12,1 B 196,4 £5,2 1759+ 4,4 140,2£6,5 8,1+£0,35 6,9+ 0,25 531031
CV (%) 9,91 10,85 10,76 7,13 9,55 10,39 8,96 8,90 10,63
ValorP VE 0,953 0,411 0,961 0,070 0,065 0,974 0,230 0,301 0,916
Gin 0,911 0,723 *0,010 0,936 0,810 0,168 0,749 0,898 0,268
VE * GIn 0,593 * 0,001 *0,012 0,946 0,175 0,510 0,645 0,400 0,350

Letras diferentes na mesma coluna: A-B (interacdo = VE*GIn), a-b (VE), diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
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CONCLUSAO
Dietas com 10 mg de VE/kg de racdo, suplementadas com Glutamina na

primeira semana de idade, proporcionaram melhor desenvolvimento da mucosa

intestinal em frangos de corte.
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CONSIDERACOES FINAIS

* Uma melhora imunoldgica via alimentacdo poderia reduzir a necessidade
do uso de substancias quimicas como melhoradores do crescimento, tais como
antimicrobianos;

* Efeito imunomodulador da vitamina E pode ser maximizado em situacéo
de desafio ou estresse;

* A glutamina e vitamina E apresentaram efeito trofico sobre o
desenvolvimento da mucosa intestinal em frangos de corte, necessitando de
futuras pesquisas para definir o percentual 6timo de inclusdo da glutamina na

primeira semana de idade.
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