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AVALIAGAO DO DESEMPENHO ZOOTECNICO, DA FUNGAO DA MUCOSA
INTESTINAL E DA MICROBIOTA ILEAL QUANDO DA SUBSTITUICAO DO MILHO
PELO SORGO NA RACAO DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO- Experimento 1: Foram avaliados os efeitos da substituicdo do milho
pelo sorgo na ragao para frangos de corte sobre o desempenho, o rendimento de
carcaga e partes, a morfometria (densidade de vilos, altura dos vilos, profundidade das
criptas, numero de células caliciformes e indice mitético nas criptas) e a integridade da
mucosa do duodeno, jejuno e ileo, e a atividade das enzimas de membrana
(aminopeptidase, fosfatase alcalina e maltase) da mucosa do jejuno. Foram utilizados
792 pintainhos de um dia machos, Cobb-500, distribuidos ao acaso em quatro
tratamentos (0, 50, 75 ou 100% de substituicao do milho pelo sorgo do 1° ao 42° dia) e
seis repeti¢cdes. No 7°, 21° e 42° dia o peso dos frangos e as sobras das ragdes foram
aferidas, e foram obtidas amostras do intestino delgado de um frango por repetigéo.
Experimento 2: Foi avaliado o efeito da substituigcdo total do milho pelo sorgo sobre as
Enterobactérias, Lactobacillus spp, Clostridium perfringens (Logwo UFC/g), a
viscosidade e o pH do conteudo ileal. Cem pintainhos foram distribuidos em dois grupos
e alimentados com ragbes a base de milho ou sorgo do 1° ao 42° dia de idade.
Concluiu-se desses experimentos que a substituicgdo do milho da ragdo por sorgo, na
fase inicial (1 a 21 dias), néo altera o desempenho e a fungdo da mucosa do intestino
delgado dos frangos. A substituigcdo parcial do milho pelo sorgo (50 ou 75%) durante a
fase total de criagdo (1 a 42 dias) melhora a conversao alimentar dos frangos. A
substituicdo total (100%), até os 42 dias, prejudica a estrutura dos vilos do duodeno e
jejuno, mas, diminui a colonizagédo por Clostridium perfringens no ileo e a viscosidade
do conteudo ileal. A substituicado de 75 ou 100% até os 42 dias diminui a atividade de
aminopeptidase e maltase. O rendimento de carcaga e partes, a atividade da fosfatase
alcalina intestinal e as populacdes bacterianas de Enterobactérias e Lactobacillus spp.,
nao sao afetados pelos tratamentos.

Palavras-chave: Enzimas de membrana, microbiota ileal, milho, morfometria intestinal,

sorgo, taninos.
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EVALUATION OF PERFORMANCE, THE FUNCTION OF INTESTINAL MUCOSA
AND ILEAL MICROBIOTA AFTER THE REPLACEMENT OF CORN BY SORGHUM IN
CHICKEN DIET

ABSTRACT- Experiment 1: The effects of substitution of corn by sorghum in
diets for broiler chickens on performance, carcass and parts (breast and
thigh+drumstick), morphology (density of villi, villous height, depth crypts, number of
goblet cells and mitotic index in the crypts) and integrity (score of epithelial loss) of the
duodenum, jejunum and ileum mucosa, and the activity of membrane enzymes
(aminopeptidase, intestinal alkaline phosphatase, and maltase) of the jejunum. We used
792 day-old chicks male Cobb-500, were randomly assigned to four treatments (0, 50,
75 or 100% replacement of corn by sorghum 1 to 42 days) and six replications. At 7, 21
and 42 days the weight of the chickens and the remains of the diets were measured,
and samples were collected from the small intestine of a chicken for replication.
Experiment 2: The effect of total substitution of corn by sorghum on the counts of
Enterobacteriaceae, Lactobacillus spp and Clostridium perfringens, viscosity and pH of
ileal contents. One hundred chicks were divided into two groups and fed diets based on
corn or sorghum, 1 to 42 days of age. From the results of these experiments it was
concluded that the substitution of corn by sorghum in the initial phase (1 to 21 days)
does not affect the performance and function of small intestinal mucosa of chickens. The
partial substitution of corn by sorghum (50 or 75%) during the total period (1 to 42 days)
seems to improve feed conversion of chickens. Total substitution (100%), up to 42 days,
affect the structure of the villi of the duodenum and jejunum, but reduced colonization by
Clostridium perfringens in the ileum and the viscosity of ileal contents. The replacement
of 75 or 100% up to 42 days reduces the activity of aminopeptidase and maltase. The
carcass and parts, the activity of intestinal alkaline phosphatase and the count of

Enterobacteriaceae and Lactobacillus spp, are not affected by treatments.

Keywords: corn, ileal microbiota, membrane enzymes, intestinal morphology, sorghum,

tannins.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

Introducgao

O milho é o principal ingrediente utilizado nas ra¢des formuladas para aves e suinos,
sendo recomendada uma incluséo de até 65% na racéo de frangos de corte (ROSTAGNO,
et al., 2005). Por isso, entre 70 e 80% da produgao de milho no Brasil € destinada para este
fim (GARCIA et al., 2006). Entretanto, o sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é um cereal
que, por sua qualidade nutricional, tem substituido ao milho principalmente quando seu
preco apresenta-se 15 a 20% inferior ao do milho. No entanto, de forma pratica, em ragdes
calculadas a custo minimo, o milho ndo é completamente substituido pelo sorgo
(ROSTAGNO et al., 2001), devido aos efeitos adversos causados sobre a pigmentacao da
pele e carne dos frangos, ao menor teor dos aminoacidos lisina, metionina e treonina,
menor digestibilidade de proteina e a presenga de fatores antinutricionais, como os taninos.
Esses fatores limitam o nivel pratico de inclusdo do sorgo a 30% (ROSTAGNO et al., 2005).

Em relacdo a digestibilidade do amido, tem sido observado que os grénulos de amido
do sorgo e do milho sdo semelhantes em tamanho, forma e composi¢cédo, sendo que a
principal diferenca entre os dois cereais esta no tipo e distribuicdo das proteinas ao redor
do amido do endosperma. A regiao periférica do endosperma do sorgo esta constituida por
elevado conteudo protéico, formando uma camada resistente, que prejudica a degradacgéao
fisica e enzimatica do amido (ROONEY & PFLUGFELDER, 1986). Nesse sentido,
ANTUNES et al. (2006) observaram valores menores de energia metabolizavel aparente e
verdadeira em frangos de corte quando alimentados com ragdes contendo gréos de sorgo
de gendtipos que apresentaram endosperma de textura dura comparado com graos de
gendtipos com endosperma de textura intermediaria ou macia.

Na década de 1990 foi desenvolvido o cultivar de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench)
altamente digestivel, que apresenta uma taxa de digestibilidade de proteina 10% maior em
relacdo ao sorgo comum e adicionalmente apresenta maior teor de amido, sendo
economicamente viavel sua inclusdo em proporgdes de 25 a 60% dependendo da fase de
criacdo (DOWLING et al., 2002). NYANOOR et al. (2007) observaram que a digestibilide
ileal aparente da matéria seca, da proteina, e da energia nao foi diferente em frangos

alimentados com dietas contendo milho ou sorgo de alta digestibilidade. No entanto, a



retengédo aparente de matéria seca, energia e nitrogénio foi maior nos frangos alimentados
com milho em relagdo aos alimentados com sorgo de alta digestibilidade, e nestes ultimos
por sua vez, foi maior a retengdo em relacéo aos alimentados com sorgo comum. O ganho
de peso, o consumo de ragdo e a eficiéncia produtiva nao diferiram nos frangos
alimentados com ragdes contendo milho ou sorgo de alta digestibilidade e comum
(NYANOOR et al., 2007).

Efeitos antinutricionais dos taninos

O sorgo contém varios compostos fendlicos que podem afetar a cor, a aparéncia e
qualidade nutricional da racdo. Esses compostos podem ser acidos fendlicos,
flavondides e taninos. Os taninos hidrolisaveis podem ser degradados no trato
digestdrio dos animais a acido galico, glicose e outros monossacarideos. Em contraste,
os taninos condensados ou proantocianidinas sao polimeros de flavondides, contendo
unides aromaticas, e ndo podem ser quebradas no intestino (AGOSTINI-COSTA, 2003).
O grande tamanho da molécula de taninos impede a absorgao direta pela mucosa
intestinal. O grau de toxicidade do tanino depende do seu tipo, se hidrolisavel ou
condensado, das suas proporg¢oes na dieta, dos produtos finais da hidrélise no intestino
e da espécie animal (QUINTERO PINTO, 2000).

Os taninos condensados estédo ligados a coagulagao e precipitagdo de enzimas
(proteinas) e alguns minerais, formacado de complexos com os carboidratos da dieta,
inibicdo da atividade de algumas enzimas digestivas, como a tripsina e a a-amilase.
Quando ingeridos em grandes quantidades, reduzem a taxa de crescimento, uma vez
que diminui o aproveitamento energético e protéico da dieta, levando a maior excregéo
de nitrogénio nas fezes como resultado da interagdo tanino-proteinas formada pelas
multiplas pontes de hidrogénio. Também tem sido observada hipersecrecao de enzimas
endégenas, que ocasiona perda endogena de aminoacidos e minerais. Os taninos
condensados podem reduzir a digestibilidade de aminoacidos sulfurados, causar
necroses e alteracdes na forma dos vilos da mucosa intestinal e aumentar o numero de
células caliciformes (MITJAVILA et al., 1977; CHANG et al., 1994).

Os taninos hidrolisaveis também podem interagir com proteinas, no entanto,

formam unides menos estaveis em comparacdo com as formadas com taninos



condensados. A incluséo de taninos hidrolisaveis na ragéo de frangos de corte ocasiona
alteragdes na mucosa intestinal sem prejudicar o desempenho e as caracteristicas da
carcaca (JAMROZ et al., 2009). Pela inclusao de 1000 mg de tanino hidrolisavel por kg
de racao verificou-se a ativagado da imunidade local, com infiltracdo do tecido conectivo
sub-epitelial por numerosos macréfagos, mastocitos, neutréfilos e linfocitos (JAMROZ et
al.,, 2009). Os autores descreveram, ainda, diminuicdo do numero de células em
proliferagao nas criptas e enterdcitos mostrando sinais de degradacéao.

Os acidos fendlicos nao tém efeito adverso na qualidade nutricional, porém
podem causar cor indesejavel aos alimentos quando processados sob condigbes
alcalinas. Os flavondides, a exemplo dos &acidos fendlicos, também nao causam
problemas na digestibilidade e palatabilidade do sorgo (BUTULO, 2003).

Efeitos benéficos dos taninos

De outro lado, também tem sido atribuidos efeitos benéficos da presenca de
taninos nas ragdes. No trato digestério, os taninos podem formar uma fina camada de
proteinas insoluveis e desnaturadas que cobrem a superficie mucosa intestinal e
também pode cobrir a superficie da membrana celular bacteriana. A espessura desta
camada depende da concentracédo de taninos da dieta. A este fenbmeno, atribuem-se
funcdes de protecdo e inibicdo da colonizagdo da mucosa intestinal por bactérias
patogénicas quando da presenca de quantidades controladas de taninos na dieta.
Nesse sentido, no trabalho de JAMROZ et al. (2009) foi verificado que a inclusdo de
tanino hidrolizavel na propor¢édo de 250 mg por Kg de ragdo (racdo a base de
milho/trigo/cevada e soja) reduz a contagem de Escherichia coli e outras bactérias
coliformes no intestino delgado de frangos de 28 dias. Outro efeito benéfico observado
pela inclusdo de taninos hidrolisaveis (250 e 500 mg/kg) na dieta foi a redugdo da
umidade da cama, que os autores atribuiram a um possivel melhor balanco hidrico no
[umen intestinal (JAMROZ et al., 2009).

Apesar dos taninos ndo serem absorvidos através da mucosa intestinal, outros
compostos fendlicos presentes no sorgo podem ser absorvidos e atuar como

antioxidantes. Nesse sentido, DU et al. (2002) demonstraram que a inclusao de 10% de



sorgo com baixo ou alto conteudo de taninos melhoraram a estabilidade do processo
oxidativo e da cor da carne de peito e pernas cozida e armazenada, sendo maior a

estabilidade quando foi incluido sorgo com alto teor de taninos.

Classificagao do sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) pelo conteudo de taninos

O sorgo classificava-se de acordo com o teor de taninos condensados em: sorgo alto
tanino (1,3 a 3,6%) ou sorgo baixo tanino (0,1 a 0,7%) (MYER et al., 1986), e varios dos
estudos encontrados na literatura cientifica, avaliando a utilizagdo do sorgo nas ragdes de
aves e suinos, também consideram esta classificagdo (GARCIA et al., 2005 b; CAMPOS,
2006; BOZUTTI, 2009). No entanto, atualmente as variedades de sorgo bicolor utilizado
para nutricdo de monogastricos sdo consideradas como variedades de sorgo (Sorghum
bicolor L. Moench) com ou sem taninos, sendo o sorgo com teor de tanino inferior a 0,7%
considerado sem taninos (SCHEUERMANN, 1998). GARCIA et al. (2005 a), realizaram um
estudo utilizando sorgo com tanino (cultivar AG3002) e sorgo sem tanino (cultivar SAARA)
que continham teores de taninos de 1,89% e 0,49%, respectivamente. Dessa forma, as
denominagdes sorgo baixo tanino ou sem taninos podem ser consideradas equivalentes, e

igualmente, as denominagdes sorgo alto tanino ou com tanino.

Inclusao de sorgo na ragao de monogastricos

Varios estudos tém demonstrado que a inclusdo de sorgo baixo tanino ou sem tanino
na ragao, de 25 até 100% de substituicdo do milho, ndo prejudica as variaveis de
desempenho (ganho de peso, consumo de ragdo, conversao alimentar, indice de eficiéncia
produtiva e viabilidade criatéria), o rendimento da carcaca e das partes, nem na
composigao quimica e sensorial da carne dos frangos de corte (DU et al., 2002; GARCIA
et al., 2005 b; CAMPOS, 2006; BOZUTTI, 2009). De outro lado, MARQUES et al.
(2007) observaram que o fornecimento de dietas com substituicdo total do milho por
sorgo sem tanino para suinos na fase de crescimento diminui a digestibilidade da
matéria seca, da proteina bruta e da energia bruta comparado com dietas a base de
milho. No entanto, a substituicdo de 50% do milho por sorgo sem tanino ndo afeta a

digestibilidade da dieta e 0 metabolismo dos animais.



De acordo com FAQUINELLO et al. (2004), as cordornas japonesas apresentam
maior resisténcia aos taninos condensados do sorgo que as galinhas poedeiras. Os
autores demonstraram que o milho da dieta pode ser substituido de 20 até 80% por
sorgo com alto teor de tanino (1,44% tanino condensado), sem prejudicar o consumo de
alimento, a conversao alimentar, o peso e a qualidade interna dos ovos (unidades

Haugh), a espessura e o peso da casca.

No presente trabalho foram conduzidos dois experimentos, o primeiro para estudar os
efeitos da porcentagem de 0, 50, 75 ou 100% de substituicdo do milho por sorgo (Sorghum
bicolor L. Moench) na ragdo sobre o desempenho, as caracteristicas da carcaga, a
morfometria e a integridade da mucosa do intestino delgado e a atividade das enzimas de
membrana da mucosa do jejuno. E o segundo para avaliar o efeito da substituicao total do
milho pelo sorgo sobre as populagdes bacterianas (Enterobactérias, Lactobacillus spp.,

Clostridium perfringens), a viscosidade e o pH do conteudo ileal, em frangos de corte.
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CAPITULO 2 — DESEMPENHO ZOOTECNICO E RENDIMENTO DE CARCAGA E
PARTES DE FRANGOS DE CORTE EM FUNGAO DA SUBSTITUIGAO DO MILHO
PELO SORGO DA RAGAO

RESUMO

Um experimento foi conduzido para estudar o efeito da porcentagem de substituigcdo
do milho por sorgo na ragao para frangos de corte sobre o desempenho zootécnico e o
rendimento da carcaga e das partes. Foram utilizados 792 pintos de um dia machos, Cobb-
500, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos (0, 50,
75 ou 100% de substituicdo do milho pelo sorgo) e seis repeticdes. Os frangos receberam
as ragdes experimentais do 1° ao 42° dia e o consumo foi ad libitum. As aves e as sobras
de racdo nos comedouros foram pesadas no 7°, 21° e 42° dia e foram determinados o
consumo de ragdo, o ganho de peso, a conversao alimentar e o indice de eficiéncia
produtiva. Aos 42 dias foram sacrificadas duas aves por unidade experimental para
avaliagao do rendimento de carcaga, peito e coxa+sobrecoxa. Nao houve efeito significativo
(p>0,05) do nivel de substituicdo de milho pelo sorgo sobre o consumo de ragéo, o ganho
de peso e a conversao alimentar nos periodos de 1 a7 e 1 a 21 dias. No periodo de 1 a 42
dias, houve efeito quadratico na conversao alimentar em fungao do tratamento, sendo pior
quando os frangos foram alimentados com a ragao contendo 100% ou 0% de substituicdo
do milho em comparagéao com as ragdes contendo 50 ou 75% de substituicdo (p<0,05). O
rendimento da carcaga e das partes nao foi afetado significativamente pela substituicdo do
milho pelo sorgo na ragdo (p>0,05). Concluiu-se que a substituicdo parcial ou total do
milho da ragdo por sorgo, na fase inicial de criacdo (1 a 21 dias), ndo altera o
desempenho dos frangos. A substituicdo parcial, de 50 ou 75%, do milho pelo sorgo
durante a fase total de criagdo (1 a 42 dias) melhora a converséo alimentar dos frangos.
O rendimento da carcacga e das partes ndo € comprometido pela proporgao de cereais,

milho ou sorgo, na racgao.

Palavras-Chave: Frangos de corte, sorgo, tanino, conversao alimentar.
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INTRODUGAO

Estudos realizados por varios pesquisadores (GARCIA et al. 2005; BARCELLOS et
al., 2006; CAMPQOS, 2006; BOZUTTI, 2009) mostram que o uso do sorgo sem tanino
(Sorghum bicolor L. Moench) como substituto ao milho, ndo afeta o desempenho
zootécnico de frangos e suinos. O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é uma espécie
adaptada para o cultivo em regides onde ocorrem com frequéncia periodos de seca que
limitam a producgao de graos e forragens. Em relacdo ao milho, o sorgo apresenta maior
adaptabilidade as condi¢gdes edafoclimaticas predominantes de alguns Estados,
caracterizadas por distribuicdo irregular de chuvas, solos rasos e pobres, que sao
fatores limitantes para o cultivo do milho.

Cultivares de sorgo altamente digestivel tém mostrado taxas de digestibilidade
10% maiores em relagdo ao sorgo comum e maior teor de amido, sem diferengas na
digestibilidade dos nutrientes em relagao as ragdes a base de milho, quase igualando o
valor nutricional do milho. Dessa forma, a incluséao entre 25 e 60% na ra¢ao de sorgo de
alta digestibilidade pode ser realizada sem restricbes (DOWLING et al., 2002), salvo pela
exigéncia do mercado de carne e pele pigmentados. No entanto, quando utilizado sorgo
comum sem tanino, observam-se algumas diferengas na digestibilidade e retencdo dos
nutrientes e nos processos de proliferagao e degradacao dos enterécitos na mucosa do
intestino delgado em frangos e suinos que geralmente nao afetam o desempenho, mas,
limitam seu uso, sugerindo a substituigdo do milho pelo sorgo em até 50% (SANTOS et
al., 2006; MARQUES et al., 2007; JAMROZ et al., 2009).

Foi conduzido um experimento com o objetivo de avaliar o efeito da substituicdo do
milho pelo sorgo na ragéo sobre o desempenho produtivo e o rendimento da carcaca e
partes de frangos de corte e, posteriormente, relacionar os resultados com os efeitos dos

tratamentos sobre a morfologia e fungéo da mucosa intestinal.
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MATERIAL E METODOS
Desenho experimental, aves e dietas

Um experimento foi conduzido no setor de Avicultura do Departamento de
Zootecnia, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal-SP.
Foram utilizados 792 frangos machos, Cobb-500, com um dia de idade, procedentes de
incubatério comercial’, que foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado. Na chegada dos pintainhos foi realizada pesagem de uma amostra do lote
para a determinacdo do peso médio e foram montadas unidades experimentais com
animais pesando em média 42,48 + 0,56g. Os tratamentos consistiram em quatro dietas a
base de milho e/ou sorgo e farelo de soja com substituicdes de 0, 50, 75 e 100% do milho
pelo sorgo, cada tratamento com seis repeticdes de 33 aves, totalizando 24 unidades
experimentais. As aves foram alojadas em galpdo com piso de alvenaria coberto com casca
de arroz, e dividido em compartimentos de 3,2 x 1,4 metros. As aves foram criadas sob
temperatura termoneutra de acordo com a guia de manejo de frango de corte da linhagem
Cobb (2008), e o galpao foi mantido com iluminagdo continua. As ragbes experimentais
foram isonutrientes e isoenergéticas dentro de cada fase de criagao: inicial (1-21 dias de
idade) e crescimento (22-42 dias de vida) e foram formuladas seguindo a composi¢cao dos
ingredientes e os niveis nutricionais indicados por ROSTAGNO et al. (2005) (Tabela 1). A
racao e a agua foram fornecidas ad libitum durante o periodo de criagao.

O sorgo utilizado no presente experimento teve 5,64 mg de catequina por grama
de sorgo (0,56%). O conteudo total de tanino foi analisado pelo método da Vanilina —
HCI, este método baseia-se na reagdo da leucoantocianidina (catequina) e
proantocianidina (tanino condensado) com vanilina na presenga de HCI, € um método
especifico para a determinagdo de tanino condensado e alguns flavonoides. Dessa
forma, o sorgo utilizado no presente trabalho classificou-se como sorgo sem tanino.

As aves foram vacinadas no quarto dia de idade contra a Doenga Infecciosa da
Bursa via ocular, no sétimo dia contra a Doenga de Newcastle via oral, junto a agua

ingerida, e no 18° dia foram re-vacinadas contras as duas doencgas, via oral junto a agua

' Sertanejo Alimentos S/A - Ipigua, SP.
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ingerida. As aves foram mantidas em jejum hidrico durante o periodo de uma hora antes da

vacinacao via oral.

Tabela 1. Composicdo centesimal, conteudo de nutrientes e valor energético das ragdes experimentais,
para fase inicial de 1 a 21 dias e de crescimento de 21 a 42 dias.

Ingredientes % INICIAL CRESCIMENTO

0% 50% 75% 100% 0% 50% 75% 100%
Milho 51,333 25,666 12,883 - 58.666 29,333 14,666 -
Sorgo1 - 25,666 38,499 51,333 - 29,333 43,999 58,666
Farelo de Soja, 45 40,276 39,606 39,272 38,937 32,211 31,454 31,072 30,689
Oleo de soja 3,839 4,531 4,877 5,222 5,078 5,866 6,262 6,656
Fosfato bicalcico 1,873 1,865 1,862 1,858 1,606 1,597 1,593 1,589
Calcario calcitico 0,912 0,921 0,925 0,930 0,827 0,837 0,842 0,848
Sal Comum 0,511 0,511 0,511 0,511 0,466 0,466 0,466 0,466
DL-metionina 0,295 0,319 0,330 0,342 0,226 0,253 0,266 0,280
L-lisina 0,180 0,215 0,232 0,249 0,165 0,204 0,224 0,244
Premix? 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Cloreto de colina 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070 0,070
L-treonina 0,061 0,074 0,081 0,088 0,035 0,050 0,058 0,066
Coxistac 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Caulim 0,500 0,406 0,358 0,310 0,500 0,386 0,332 0,277
Total 100 100 100 100 100 100 100 100

Composigao Calculada

Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 3005 3005 3005 3005 3175 3175 3175 3175
Proteina bruta (%) 22,87 22,87 22,87 22,87 19,75 19,75 19,75 19,75
Calcio (%) 0,92 0,92 0,92 0,92 0,81 0,81 0,81 0,81
Fosforo disponivel (%) 0,46 0,46 0,46 0,46 0,40 0,40 0,40 0,40
Saodio (%) 0,22 0,22 0,22 0,22 0,20 0,20 0,20 0,20
Lisina digestivel (%) 1,28 1,28 1,28 1,28 1,07 1,07 1,07 1,07
Metionina+cistina digestivel (%) 0,91 0,91 0,91 0,91 0,77 0,77 0,77 0,77
Treonina digestivel (%) 0,83 0,83 0,83 0,83 0,70 0,70 0,70 0,70

T Determinagéo de tanino condensado pelo método de vanilina-HCI: 5,64 mg de catequina por grama de sorgo.

2 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vitamina A 7000000 Ul; vitamina D 3000000 Ul; vitamina E 25000 mg; vitamina K 980 mg;
vitamina B1 1780 mg; vitamina B, 9600 mg; vitamina Bs 3465 mg; vitamina B4, 10000 mcg; biotina 160 mg; pantotenato de calcio 9500 mg;
niacina 34650 mg; manganés 76260 mg; zinco 91250 mg; cobre 10000 mg; antioxidante 100 mg.

As aves e as sobras de racdo nos comedouros foram pesadas no 7°, 21° e 42° dia
de vida dos frangos, permitindo determinar o consumo de ragcdo (CR), o ganho de peso
(GP) e a conversao alimentar (CA= CR/GP). O indice de eficiéncia produtiva (IEP) foi
calculado por meio da formula: [(GMD x VC) / (CA x 10)], onde GMD corresponde ao ganho
de peso médio diario e VC a viabilidade criatéria aos 42 dias (VC=100% - %mortalidade).
Aos 42 dias foram sacrificadas duas aves por unidade experimental para avaliacdo do
rendimento de carcaca inteira, peito e coxa+sobrecoxa. O peso da carcaca foi expresso
como uma porcentagem do peso da ave viva em jejum de 11 horas. O peso das partes foi

expresso como uma porcentagem do peso absoluto da carcaga.
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Analise estatistica

Os dados foram verificados quanto a presenga de dados discrepantes (Box-&-
Whisker plot), e testaram-se as pressuposicdes de normalidade dos erros estudentizados
(teste de Cramer-Von-Mises) e de homogeneidade das variancias (teste de Brown-
Forsythe) (LITTELL et al., 2002). Depois de constatada a nao violagdo dessas
pressuposicdes, os dados foram submetidos a analise de variancia e, em caso de diferenca
significativa, Os graus de liberdade de tratamentos foram desdobrados em efeito linear,
quadratico e cubico. As analises foram realizadas usando o procedimento General Linear
Models do programa SAS®versao 9.0 (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS

Os resultados da analise de variancia das variaveis de desempenho zootécnico
encontram-se na Tabelas 2. Nao houve efeito significativo (p>0,05) do nivel de substituicdo
de milho pelo sorgo da ragao sobre o consumo de ragéo, o ganho de peso e a conversao
alimentar nos periodos de 1 a 7 e 1 a 21 dias de idade. No periodo de 1 a 42 dias nao
houve efeito significativo do tratamento sobre o consumo de alimento, o ganho de peso e o
indice de eficiéncia produtiva (p>0,05). A conversao alimentar aos 42 dias apresentou um
efeito quadratico (p<0,05), sendo observados maiores valores, pior conversao, quando 0s
frangos foram alimentados com a ragdo contendo 100% de substituigdo do milho pelo
sorgo, seguida pela que conteve 0% de substituicdo. As melhores conversdes foram
observadas nos frangos alimentados com as ragdes contendo 75% ou 50% de substituicéo.
O indice de eficiéncia produtiva (Tabela 2) e o rendimento da carcacga e das partes (Tabela

3) aos 42 dias nao foram afetados pela substituicdo do milho pelo sorgo na ragéo (p>0,05).



14

Tabela 2. Médias * erro padrao e resultados da analise de variancia para consumo de rag¢ao (CR), ganho de
peso (GP) e conversao alimentar (CA) de frangos de corte alimentados com ragdes contendo diferentes
porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (0, 50, 75 ou 100%), nos periodosde 1a7,1a21e1a
42 dias de idade. O indice de eficiéncia produtiva (IEP) foi avaliado para o periodo de 1 a 42 dias de idade.

Periodo Variavel Porcentagem de substituicdo de milho por sorgo na racao (%)

(dias) 0 50 75 100 Valor P CV(%)
CR (9) 166 + 2,60 165+ 2,72 160 £ 2,11 163 £ 1,01 0,30 3,30

1a7 GP (9) 146 £ 1,04 142 £ 2,45 141 £ 1,86 140 £ 1,83 0,10 3,08
CA 1,13 £ 0,01 1,16 £ 0,01 1,14 £ 0,02 1,16 £ 0,02 0,40 3,16
CR (9) 1238 £ 11,7 1232 + 8,48 1198 + 28,4 1213 £ 21,2 0,53 3,84

1a21 GP(g) 955 + 5,90 932 + 15,6 929 +7,18 938 £ 8,50 0,27 2,62
CA 1,29 £ 0,01 1,32 £ 0,02 1,29 + 0,03 1,29 £ 0,02 0,53 3,58
CR (9) 4643 £ 17,7 4649 £ 29,4 4580 £ 17,4 4634 £ 39,6 0,30 1,46

1a42 GP (9) 2765 + 16,2 2804 £+ 17,5 2771 £ 18,7 2729 + 24,8 0,09 1,73
CA 1,68 £ 0,01 1,66 + 0,01 1,65+ 0,01 1,70 £ 0,01 0,02* 1,47
IEP 376 + 3,98 397 £ 3,07 383 +£5/45 371 +£10,29 0,05 4,07

Valor P, resultados da analise de variancia (56%). CV(%) = Coeficiente de variagéo.

n = seis repeti¢cdes por tratamento.

*Desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em efeitos:

linear (p=0,26), quadratico (p=0,003) e cubico (p=0,48), da CA no periodo de 1 a 42 dias.

Tabela 3. Médias + erro padrao e resultados da analise de variancia para o rendimento da carcaga e das
partes (peito e coxa+sobrecoxa) de frangos de corte na idade de abate (42 dias) que foram alimentados
com ragdes contendo diferentes porcentagens de substituicado de milho pelo sorgo (0, 50, 75 ou 100%).

Porcentagem de substituicido de milho por sorgo na ragao (%)

0 50 75 100 Valor P CV/(%)

Peso Absoluto (g)

Carcaca 2001 +13 2017 + 27 1963 + 23 1949 + 27 0,14 3,93
Peito 755 +12 768 + 16 745 + 18 742 + 14 0,64 6,81
Coxa+sobrecoxa 540+ 9 546 £ 6 545+ 6 532+6 0,45 4,38
Peso Relativo (%)*

Carcaga 74 £ 0,63 75+0,74 73+0,53 73+0,53 0,13 2,82
Peito 38 £ 0,56 38 +£0,52 38 £ 0,68 38+0,48 0,97 5,10
Coxa+sobrecoxa 27 +0,45 27 + 0,36 28 +0,42 27 £ 0,36 0,54 5,05

Valor P, resultados da analise de variancia (5%). CV(%) = Coeficiente de variagao.

n = seis repeti¢cdes por tratamento.

* Da carcaga: peso relativo ao peso da ave viva em jejum de 11 horas, das partes: peso relativo ao peso absoluto da
carcaga.

DISCUSSAO

Segundo GARCIA et al. (2005), CAMPOS (2006) e BOZUTTI (2009), a substituigao
do milho pelo sorgo sem tanino pode ser recomendada, desde que o prego do sorgo seja
economicamente favoravel em relagdo ao milho e que seja adicionado um pigmento natural
ou sintético na ragao para alcancgar a coloragao desejavel da carcacga e da pele dos frangos,

de acordo as exigéncias do mercado interno ou externo.
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No presente trabalho foi observado que nas fases de 1 a 7 e de 1 a 21 dias de
idade, ndo houve efeitos dos tratamentos sobre nenhuma das variaveis avaliadas para o
desempenho e, na fase de 1 a 42 dias o consumo de ragéo, o ganho de peso e o indice de
eficiéncia produtiva também nao foram afetados pelos tratamentos. Contudo, nesse ultimo
periodo, foi observado que a conversdo alimentar apresentou um efeito quadratico em
fungcédo das propor¢des de milho e sorgo na ragao, sendo que foi pior quando os frangos
foram alimentados com ragdes contendo 0 ou 100% de substituicdo do milho pelo sorgo e
melhor quando houve substituicdo parcial do milho pelo sorgo (de 50 ou 75%). Esse
resultado parece indicar um efeito benéfico da inclusdo de sorgo na ragao substituindo
parcialmente ao milho, em comparagdo com dietas sem sorgo. Todavia, a substituigdo total
do milho pelo sorgo levou ao valor mais alto (pior) de conversao alimentar para o periodo
de 1 a 42 dias (Tabela 2). MARQUES et al. (2007) observaram que a substituicao parcial
(50%) do milho pelo sorgo em dietas para suinos néao influi na digestibilidade dos nutrientes
e no metabolismo dos animais, mas a substituicdo total prejudica estas variaveis, porque
diminui os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, a proteina bruta e a
energia bruta, aumenta a excregao de nitrogénio e energia nas fezes e diminui a absorgao
de nitrogénio.

O sorgo apresenta valor nutricional similar ao do milho. No entanto, fatores como a
presencga de taninos e a densidade e rigidez das proteinas distribuidas ao redor do amido
do endosperma do grdao de sorgo, podem alterar a digestibilidade e na absor¢do dos
nutrientes, e em consequéncia o desempenho dos frangos pode ser afetado (ANTUNES et
al., 2006; JAMROZ et al., 2009). JAMROZ, et al. (2009) observaram que a incluséo de
taninos hidrolizaveis em doses baixas (0,025, 0,05%) n&o altera a mucosa do intestino
delgado, no entanto, a inclusdo de 0,1% diminui a taxa de proliferacdo e aumenta os
processos de degradacdo dos enterdcitos. Contudo, os efeitos observados na mucosa
intestinal ndo representaram alteracbes no desempenho dos frangos (JAMROZ, et al.,
2009). O sorgo utilizado no presente trabalho continha 0,56% de tanino condensado, o que
implicou inclusdes de taninos nas ragdes do tratamento com 100% de substituicdo do milho
de 0,29% na ragao inicial e 0,33% na racao de crescimento. No trabalho de GARCIA et al.
(2005) foi utilizado sorgo com 0,049% de tanino, pelo que os niveis de inclusdo de taninos
no tratamento com 100% de substituigdo foram de 0,028% na ragao inicial, 0,03% na racao
de crescimento e 0,03% na ragao final. No trabalho de CAMPOS (2006) foi utilizado sorgo

com 0,45% de tanino, pelo que os niveis de inclusdo de taninos nas ragdes do tratamento
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com 100% de substituigdo foram 0,25% na ragao inicial e 0,27% na ragao de crescimento.
Dessa forma, verificou-se que a inclusdo de taninos nas ragdes utilizadas no presente
trabalho foram maiores em relagéo as inclusdes feitas por GARCIA et al. (2005) e CAMPOS
(2006), o que poderia explicar a diferenga nos resultados obtidos para a conversao
alimentar no periodo de 1 a 42 dias.

Atualmente, considera-se o sorgo com ou sem tanino, sendo que o cultivo de
variedades de sorgo com tanino esta bastante reduzido restringindo-se a algumas regides.
Por isso, a énfase da utilizagdo do sorgo na alimentagao de aves nao € mais a composi¢cao
em taninos, mas sim sua viabilizagdo de uso principalmente em regides onde ha exigéncia
do mercado quanto a frangos e ovos com forte pigmentagdo (SCHEUERMANN, 1998). No
entanto, devido ao efeito observado sobre a conversao alimentar pela substituicido parcial ou
total do milho pelo sorgo sem tanino, considera-se importante quantificar a presenga de taninos
por analise laboratorial antes de realizar a formulacdo das ragdes. De acordo com
SCHEUERMANN (1998), considera-se sorgo sem tanino quando o teor for inferior a 0,7% pelo
método de Azul de Prussia.

Em relagdo as caracteristicas da carcaga, a substituicdo do milho pelo sorgo nao
teve efeito significativo sobre o rendimento da carcaga, do peito e da coxa+sobrecoxa.
Esses resultados estdo de acordo com os apresentados por CAMPOS (2006), GARCIA et
al. (2005 a) e BOZUTTI (2009), que ndo acharam diferengas significativas nas mesmas
variaveis quando comparados frangos alimentados com milho ou com sorgo sem tanino
(baixo tanino). Por outro lado, de acordo com BOZUTTI (2009) a suplementagdo com
enzimas digestivas (a-amilase, protease e xilanase) aumenta o rendimento da carcaga e

das pernas de frangos alimentados com milho, mas n&o de frangos alimentados com sorgo.

CONCLUSOES

Concluiu-se que a substituigdo parcial ou total do milho da ragéo por sorgo, na
fase inicial de criagdo (1 a 21 dias), ndo altera o desempenho dos frangos. Entretanto, a
substituicdo parcial, de 50 ou 75%, do milho pelo sorgo durante a fase total de criagao
(1 a 42 dias) melhora a conversao alimentar dos frangos. O rendimento da carcacga e

das partes ndo € comprometido pela proporcao de cereais, milho ou sorgo, na ragao.
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CAPITULO 3 - MORFOLOGIA E INTEGRIDADE DA MUCOSA DO INTESTINO
DELGADO DE FRANGOS DE CORTE EM FUNGAO DA SUBSTITUIGAO DE MILHO
PELO SORGO DA RAGAO.

RESUMO

Um experimento foi conduzido para estudar os efeitos da porcentagem de
substituicdo do milho por sorgo na ragao para frangos de corte sobre a morfometria e
integridade da mucosa do intestino delgado. Foram utilizados 72 pintainhos de um dia
machos, Cobb-500, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos (0, 50, 75 ou 100% de substituicdo do milho pelo sorgo) e seis repeticdes. Os
frangos receberam as ragdes experimentais do 1° ao 42° dia. No 7°, 21° e 42° dia um
frango por repetigdo foi sacrificado e o intestino delgado foi dissecado, estendido e aferido
seu peso e comprimento. Amostras de duodeno, jejuno e ileo foram coletadas e a
densidade dos vilos e o grau de perda do epitélio dos vilos foram determinados por
microscopia eletrbnica de varredura. O numero de células caliciformes e a altura dos vilos
foram determinados em cortes histologicos corados com PAS. Em cortes processados por
imunohistoquimica para detecgao do Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular (PCNA) foi
determinado o indice mitético nas criptas e a profundidade das criptas. Pelos resultados
obtidos concluiu-se que a substituicdo de milho pelo sorgo na racao de frangos de corte até
os 21 dias nao prejudica a mucosa do intestino delgado. No entanto, o uso de ragdes com
substituicdo total do milho pelo sorgo até os 42 dias, prejudica a estrutura das vilosidades
da superficie mucosa, principalmente no duodeno e no jejuno, com alteragbes da forma
(menor altura dos vilos do duodeno e menor densidade dos vilos do jejuno) e da integridade
dos vilos (marcada perda epitelial), sendo alteragdes que podem limitar as fungdes

caracteristicas de digestdo e absorc¢ao do intestino delgado.

Palavras-Chave: Células caliciformes, densidade de vilos, enterdcitos, indice mitético,

morfometria do vilo.
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INTRODUGAO

Anatomicamente o intestino apresenta inumeras vilosidades que aumentam
amplamente a superficie absortiva de nutrientes e apresenta quatro regides concéntricas a
partir da serosa até o lumen: a camada muscular, a lamina prépria, uma camada de células
epiteliais e a camada mucosa. Adicionalmente, ao longo do intestino encontra-se difundido
o sistema imune ligado ao intestino (sistema GALT). O epitélio consiste de uma unica
camada de células colunares, onde predominam os enterécitos, com fungao absortiva.
Também estdo presentes as células caliciformes secretoras de mucinas (glicoproteinas),
células enteroenddcrinas, secretoras de hormoénios e neuropeptideos, células M e
leucdcitos intra-epiteliais (KOUTSOS & ARIAS, 2006).

No momento da eclosdo o trato gastrointestinal dos pintainhos esta
anatomicamente completo. No entanto, a superficie de absorcdo e a taxa de
proliferacdo dos enterécitos aumentam apds a eclosdo, sendo esse rapido
desenvolvimento diferente ao longo do intestino delgado. No duodeno, o crescimento
dos vilos esta praticamente completo aos sete dias de vida, enquanto que no jejuno e
ileo o desenvolvimento continua além do 14° dia de vida (UNI, 1999).

O desenvolvimento da mucosa intestinal envolve o aumento na altura e
quantidade de vilos, o que corresponde a um aumento em numero de suas células
epiteliais, enterdcitos, células caliciformes e enteroenddcrinas. Esse processo decorre
primariamente de dois eventos citolégicos associados: renovagao e extrusao celular. A
renovagao consiste na proliferacdo e diferenciagdo resultante das divisbes mitéticas
sofridas por células totepotentes (“stem cells”) localizadas na cripta e ao longo dos
vilos, e a extrusao é a perda de células, que ocorre normalmente no apice dos vilos. O
equilibrio entre esses dois processos determina o “turnover’ (sintese-migragao-
extrusdo) constante na mucosa, o qual garante a manutencdo do tamanho e a fungéo
dos vilos. Quando a mucosa intestinal responde a algum agente com um desequilibrio
no “turnover” a favor de um desses processos, ocorre modificagdo na forma dos vilos
(altura, largura, integridade do epitélio). A energia conservada pelo reduzido “turnover”
de células no epitélio intestinal podera ser utilizada para o desenvolvimento de massa
muscular. Assim, o rendimento econdémico do lote sera seriamente comprometido
quando o “turnover” intestinal for alterado (MAIORKA et al., 2002).
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As células caliciformes, responsaveis pela producdo de uma camada de muco
composta principalmente por glicoproteinas, conhecidas como mucinas, que contém
uma longa porgao polissacaridica tornando-as hidrofilicas e viscosas. As fungdes das
mucinas sao: proteger a membrana em escova contra agressdes quimicas e efeitos
abrasivos da digesta, atuar como barreira contra microrganismos, pois integrada ao
muco encontra-se a flora intestinal natural e imunoglobulinas, e influenciar o transporte
entre o conteudo luminal e a membrana em escova (BOLELI, et al., 2002).

Devido a que os cereais incluidos na dieta de frangos como fonte de energia
constituem geralmente mais de 60% da formulagao da ragao, alteragbes nas proporgdes de
inclusdo na dieta podem causar efeitos diferentes na fungdo intestinal, desejaveis ou
indesejaveis, dependendo do valor nutricional ou da presenga de fatores anti-nutricionais
dos cereais utilizados. No caso do sorgo, é conhecido que os taninos condensados podem
causar necroses e alteragdes na forma dos vilos da mucosa intestinal e aumento no
numero de células caliciformes (MITJAVILA et al., 1977; CHANG et al., 1994), e que
variedades de sorgo com textura dura do endosperma apresentam menor
metabolizabilidade da energia do grdo (ANTUNES et al., 2006).

Alguns nutrientes especificos sao limitantes para o trato gastrointestinal como o
zinco, a vitamina A, a cianocobalamina (B12). A glutamina é considerada como principal
substrato para o metabolismo energético intestinal. Auséncia de glutamina limita o
“turnover” do epitélio e compromete a funcdo de barreira da mucosa intestinal. Nesse
sentido, MURAKAMI et al., (2007) observaram que frangos que receberam suplementagao
de 10 mg/kg de vitamina E, e foram suplementados com 1% de glutamina durante os
primeiros sete dias de vida, apresentaram maior altura do vilo no jejuno e no ileo aos 41
dias de vida, indicando melhor desenvolvimento da mucosa intestinal. A suplementacao de
glutamina na dieta de frangos de 1 a 28 dias causa aumento na densidade dos vilos, na
largura dos microvilos e na area de superficie do apice dos enterécitos (SILVA et al., 2007).

De outro lado, a restricdo alimentar atrofia a mucosa intestinal e reduz a area de
superficie do apice dos enterdcitos do intestino delgado (SILVA et al., 2007). O peso
relativo dos 6rgaos do trato gastrointestinal intestino, figado, proventriculo e moela e o
tamanhos dos vilos da mucosa intestinal diminuem quando os frangos sofrem restricao

hidrica e alimentar por periodos prolongados p6s-ecloséo, indicando que a disponibilidade
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de agua e alimento sdo indispensaveis para o desenvolvimento adequado do trato
gastrointestinal pés-eclosao (MAIORKA et al., 2003).

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da substituicdo do milho
pelo sorgo sobre a morfologia e a integridade da mucosa do intestino delgado de frangos

de corte.

MATERIAL E METODOS
O desenho experimental, as aves, as dietas e 0 manejo utilizados no experimento
foram descritos no Capitulo 2 item “Desenho experimental, aves e dietas”, exceto porque

neste estudo foram utilizadas 72 aves no total.

Nas idades de 7, 21 e 42 dias quando foi aferido o peso médio das aves de cada
repeticdo (seis por tratamento) dos quatro tratamentos (0, 50, 75 ou 100% de substituicao
do milho por sorgo), foi escolhida uma ave por repeticdo com peso préximo ao peso médio.
As aves escolhidas permaneceram cinco horas em jejum e, posteriormente, foram abatidas

por deslocamento cervical.

Colheita de amostras

Avaliacao do crescimento do intestino delgado

O intestino delgado de cada ave foi dessecado desde o piloro até a unido ileo-cecal.
Foram aferidos o peso absoluto (g) e o comprimento (cm), e calculados o peso relativo ao

peso corporal (%) e a relagéo entre o peso e o comprimento (g/cm).

Morfometria da mucosa do intestino delgado

Os segmentos duodeno, jejuno e ileo foram delimitados considerando-se como
duodeno a alga duodenal a partir do piloro, o jejuno desde o final da alga duodenal até o
diverticulo de Meckel e, o ileo desde o diverticulo de Meckel até a unido ileo-cecal.
Amostras de trés centimetros tomadas da metade de cada segmento foram dissecadas,

abertas longitudinalmente, estendidas e fixadas com grampos em papeléo, lavadas
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abundante e cuidadosamente com solugdo tampéao fosfato (PBS pH 7,4) refrigerada e
fixadas em formaldeido 10% tamponado (pH 7,4) durante 48 horas.

Paralelamente, nas mesmas aves foram coletadas amostras de dois centimetros do
duodeno, do jejuno e do ileo para analise da densidade de vilos e da integridade da
mucosa por microscopia eletrbnica de varredura. As amostras foram abertas
longitudinalmente, cuidadosamente lavadas com tampao fosfato 0,1M (pH 7,4) e fixadas em

glutaraldeido 3% tamponado (pH 7,4) durante 24 horas a 4°C.
- Nimero de células caliciformes e altura dos vilos

As andlises foram realizadas no Laboratério de Histologia da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias da UNESP, Jaboticabal, SP. Os tecidos fixados em formaldeido
foram desidratados em série de concentragao crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%),

diafanizados em xilol e incluidos em parafina.

Meétodo de coloragdo pelo acido periddico-Schiff (PAS)

Para a determinacdo de células caliciformes, cinco cortes semi-seriados, com 5
Mm de espessura, foram corados com PAS, coloracdo especifica de células
caliciformes produtoras de mucinas neutras. Os cortes foram desparafinizados em xilol,
hidratados e corados com acido periodico 5% por cinco minutos. Em seguida, foi
realizada uma lavagem rapida com agua destilada a temperatura ambiente, seguida de
uma lavagem com agua destilada a 50°C. Posteriormente, os cortes foram incubados
com reativo de Schiff por 15 minutos (acompanhando a coloragdo do tecido), e
realizadas lavagens, uma com agua sulfurosa (10mL de metabissulfito de sédio, mais
10 mL acido cloridrico 1N com 200 mL de agua destilada), outra com agua corrente
seguida com agua destilada. Apos esta bateria de coloragdo, os cortes foram
desidratados, diafanizados e finalmente as laminas foram montadas.

Imagens dos cortes com 200x de aumento foram feitas utilizando um sistema de
andlise de imagens® e foram analisadas pelo programa Image J® (RASBAND, 2004). O

numero de células caliciformes (PAS+) foi determinado ao longo de 200 ym na parte média

? LEICA: Microscopio DM2500, camera digital DFC280 e Leica QWin Software.
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do vilo, em um total de 10 vilos por amostra (Figura 1 B). Imagens dos cortes com 50x de
aumento também foram feitas para afericdo da altura média dos vilos (um), sendo
analisados de 25 a 30 vilos por amostra (Figura 1 A). Preferiu-se realizar as analises da
profundidade das criptas nos cortes processados para imunohistoquimica, devido ao

processo de coloragao de PAS quando as criptas ficaram pouco definidas.
- indice mitético e profundidade das criptas

Imunohistoquimica para PCNA

Imunohistoquimica foi realizada para a deteccdo de Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular (PCNA) usando complexo peroxidase Avidina-Biotina®. As analises
foram realizadas no Laboratério de Citologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP, Araraquara, SP. Dos tecidos fixados em formaldeido e embebidos em parafina
foram obtidos dois cortes de 5 ym que foram montados em laminas silanizadas. Os cortes
foram desparafinizados em xilol e reidratados através de um gradiente decrescente de
etanol. Para a recuperagao antigénica, os cortes foram imersos em tampao 10 mM citrato
de sadio (CgHsNazO-), pH 6,0 e, em uma panela a vapor, foram submetidos a 95°C por 30
minutos. Os cortes foram esfriados a temperatura ambiente e imersos em uma solugao de
metanol/peroxido de hidrogénio (3%) durante 30 minutos protegido da luz. Os cortes foram
lavados por trés vezes consecutivas em 1M PBS padrao, e foram incubados em solugao de
leite desnatado em PBS (1%) para o bloqueio de ligagcbes néo especificas, durante 40

minutos protegido da luz.

3 Kit of detection Starr Trek Universal HRP, Biocare Medical, USA
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Figura 1. Altura do vilo e nimero de células caliciformes em cortes corados com reativo de Schiff
(PAS). (A) Fotomicrografia em aumento 50x, corte de ileo de frango com 21 dias de idade para
mensuragao da altura dos vilos. (B) Fotomicrografia em aumento 200x, corte de jejuno de frango de 7
dias; sobre o corte foi desenhada uma barra de 200 ym na parte média dos vilos e foi determinado o
numero de células caliciformes (PAS+) a ambos os lados da barra, sendo o valor dividido por dois (No. de

células caliciformes em 200 pm).
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Apds o bloqueio inespecifico, os cortes foram incubados com anticorpo primario
contra PCNA* em diluigdo 1:250 em PBS/BSA 1%. Foi realizado um teste prévio utilizando
diluicées do anticorpo primario de 1:100, 1:150, 1:200, 1:250 e 1:500 em duas laminas por
cada diluicdo, obtendo-se a melhor marcacdo quando foi utilizada a diluicdo 1:250. A
incubacdo com anti-PCNA foi realizada overnight a temperatura ambiente, em camara
umida.

Depois, os cortes foram lavados trés vezes em PBS e corados com
imunoperoxidase usando um anticorpo secundario com biotina e, posteriormente, com o
complexo streptavidina-peroxidase. Em ambos os passos, as laminas foram incubadas
durante 15 minutos a temperatura ambiente e lavadas trés vezes com PBS.
Posteriormente, as laminas foram incubadas em uma solugdo contendo 5 mg de
diaminobenzidina® (DAB) dissolvido em 5 ml de PBS, e 100 ml de solugdo fresca de
peroxidase (450 ml PBS, 50 ml de peroxido de hidrogénio). A reagdo com DAB foi
bloqueada com imersdo das laminas em PBS, seguido de trés lavagens com agua
destilada. Em seguida, os cortes foram contrastados com hematoxilina de Harris por 1
minuto, seguido de varias lavagens com agua destilada. Os cortes foram desidratados com
quatro imersdes em alcool absoluto e quatro em xilol e as laminas foram montadas.

Foram incluidos trés controles para cada vez que foi iniciado o processo de
imunohistoquimica. Um controle positivo, que consistiu em um corte de cancer de mama
humano (como indicado pelo fabricante do anticorpo primario) e dois controles negativos,
um corte de cancer de mama humano e uma l&mina com dois cortes de mucosa do
intestino de frango. Nos controles negativos o anticorpo primario (anti-PCNA) foi omitido da

reacao e substituido por PBS.

Aquisigdo e analise de imagens

Imagens dos cortes com aumento de 400x foram feitas utilizando um sistema de
andlise de imagem® de andlise de imagens. Imagens de 10 criptas por amostra foram
analisadas quanto ao numero total de células com o nucleo marcado marrom (PCNA+) e
numero de células com o nucleo de cor azul (PCNA-), ao longo de 100 um a partir da base

da cripta ou na parte média do vilo, e determinou-se a porcentagem média de células

4 PCNA Clone PC10, Biocare Medical, USA, fonte: anticorpo monoclonal de camundongo.
> GIBCO; Gaithersburg, MD
S LEICA: Microscopio DM2500, camera digital DFC280 e Leica QWin Software.
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PCNA+ em 100 um (Figura 2). Adicionalmente, imagens dos cortes em aumento de 100x
foram realizadas para mensuragao da profundidade das criptas (um), variavel determinada

pela média de 10 a 15 criptas por amostra.

Figura 2. indice de mitose celular e profundidade das criptas. Fotomicrografias em aumento 400x
(esquerda) e 100x (direita). Corte de jejuno de frango de sete dias; sobre o corte foi desenhada uma
barra de 100 uym a partir da base da cripta e foi determinada a porcentagem de células PCNA+ contando
o total de células com o nucleo marcado marrom (PCNA+, cabeca de seta) e com o nucleo azul (PCNA-,
seta) a ambos os lados da barra (esquerda). As criptas foram mensuradas desde a sua base até a base
do vilo (direita).

- Densidade de vilos e integridade da mucosa

Os procedimentos para microscopia eletrénica de varredura foram realizados no
Setor de Microscopia Eletrébnica da FCAV/UNESP, em Jaboticabal, SP. As amostras
fixadas em glutaraldeido foram lavadas com tampéo fosfato e cortados trés pequenos
fragmentos os quais foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool (30, 50,
70, 80, 90 e 100%). Apds obtengdo do ponto critico de secagem, utilizando CO,, os

fragmentos foram metalizados em ouro e a superficie da mucosa foi fotografada em
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microscopio eletronico de varredura’. Foi obtida uma fotomicrografia eletrbnica por cada
fragmento, em aumento de 150 vezes, dessa forma, a area total de todas as
fotomicrografias correspondeu a uma area de 1,368 mm? da mucosa de cada amostra. As
fotomicrografias foram analisadas para determinar a densidade de vilos por area, variavel
que foi expressa como o numero de vilos em um mm? da mucosa.

Adicionalmente a integridade da mucosa do intestino delgado foi avaliada pela
classificagdo dos vilos de acordo com o grau de perda do epitélio. A classificagdo foi
baseada em GOMIDE Jr. et al. (2004) como apresentado na Figura 3. No entanto, nao foi
incluido o grau 0 (vilo normal sem perda aparente do epitélio) devido a que todos os vilos
apresentaram algum grau de perda epitelial. Adicionalmente, o grau 5 (caréncia de epitélio
no vilo inteiro, e exposigao do tecido conectivo, assemelhando-se a uma lingua totalmente
exposta) e o 6 (perda de vilos, assemelhando-se a vilos quebrados) da classificagao de
GOMIDE Jr. et al. (2004), foram considerados dentro da mesma classificacéo (grau 5), a
fim de diminuir o numero de graus e facilitar a analise dos resultados. Os dados foram
expressos como porcentagem de vilos em cada grau de perda de epitélio, do total de vilos

contados em 1,368 mm? de mucosa e foi calculado o grau médio para cada amostra.
Analise estatistica

O efeito da substituicao de sorgo pelo milho (em porcentagem) sobre as variaveis foi
avaliado pela analise de variancia (one-way-ANOVA), sendo que previamente foi verificada
a presenca de dados discrepantes (Box-&-Whisker plot), a distribuicdo normal dos erros
estudentizados (teste de Cramer-Von-Mises) e a homogeneidade das variancias (teste de
Brown-Forsythe) (LITTELL et al., 2002). Ja que as pressuposi¢des foram atendidas, o efeito
da substituicdo de milho pelo sorgo (em porcentagem) sobre as variaveis de crescimento
do intestino e morfologia da mucosa foi avaliado pelo Valor de p ao nivel de significancia de
0,05, usando o procedimento General Linear Model do programa SAS versédo 9.0. Quando
as diferencas foram significativas, os graus de liberdade de tratamentos foram desdobrados
em efeito linear, quadratico e cubico. Também foi realizada analise descritiva dos dados da
classificagdo dos vilos pelo grau de perda epitelial. Os graficos apresentados foram

realizados no programa GraphPad Prism® Verséo 5.0 para Windows.

" Modelo Jeol JSM 25S1I®
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Figura 3. Graus de perda do epitélio para a avaliagdo da integridade da mucosa intestinal.
A) grau 1: pequena perda do epitélio no apice ou em pequenas areas ao longo do vilo (extrusao
normal); B) grau 2: perda do epitélio no apice dos vilos com exposigao do tecido conectivo; C)
grau 3: perda do epitélio no apice dos vilos assemelhando-se a ponta de uma lingua exposta; D)
grau 4: marcada perda do epitélio na metade superior do vilo com exposi¢ao do tecido conectivo
assemelhando-se a uma lingua exposta; E) grau 5: caréncia de epitélio no vilo inteiro, e
exposigao do tecido conectivo, assemelhando-se a uma lingua totalmente exposta ou perda de
vilos e vilos quebrados (seta preta); F) Vilos dos graus 2 (cabega de seta branca), 3 (cabega de
seta preta) e 4 (seta branca). Fotomicrografias eletronicas obtidas de amostras do presente
trabalho para ilustrar os graus de perda epitelial. Aumento 150x.
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RESULTADOS

Crescimento do intestino delgado

Aos sete dias de idade, o peso do intestino delgado foi afetado pelo tratamento
(p<0,05), sendo que os pesos, absoluto e relativo, apresentaram efeito linear (p<0,05) em
funcéo do tratamento, e o efeito quadratico sobre o peso absoluto também foi significativo
(p<0,05). Os frangos que consumiram alimento com 100% de substituicdo do milho pelo
sorgo apresentaram os maiores valores de peso absoluto e relativo e quando a substituicdo
foi de 50%, o intestino delgado apresentou os menores pesos (Tabela 1). O comprimento e
a relagao entre o peso e o comprimento ndo foram afetados pelo tratamento na idade de
sete dias (p>0,05). Aos 21 e 42 dias as variaveis avaliadas no intestino delgado ndo foram

afetadas pelos tratamentos (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento do intestino delgado. Média + erro padrdo dos valores de peso absoluto (g), peso
relativo (%) ao peso dos frangos em jejum de cinco horas, comprimento (cm) e relagao entre o peso absoluto e
o0 comprimento (g/cm) do intestino delgado de frangos de corte alimentados com ragbes contendo diferentes
porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (0, 50, 75 ou 100%), em avaliagdes feitas aos 7, 21 e 42 dias
de idade.

Porcentagem de substituicdo de milho por sorgo na racao (%)

Variavel 0 50 75 100 Valor de p ((E’:/Y)

7 dias

Peso absoluto (g) 14,21 £ 0,42 13,09 £ 0,29 14,61 + 0,54 15,69 + 0,63 0,01* 8,29
Peso relativo (%) 8,05+ 0,23 7,61+0,18 8,38 + 0,31 8,92+ 0,26 0,01* 7,45
Comprimento (cm) 85 + 3,58 82+ 2,66 87 £3,18 94 + 2,95 0,08 8,72
Peso/comprimento 0,17 £ 0,01 0,16 £ 0,00 0,17 £ 0,00 0,17 £ 0,01 0,79 10,46
(g/cm)

21 dias

Peso absoluto (g) 47,76 + 1,56 45,55 + 1,99 4551 +1,70 46,27 £1,77 0,78 9,33
Peso relativo (%) 4,95+0,16 4,91 +0,19 4,92 +0,19 4,93 +0,21 0,99 9,35
Comprimento (cm) 114 + 6,66 113+ 2,27 116 + 4,07 114 £ 5,21 0,96 10,36
Peso/comprimento 0,42 +£0,03 0,41 £0,02 0,39 + 0,01 0,41 +0,02 0,77 13,14
(g/cm)

42 dias

Peso absoluto (g) 97,23 £ 2,61 89,74 £ 5,82 92,26 + 6,81 102,74 + 2,87 0,34 12,90
Peso relativo (%) 3,47 £0,07 3,15+0,20 3,32 £0,22 3,59 +0,11 0,32 12,05
Comprimento (cm) 155+ 5,35 144 + 3,46 146 + 4,04 150 + 1,52 0,18 6,09
Peso/comprimento 0,63 £0,01 0,63 £ 0,05 0,63 +0,04 0,68 + 0,02 0,65 13,25
(g/cm)

Pr<F = Probabilidade de F, resultados da analise de variancia (5%). CV(%) = Coeficiente de variagao.
n= seis repeti¢des por tratamento.

*Desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em efeitos:
linear (p=0,01), quadratico (p=0,03) e cubico (p=0,17), da variavel peso absoluto aos 7 dias.
linear (p=0,01), quadratico (p=0,07) e cubico (p=0,21), da variavel peso relativo aos 7 dias.
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Morfometria da mucosa do intestino delgado

Os resultados das analises das variaveis morfométricas da mucosa do intestino
delgado (densidade de vilos, altura dos vilos, profundidade das criptas, numero de células
caliciformes e indice de mitose celular) avaliadas aos 7, 21 e 42 dias de idade estédo
apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4. Aos sete dias, houve efeito quadratico (p<0,05) do
tratamento sobre a altura dos vilos do duodeno e efeitos quadratico (p<0,05) e cubico
(p<0,05) sobre a altura dos vilos e o indice mitético nas criptas do jejuno. A altura dos vilos
do duodeno e do jejuno foi maior quando os frangos foram alimentados com 0% ou 100%
de substituicdo e menor quando a substituicao foi de 50%. A altura dos vilos no ileo nao foi
afetada pelos tratamentos. No jejuno, o menor indice mitético nas criptas foi observado nos
frangos alimentados com racdo a base de milho, e os maiores valores nos frangos
alimentados com ragdes contendo 50 ou 100% de substituicdo. O indice mitético nas
criptas do duodeno e ileo ndo foi afetado pelos tratamentos (p>0,05). A densidade dos
vilos, a profundidade das criptas e o numero de células caliciformes no duodeno, jejuno e
ileo, aos sete dias, ndo foram afetados significativamente pelos tratamentos (Tabela 2).

Aos 21 dias de idade nenhuma das variaveis avaliadas no duodeno, no jejuno e
no ileo foram afetadas pelos tratamentos (p>0,05) (Tabela 3).

Aos 42 dias houve efeito significativo do tratamento sobre a densidade dos vilos
do jejuno, a altura dos vilos do duodeno e o indice mitotico nas criptas do jejuno e ileo
(p<0,05). As funcdes linear e quadratica foram significativas (p<0,05) para a densidade
de vilos do jejuno, sendo que o menor valor foi obtido nos frangos alimentados com
racdo com 100% de substituicdo e os maiores valores pelos alimentados com ragao
com 0 ou 50% de substituicdo. Houve efeitos, quadratico e cubico, significativos
(p<0,05) sobre a altura dos vilos do duodeno, sendo que o menor valor foi observado
nos frangos alimentados com 100% de substituicdo e o maior nos alimentados com
75% de substituicdo. Efeitos linear e cubico foram significativos (p< 0,05) para o indice
mitético das criptas do jejuno, que foi menor nos frangos alimentados com ragdes 0% de
substituicdo do milho pelo sorgo e maior nos frangos alimentados com ragdes contendo 50
ou 75% de substituicdo. E Efeito linear foi significativo (p< 0,05) para o indice mitético das
criptas do ileo, que foi menor quando a substituicdo foi de 0% e maior quando a

substituicdo foi 50 ou 100% (Tabela 4). Entretanto, as variaveis, densidade de vilos no
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jejuno e no ileo, profundidade das criptas e numero de células caliciformes dos trés

segmentos do intestino delgado, ndo foram afetadas pelos tratamentos (p>0,05).

Tabela 2. Morfometria da mucosa do intestino delgado aos sete dias. Média + erro padrdo e
resultados da analise de variancia dos valores da densidade de vilos (nUmero de vilos por mmz), da altura
dos vilos (um), da profundade das criptas (um), do numero de células caliciformes em 200 um da parte
média dos vilos e do indice mitético nas criptas (%), na mucosa do duodeno, jejuno e ileo de frangos de
corte alimentados com ragdes contendo diferentes porcentagens de substituigdo de milho pelo sorgo (O,
50, 75 ou 100%).

Segmento do Porcentagem de substituicdo de milho por sorgo na ragao (%)
Intestino 0 50 75 100 Valor de p CV(%)
Densidade de vilos (No. de vilos/mm?
Duodeno 62,35+ 2,57 49,69 £ 2,79 52,06 +4,70 50,29 £ 4,01 0,75 16,57
Jejuno 70,27 + 8,57 64,60 + 6,36 64,85 £ 5,71 57,78 + 6,50 0,65 26,13
fleo 79,28 +5,18 95,11 +7,25 89,38 £ 5,80 100,59 + 12,99 0,34 22,57
Altura dos vilos (um)
Duodeno 1204 + 41 1023+ 5 1042+ 10 1192 + 51 <0,01* 5,88
Jejuno 858 + 2 727 £ 25 788 + 26 815+ 12 <0,01* 5,01
fleo 556 + 25 603 + 14 571+ 27 573 +27 0,53 7,86
Profundidade das criptas (um)
Duodeno 260 + 19 268 + 23 233+ 15 317 +23 0,13 14,23
Jejuno 328 +55 227 +10 243 + 37 241+ 16 0,22 28,78
fleo 183 +28 236+8 208 £ 31 193+ 13 0,37 20,18
No. Células caliciformes (em 200 um)
Duodeno 13,30 £ 1,59 11,49 £ 0,44 15,25 + 0,89 13,25+ 0,08 0,07 11,91
Jejuno 17,40+ 1,18 16,25+ 0,77 21,49+ 1,92 18,91+ 1,23 0,06 14,40
fleo 18,14 + 1,50 20,82 + 3,41 15,63 + 2,09 18,89+ 1,18 0,44 20,36
Indice mitético nas criptas (%)

Duodeno 55,46 + 7,64 55,33 + 4,38 49,01 + 3,96 57,25+ 4,32 0,73 15,19
Jejuno 42,19+1,85 65,29 + 8,68 53,21 £ 0,93 57,95 + 2,22 0,01* 13,14
fleo 51,88 + 4,97 56,93 + 2,14 59,58 + 8,58 51,15+ 1,60 0,46 13,45

Valor de p = resultados da analise de variancia (5%). CV(%) = Coeficiente de variagao.
a, b Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (5%), n= densidade dos vilos: seis
repeticdes por tratamento, demais variaveis: 2, 3 ou 4 repeti¢cdes por tratamento.

*Desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em efeitos:

linear (p=0,91), quadratico (p<0,01) e cubico (p=0,67), da altura dos vilos (um) do duodeno.

linear (p=0,50), quadratico (p<0,01) e cubico (p=0,03), da altura dos vilos (um) do jejuno.

linear (p=0,05), quadratico (p=0,03) e cubico (p=0,01), do indice mitético (%) nas criptas do jejuno.
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Tabela 3. Morfometria da mucosa do intestino delgado aos 21 dias. Média + erro padrao e resultados
da analise de variancia dos valores da densidade de vilos (nUmero de vilos por mmz), da altura dos vilos
(um), da profundade das criptas (um), do numero de células caliciformes em 200 ym da parte média dos
vilos e do indice mitético nas criptas (%), na mucosa do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte
alimentados com ragdes contendo diferentes porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (0, 50, 75
ou 100%).

Segmento do Porcentagem de substituicdo de milho por sorgo na ragao (%) Valor de p
intestino 0 50 75 100 CV(%)
Densidade de vilos (No. de vilos/mm?)
Duodeno 25,09 +2,84 30,87 + 5,55 20,70 + 1,49 19,12 £ 1,90 0,09 34,22
Jejuno 25,72+ 0,96 26,58 + 1,76 26,79+ 1,79 23,67 + 1,10 0,49 13,90
fleo 34,58 +2,89 34,78 +5,28 46,15+ 2,76 38,58 + 3,13 0,09 21,39
Altura dos vilos (um)
Duodeno 1300 + 51 1360 + 152 1441175 1456 + 75 0,70 14,13
Jejuno 1326 + 129 1179 £ 45 1271 £ 37 1191 £ 87 0,57 13,41
fleo 897 + 80 794 + 31 802 + 28 768 + 45 0,35 11,16
Profundidade das criptas (um)
Duodeno 294 + 15 296 + 26 276 + 28 32117 0,54 14,38
Jejuno 273+ 20 334 +50 266 + 24 280+ 10 0,39 19,52
fleo 263 + 36 252+ 18 207+ 4 250 + 28 0,42 17,49
No. Células caliciformes (em 200 um)
Duodeno 16,01+ 1,12 13,86 + 0,67 15,85+ 0,97 13,97 £ 0,64 0,21 11,72
Jejuno 19,75 +0,76 16,84 + 1,61 20,62 + 1,60 17,31+ 1,40 0,24 15,34
fleo 20,17 + 0,86 18,79 £ 0,38 18,12 £ 1,96 16,86 + 1,00 0,31 12,98
Indice mitético nas criptas (%)

Duodeno 47,22 £ 3,21 51,57 +1,15 51,02 + 5,00 57,65+ 1,94 0,45 11,89
Jejuno 56,29 + 5,59 46,69 £ 6,22 44,54 +7,19 59,67 + 0,42 0,13 14,32
fleo 47,53 + 3,94 57,53 + 11,97 65,40 + 8,44 55,69 + 2,78 0,49 23,84

Valor de p = resultados da analise de variancia (5%). CV(%) = Coeficiente de variagao.
a, b Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (5%), n= densidade dos vilos: seis
repeticdes por tratamento, demais variaveis: 2, 3 ou 4 repeti¢cdes por tratamento.
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Tabela 4. Morfometria da mucosa do intestino delgado aos 42 dias. Média + erro padrao e resultados
da analise de variancia dos valores da densidade de vilos (nUmero de vilos por mmz), da altura dos vilos
(um), da profundade das criptas (um), do numero de células caliciformes em 200 uym da parte média dos
vilos e do indice mitético nas criptas (%), na mucosa do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte
alimentados com ragdes contendo diferentes porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (0, 50, 75
ou 100%).

Segmento do Porcentagem de substituicdo de milho por sorgo na ragao (%) Valor de p
intestino 0 50 75 100 CV(%)
Densidade de vilos (No. de vilos/mm?)
Duodeno 14,47 £ 1,07 15,05+ 0,55 12,42 + 0,94 15,85 + 0,69 0,07 12,94
Jejuno 23,75+ 1,33 24,99 + 1,07 20,88 + 1,83 16,01 + 0,68 <0,01* 14,92
fleo 34,49+235 31,42+2.28 30,03 £ 0,57 29,96 + 2,05 0,39 14,54
Altura dos vilos (um)

Duodeno 1526 + 95 1519+ 15 1728 £ 67 1434 + 39 0,03* 7,93

Jejuno 1358 + 47 1332 + 149 1379 £ 65 1365+ 70 0,99 13,51

fleo 1047 £ 71 959 + 92 905 + 117 1024 + 30 0,61 16,39

Profundidade das criptas (um)
Duodeno 319+ 39 386 + 13 3677 326+ 16 0,16 12,79
Jejuno 337+£10 349 + 51 368 +9 335+2 0,44 15,65
fleo 210+ 16 221+29 251+ 17 223+ 14 0,67 12,14
No. Células caliciformes (em 200 um)

Duodeno 13,21+ 0,51 15,05+ 1,60 13,94 + 1,03 15,40 + 2,16 0,71 20,31

Jejuno 18,27 + 2,27 19,15+ 2,07 18,44 + 1,30 15,62 £ 0,39 0,49 18,81

fleo 19,44 + 0,78 17,87 + 3,19 19,78 + 1,47 20,81 +1,72 0,75 17,88

Indice mitético nas criptas (%)

Duodeno 55,35+ 7,97 57,22 + 3,02 57,93 + 15,00 65,08 + 2,96 0,81 21,13
Jejuno 56,58 + 4,82 58,98 + 3,42 76,84 + 1,17 70,82 + 4,42 0,01* 13,14
fleo 43,86 £ 4,71 65,33 + 3,48 60,63 + 3,07 62,90 + 4,58 0,02* 13,51

Valor de p = resultados da analise de variancia (5%). CV(%) = Coeficiente de variagao.
a, b Médias seguidas de letras iguais, na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (5%), n= densidade dos vilos: seis
repeticdes por tratamento, demais variaveis: 2, 3 ou 4 repeti¢cdes por tratamento.

*Desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em efeitos:

Linear (p<0,01), quadratico (p=0,03) e ctibico (p=0,46), da densidade de vilos (n° de vilos/mm?) no jejuno.
Linear (p=0,82), quadratico (p=0,04) e cubico (p=0,02), da altura dos vilos (um) do duodeno.

Linear (p<0,01), quadrético (p=0,24) e cubico (p=0,02), do indice mitético (%) nas criptas do jejuno.
Linear (p=0,02), quadratico (p=0,06) e clbico (p=0,14), do indice mitético (%) nas criptas do ileo.

Integridade da mucosa

O grau de perda de epitélio do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) nao foi
afetado (p>0,05) pela substituigdo de milho pelo sorgo na ragédo nas idades de sete e 21
dias. No entanto, aos 42 dias, houve efeitos, linear e cubico, significativos (p<0,05) do
tratamento sobre o grau de perda do epitélio do duodeno e efeito cubico (p<0,05) sobre
o grau de perda do epitélio do jejuno. Quando os frangos foram alimentados com

ragdes contendo 100% de substituicdo de milho pelo sorgo apresentaram os maiores
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graus de perda do epitélio no duodeno e no jejuno, e os menores graus foram

observados nos frangos alimentados com 75% de substituicéo.

Tabela 5. Grau de perda do epitélio intestinal. Média + erro padrao e resultados da analise de variancia
do grau médio de perda do epitélio intestinal na mucosa do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte
alimentados com ragdes contendo diferentes porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (0, 50, 75
ou 100%).

Idade Porcentagem de substituicdo de milho por sorgo na ragao (%) Valor de p
Segmento 0 50 75 100 CV(%)
7 dias

Duodeno 1,37+ 0,10 1,57 £ 0,17 1,60 £0,17 1,27 £ 0,10 0,29 22,89
Jejuno 1,02 + 0,01 1,26 + 0,11 1,18 £ 0,08 1,12+ 0,06 0,29 7,96
fleo 1,07 £ 0,04 1,08 + 0,03 1,02 £ 0,01 1,08 £ 0,04 0,57 17,11
21 dias

Duodeno 2,40 + 0,41 1,55+ 0,27 2,49 £0,10 2,33+0,12 0,06 29,00
Jejuno 1,29+0,15 1,73+0,21 1,76 £ 0,19 1,56+ 0,18 0,31 27,65
fleo 1,51+0,10 1,27 £ 0,09 1,54 £0,13 1,35+0,15 0,36 20,25
42 dias

Duodeno 2,54 £ 0,11 2,82+£0,20 2,09+0,13 3,03+£0,36 0,03 18,94
Jejuno 1,47 £ 0,17 1,81+0,21 1,19 £0,09 2,18 £ 0,15 0,001* 22,94
fleo 1,39+ 0,08 1,45+0,13 1,50 £ 0,00 1,26 £+ 0,12 0,40 16,34

Valor de p = resultados da analise de variancia (5%). CV(%) = Coeficiente de variagao.
a, b Médias seguidas de letras iguais, na linha, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (5%), n= seis repetigdes por tratamento.

*Desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em efeitos:
Linear (p=0,45), quadratico (p=0,15) e cubico (p=0,01), do grau de perda epitelial no duodeno aos 42 dias.
Linear (p=0,04), quadratico (p=0,06) e cubico (p<0,01), do grau de perda epitelial no jejuno aos 42 dias.

Anélise descritiva da classificagdo dos vilos pelo grau de perda epitelial

Nas Figuras 4, 5 e 6 € apresentada a classificagdo dos vilos aos 7, 21 e 42 dias,
respectivamente, de acordo com o grau de perda do epitélio da mucosa. Em todas as
idades, foi verificado que o duodeno foi o segmento do intestino delgado com maior
grau de perda de epitélio, seguido pelo jejuno, e depois pelo ileo, sendo este ultimo o
segmento que teve o epitélio mais conservado. Adicionalmente, com a idade este efeito
foi mais evidente, sendo que o duodeno apresentou graus mais altos de perda de
epitélio.

Aos sete dias houve boa conservagcdo da integridade do epitélio nos trés
segmentos (duodeno, jejuno e ileo). No duodeno, em todos os tratamentos foi
observado que a maioria dos vilos foram classificados no grau 1 (extrusdo normal do

epitélio), obtendo-se médias de 63, 52, 56 e 77% para os tratamentos com 0, 50, 75 e
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100% de substituicao, respectivamente. Os vilos restantes apresentaram classificagdes
nos graus 3 (exposi¢cdo do tecido conetivo no apice), grau 4 (exposicdo do tecido
conetivo até a metade superior do vilo) e grau 5 (perda total do epitélio ou perda do vilo)
quando houve substituicdo do milho (tratamentos 50, 75 e 100%) (Figura 4).

No jejuno foram observados valores médios de porcentagem de vilos do grau 1
de 98, 75, 83 e 87% para os tratamentos com 0, 50, 75 e 100% de substituicao,
respectivamente. Os demais vilos foram do grau 2, em todos os tratamentos. No ileo,
mais de 90% dos vilos foram classificados no grau 1, independente do tratamento
(Figura 4).

Aos 21 dias, o duodeno apresentou marcada perda do epitélio, sendo que em
todos os tratamentos foram observados vilos com graus de perda epitelial 1,2, 3 e 4. A
melhor conservagdo da integridade foi observada no tratamento com 50% de
substituicdo apresentando uma média de 60% de vilos grau 1. Nos tratamentos com 75
e 100% de substituicdo foram observadas as menores porcentagens de vilos do grau 1
(6 e 2%, respectivamente) (Figura 5). No jejuno os vilos foram classificados
principalmente nos graus 1 e 2. Quando nao houve substituicdo (tratamento 0%), a
conservagao da integridade dos vilos do jejuno foi maior (73%), em comparagdo com
50, 75 ou 100% de substituicdo (41, 37, 44%, respectivamente). Nos tratamentos com
50 e 75% de substituicdo foram observados vilos classificados nos graus 3 e 4 (Figura
5). No ileo os vilos foram classificados principalmente nos graus 1 e 2. A maior
porcentagem de vilos do grau 1 (76%) foi apresentada pelo tratamento com 50% de
substituicdo, em comparagdo com os outros tratamentos (53, 46 e 65% para os
tratamentos 0, 75 e 100%, respectivamente) (Figura 5).

Aos 42 dias, o duodeno apresentou acentuada perda do epitélio, sendo que sé
no tratamento com 75% de substituigdo houve uma pequena porcentagem de vilos com
grau 1 (8,3%). Em todos os tratamentos os vilos apresentaram perda epitelial
principalmente dos graus 2 e 3. O tratamento com 100% de substituigdo de milho pelo
sorgo levou a maior porcentagem de vilos classificados no grau 4 (20%) e o unico a
apresentar vilos classificados no grau 5 (6%) (Figura 6). No jejuno, foi observado que a
conservagao da integridade dos vilos foi maior quando a substituicao foi de 75% e 0%

(80%, 55% vilos no grau 1, respectivamente) em comparagdo com 50 e 100% (29%,
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16%, respectivamente). Unicamente quando a substituicdo foi de 100% apresentaram-
se vilos classificados nos graus 4 e 5. No ileo, os vilos foram classificados
principalmente dentro dos graus 1 e 2. As porcentagens de vilos no grau 1 foram 61,
56, 50 e 63% para os tratamentos com 0, 50, 75 e 100% de substituicio,
respectivamente. Unicamente quando a substituicdo foi de 100% apresentaram-se vilos

classificados nos graus 3 e 4 (Figura 6).
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Figura 4. Classificagdo dos vilos da mucosa do duodeno, jejuno e ileo em frangos de corte de sete dias
alimentados com ragdes contendo diferentes porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (0, 50, 75
ou 100%). As barras representam a média + erro padrao da porcentagem de vilos em cada grau de
classificagdo (desde grau 1: extrusdo norma até grau 5: perda total do epitélio ou perda dos vilos). Na
figura 3 sdo descritos em detalhe os graus de perda do epitélio da mucosa do intestino, utilizados nesta
classificago.
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Figura 5. Classificagdo dos vilos da mucosa do duodeno, jejuno e ileo em frangos de corte de 21 dias
alimentados com rag¢des contendo diferentes porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (0, 50, 75
ou 100%). As barras representam a média + erro padrdo da porcentagem de vilos em cada grau de
classificagdo (desde grau 1: extrusdo norma até grau 5: perda total do epitélio ou perda dos vilos). Na
figura 3 sdo descritos em detalhe os graus de perda do epitélio da mucosa do intestino, utilizados nesta
classificagao.
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Figura 6. Classificacdo dos vilos da mucosa do duodeno, jejuno e ileo em frangos de corte de 42 dias
alimentados com ragdes contendo diferentes porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (0, 50, 75
ou 100%). As barras representam a média + erro padrdo da porcentagem de vilos em cada grau de
classificagéo (desde grau 1: extrusdo norma até grau 5: perda total do epitélio ou perda dos vilos). Na
figura 3 sdo descritos em detalhe os graus de perda do epitélio da mucosa do intestino, utilizados nesta
classificago.
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DISCUSSAO

Durante a primeira semana de vida o intestino delgado ganha peso mais rapidamente
em relagdo ao ganho em peso corporal, sendo que o maior crescimento alométrico dos
orgaos do trato digestério ocorre entre trés e sete dias de idade (DENBOW, 2000; UNI &
FERKET, 2004). No presente trabalho foi observado que a substituicao total de milho por
sorgo (100% de substituicdo) na ragéo levou aos maiores valores de peso do intestino
delgado. Adicionalmente, os maiores valores do tamanho do vilo aos sete dias foram
observados nos frangos alimentados com ragées com 0 ou 100% de substituicdo, e nédo
houve diferengas significativas (p>0,05) no grau de perda epitelial, na densidade de vilos e
no numero de células caliciformes em nenhum dos segmentos do intestino delgado
(duodeno, jejuno, ileo) nos frangos alimentados com diferentes porcentagens de
substituicdo do milho. Aos 21 dias de vida ndo foram observadas alteragbes na mucosa do
intestino delgado. Esses resultados indicaram que o uso de sorgo durante as primeiras trés
semanas de vida dos frangos nao alterou a morfologia da mucosa intestinal e
aparentemente favoreceu o desenvolvimento do intestino delgado na primeira semana. A
substituicdo parcial aparentemente ajudou na conservagdo do epitélio intestinal nas
primeiras trés semanas de vida. CAMPOS (2006) ndo observou diferengas significativas na
morfometria das vilosidades intestinais nos frangos de corte alimentados com milho ou
diferentes niveis de substituicdo do milho por sorgo. Os primeiros sete dias representam
20% da vida dos frangos e a escolha do cereal base da dieta utilizada na primeira semana
€ critica para maximizar a disponibilidade de nutrientes e o desempenho durante a primeira
semana de vida (THOMAS et al., 2008). Adicionalmente, as variagdes no crescimento da
mucosa intestinal na primeira semana de vida dependem de varios fatores interatuando
entre si, como o estabelecimento da microflora intestinal, a disponibilidade de enzimas
digestivas, a presenga de horménios metabdlicos como insulina, horménio de crescimento,
tiroxina e glicocorticoides, e a disponibilidade de nutrientes da dieta (MAIORKA et al., 2000;
KOUTSOS & ARIAS, 2006).

De outro lado, no presente trabalho foi observado que aos 42 dias de vida dos
frangos algumas das caracteristicas da morfologia da mucosa intestinal foram afetadas pela
substituicdo de milho por sorgo nas propor¢des de 75 e 100%, sendo que a altura dos vilos
do duodeno e a densidade dos vilos do jejuno foram menores, houve maior perda do

epitélio no duodeno e no jejuno e observaram-se os maiores indices mitéticos nas criptas.
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Essas alteragbes podem limitar as fungbes de digestdo e absorcao do intestino delgado e
poderiam implicar no desvio do uso de energia e nutrientes para o reparo da mucosa
intestinal.

Os taninos hidrolizaveis também podem causar alteragdes histolégicas na mucosa
do intestino delgado. JAMROZ et al. (2009) descreveram que no jejuno de frangos que
receberam ragdo com inclusao de 1000 mg de tanino hidrolisavel por kg de ragéo houve
ativacdo da imunidade local, com infiltracdo do tecido conectivo sub-epitelial por
numerosos macrofagos, mastocitos, neutréfilos e linfocitos.  Adicionalmente,
observaram diminuicdo do numero de células em proliferacdo nas criptas e enterdcitos
mostrando sinais de degradacéo. Entretanto, CAMPOS (2006) ndo observou diferengas
significativas na altura dos vilos, profundidade das criptas e numero de células caliciformes
na mucosa intestinal de frangos de sete, 21 e 42 dias alimentados com rag¢des contendo
milho e diferentes niveis de substituicdo do milho por sorgo.

Milho e sorgo sem tanino apresentam valores nutricionais similares, sendo que o
cultivar de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) altamente digestivel apresenta uma taxa de
digestibilidade de proteina 10% maior em relagdo ao sorgo comum e apresenta maior teor
de amido digestivel (DOWLING et al., 2002). Adicionalmente, a energia metabolizavel
aparente corrigida para nitrogénio e a digestibilidade do amido, nos primeiros sete dias de
vida dos frangos, nado diferem nos frangos alimentados com racées a base de milho ou
sorgo, no entanto a digestibilidade da gordura é menor nos frangos alimentados com sorgo
(THOMAS et al., 2008). Entretanto, de forma pratica, existe receio do uso de sorgo sem
tanino, principalmente da inclusdo na dieta pré-inicial (CAMPOS, 2006). Em racobes
calculadas a custo minimo, o milho ndo é completamente substituido pelo sorgo
(ROSTAGNO et al., 2001), em parte devido aos efeitos adversos sobre a pigmentagéo da
pele e carne dos frangos, ao menor teor dos aminoacidos lisina, metionina e treonina,
menor digestibilidade de proteina e a presenga de fatores antinutricionais, como os taninos.
Esses fatores limitam o nivel pratico de inclusdo do sorgo a 30% tanto na ragao inicial
quanto na racao de crescimento (ROSTAGNO et al., 2005).
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CONCLUSOES

Concluiu-se que a substituicdo de milho pelo sorgo na ragéo de frangos de corte até
os 21 dias n&o prejudica a mucosa do intestino delgado. No entanto, o uso de ragdes com
substituicdo total do milho pelo sorgo até os 42 dias, prejudica a estrutura das vilosidades
da superficie mucosa, principalmente no duodeno e no jejuno, com alteragdes da forma
(menor altura dos vilos do duodeno e menor densidade dos vilos do jejuno) e da integridade
dos vilos (marcada perda epitelial), sendo alteragbes que podem limitar as fungbes de
digestao e absorg¢ao do intestino delgado e poderiam implicar no desvio do uso de energia

e nutrientes para o reparo da mucosa intestinal.
REFERENCIAS

ANTUNES R.C.; RODRIGUEZ, N.M.; GONCALVES, L.C.; RODRIGUES, J.A.S.; BAIAO,
N.C.; PEREIRA, L.G.R.; LARA, L.J. Valor nutritivo de grdos de sorgo com diferentes
texturas do endosperma para frangos de corte. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v. 58, n. 5, p. 877-883, 2006.

BOLELI, I. C. MAIORKA, A., MACARI, M. Estrutura Funcional do Trato Digestério. In:
MACARI, M.; FURLAN, R.L.; GONZALES, E. (ed.). Fisiologia Aviaria: Aplicada a
frangos de corte. 2 ed. Jaboticabal: FUNEP, 2002. p. 75-95.

CAMPOQOS, D.M.B. Efeito do sorgo sobre o desempenho zootécnico, caracteristicas
da carcaca e o desenvolvimento da mucosa intestinal de frangos. Dissertacao
(Mestrado em Zootecnia) - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, 2006.

CHANG, J.J., BAILEY, J. W., COLLINS, J. L. Dietary tannnis from cowpeas and tea
transiently alter apparent calcium absorption and utilization of protein in rats. Journal of
Nutrition, v.124, p.283-88, 1994.

DENBOW, D.M. Gastrointestinal anatomy and physiology. In: Whittow G.C. (Ed). Sturkie’s
avian physiology. 5" ed. San Diego. Academic Press, 2000. p. 299-325.



44

DOWLING, L. F., ARNDT, C., HAMAKER, B. R. Economic Viability of high digestibility
sorghum as feed for market broilers. Agronomy Journal, v. 94, p. 1050-1058, 2002.

GOMIDE Jr., M.H.; STERZO, E.V.; MACARI, M.; BOLELI I.C. Use of Scanning Electron
Microscopy for the Evaluation of Intestinal Epithelium Integrity. Revista Brasileira de
Zootecnia, v.33, n.6, p.1500-1505, 2004.

JAMROZ, D.; WILICZKIEWICZ, A.; SKORUPINSKA, J.; ORDA, J.; KURYSZKO, J;
TSCHIRCH, H. Effect of sweet chestnut tannin (SCT) on the performance, microbial
status of intestine and histological characteristics of intestine wall in chickens. British
Poultry Science v. 50, n. 6, p. 687-699, 2009.

KOUTSOS, E.A.; ARIAS, V.J. Intestinal ecology: interactions among the gastrointestinal
tract, nutrition, and the microflora. Journal of Applied Poultry Research, v. 15, p. 161-
173, 2006.

LITTELL, R.C.; STROUP, W.W.; FREUND, R.J. SAS for linear models. 4.ed. Cary, NC:
SAS Institute, 2002.

MAIORKA, A.; SILVA, A.V.F.; SANTIN, E.; BORGES, S.A.; BOLELI, I.C.; MACARI, M.
Influéncia da suplementacao de glutamina sobre o desempenho e o desenvolvimento
de vilos e criptas do intestino delgado de frangos. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, V. 52, n. 5, 2000.
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-09352000000500014

MAIORKA, A., BOLELI, I. C., MACARI, M. Desenvolvimento e reparo da mucosa
intestinal. In: MACARI, M.; FURLAN, R.L.; GONZALES, E. (ed.). Fisiologia Aviaria:
Aplicada a frangos de corte. 2 ed. Jaboticabal: FUNEP, p. 113-123, 2002.

MAIORKA, A.; SANTIN, E.; DAHLKE, F.; BOLELI, I.C.; FURLAN, R.L.; MACARI, M.
Posthatching water and feed deprivation affect the gastrointestinal tract and intestinal
mucosa development of broiler chicks. Journal of applied poultry research, v. 12; p. 483-
492, 2003.



45

MITJAVILA, S., LACOMBE, C., CARRERA, G., DERACHE, R. Tannic acid and oxidized
tannic acid on the functional state of rat intestinal epithelium. Journal of Nutrition. v.
107, 2113-2121. 1977.

MURAKAMI, A.E.; SAKAMOTO, M.l.; NATALI, M.R.M.; SOUZA, L.M.G.; FRANCO, J.R.G.
Supplementation of glutamine and vitamin E on the morphometry of the intestinal mucosa in
broiler chickens. Poultry Science, v. 86, p. 488-495, 2007.

RASBAND, W.S. Image J, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA.
http://rsb.info.nih.govl/ij/, 2004.

ROSTAGNO H.S.; ALBINO, L.F.T; TOLEDO, R.S. Utilizagdo de sorgo nas ragdes de
aves e suinos. Artigo Técnico Polinutri Junho/2001.
http://www.polinutri.com.br/conteudo_artigos _anteriores junho.htm Acesso 26/01/2010.

ROSTAGNO H.S.; ALBINO, L.F.T; DONZELE, J.L.; GOMES, P.C.; OLIVEIRA R.F.; LOPES
D.C.; FERREIRA A.S.; BARRETO, S.L.T. Tabelas brasileiras para aves e suinos.
Composicao de alimentos e exigéncias nutricionais. 22 edigdo. Ed: Rostagno H.S. UFV-

Departamento de Zootecnia, Vigosa-MG, 2005.

SILVA, AV.F.; MAIORKA, A.; BORGES, S.A.; SANTIN, E.; BOLELI, I.C.; MACARI, M.
Surface area of the enterocytes in small intestine mucosa of broilers submitted to early feed
restriction and supplemented with glutamine. International Journal of Poultry Science, v.
6, n. 1, p. 31-35, 2007.

THOMAS, D.V.; RAVINDRAN, V.; RAVINDRAN, G. Nutrient digestibility and energy
utilisation of diets based on wheat, sorghum or maize by the newly hatched broiler chick.
British Poultry Science, v. 49, n. 4, p. 429—435, 2008.

UNI, Z. Functional development of the small intestine in domestic birds: Cellular and

molecular aspects. Poultry and Biology Reviews. p. 167-179, 1999.

UNI, Z., FERKET, R. P. methods for early nutrition and their potential. Poultry Science,
v. 60, p. 101-111, 2004.



46

CAPITULO 4 - ATIVIDADE DAS ENZIMAS DA BORDA EM ESCOVA DA MUCOSA DO
JEJUNO EM FRANGOS ALIMENTADOS COM DIFERENTES NIVEIS DE
SUBSTITUIGAO DO MILHO PELO SORGO DA RAGAO

RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da substituicdo do
milho pelo sorgo da ragao sobre a atividade das enzimas aminopeptidase, fosfatase
alcalina intestinal e maltase, contidas em vesiculas de membrana da borda em escova
(VMBE) obtidas a partir da mucosa do jejuno de frangos de corte. Foram utilizados 72
pintos de um dia machos, Cobb-500, distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado com quatro tratamentos (0, 50, 75 ou 100% de substituicdo do milho pelo
sorgo) e seis repeticdes. Os frangos receberam as ragcdes experimentais do 1° ao 42°
dia. No 7°, 21° e 42° dia um frango por repeticdo mantido em jejum de cinco horas foi
sacrificado. Foram coletadas amostras do jejuno (20 cm), abertas longitudinalmente,
lavadas com PBS (pH 7,4 a 4°C) e conservadas em freezer a -70°C. VMBE foram
obtidas por homogeneizagao e fracionamento por centrifugagcdes seriadas da mucosa
do jejuno. As atividades especificas das enzimas aminopeptidase, fosfatase alcalina
intestinal e maltase foram determinadas. Pelos resultados obtidos concluiu-se que o uso
de ragdes contendo altas porcentagens de substituicdo de milho pelo sorgo (75 ou 100%)
desde o primeiro dia de vida dos frangos diminui a atividade das enzimas aminopeptidase e
maltase aos 42 dias de vida. A atividade da fosfatase alcalina intestinal ndo é afetada pela

substituicdo de milho pelo sorgo na ragéo.

Palavras-chave: Aminopeptidase, fosfatase alcalina, maltase, vesiculas de membrana da
borda em escova (VMBE).
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INTRODUGAO

As enzimas digestivas ancoradas na membrana em escova dos enterdcitos da
mucosa intestinal sdo responsaveis pela digestado final de muitas das macromoléculas da
dieta, apresentam um papel importante na regulagdo da quantidade de nutrientes
disponiveis para absorgdo. Além da fungdo digestiva algumas das enzimas estédo
envolvidas em outras fungdes como transporte de nutrientes, recepgcdo de sinais
intracelulares e regulagao da diferenciagao e crescimento celular (11, et al., 2001).

As mudangas temporais nas enzimas do intestino delgado s&o paralelas a
maturagao da fungéo digestiva em outras partes do trato gastrointestinal (HENNING, 1985).
A atividade das enzimas de membrana no jejuno de frangos comeca ainda na idade
embrionaria. UNI et al. (2003) avaliaram a atividade da maltase e aminopeptidase, e das
proteinas transportadoras ATPase e SGLT-1 em embrides de frango entre 15 e 21 dias. Os
autores observaram que a maltase tem atividade baixa até o 19° dia de idade embrionaria,
e no 21° aumenta aproximadamente duas vezes. A atividade da aminopeptidase e das
proteinas transportadoras ATPase e SGLT-1 aumentam gradativamente do 15° ao 21° dia.
Um pico de expressdo de mRNA das enzimas sacarase-isomaltase e aminopeptidase, e
das proteinas transportadoras ATPase e SGLT-1 apresenta-se no 19° dia de incubacéao
(UNI et al., 2003).

A atividade enzimatica varia dependendo da presenca ou auséncia de substratos,
por exemplo, no caso dos mamiferos a atividade hidrolitica intestinal ao nascimento é
especifica e restrita aos componentes do leite materno, com alta atividade da lactase e
baixa atividade da maltase nas primeiras duas semanas. Posteriormente, a atividade da
maltase aumenta de cinco a 10 vezes pela presenga de carboidratos da dieta e a atividade
da lactase diminui apés o desmame (HENNING, 1985). Em frangos também ¢é observado
que a atividade de dissacaridases, especialmente a maltase, € um reflexo da natureza da
dieta consumida. As aves sdo deficientes em amilase salivar, e somente as carboidratases
pancreatica e intestinal atuam na digestdo de carboidratos (lJI, et al., 2001).

A membrana da borda em escova do intestino delgado esta envolvida em
numerosos processos digestivos e de transporte ativo. Tem sido demonstrado que ditos
processos podem ser pesquisados in vitro quando a membrana intacta é isolada em forma
de vesiculas LOUVARD et al. (1973).
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Nos estudos que descreveram inicialmente os procedimentos de obtencdo de
VMBE, a fosfatase alcalina era considerada um marcador da membrana da borda em
escova, e por isso era determinada (LOUVARD et al., 1973; MAROUX et al.,1973,
KESSLER et al., 1978). Em estudos recentes em mamiferos, a atividade da fosfatase
alcalina da membrana em escova do intestino delgado, tem sido associada com duas
fungbes digestivas importantes, uma atuando como um componente principal da barreira
imune da mucosa do intestino porque tem a habilidade de diminuir a toxicidade e hidrolisar
lipopolisacarideos, e de prevenir a invasdo bacteriana através da mucosa (GEDDES &
PHILPLOTT, 2008; GOLDBERG et al., 2008). A outra fungcdo esta relacionada com a
regulagédo da absorgéo de lipideos, sendo demonstrado que ratos deficientes em fosfatase
alcalina intestinal e alimentados com dietas ricas em gordura apresentaram um acelerado
transporte de gordura através do intestino e niveis elevados de triglicerideos séricos
(NARISAWA et al., 2003). MAROUX et al. (1973) purificaram a enzima aminopeptidase e
concluiram que esta enzima é responsavel por quase toda a atividade peptidase da
membrana em escova isolada a partir da mucosa de jejuno e ileo de suino.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da substituicdo do milho
pelo sorgo da ragdo sobre a atividade das enzimas aminopeptidase, fosfatase alcalina
intestinal e maltase contidas em VMBE (vesiculas de membrana da borda em escova),
obtidas a partir da mucosa do jejuno de frangos de corte. Foram escolhidas estas enzimas
devido a maior concentragao relativa dos seus substratos naturais na dieta dos frangos,
proteinas no caso da aminopeptidase e carboidratos no caso da maltase. A fosfatase
alcalina foi determinada pela relacdo com as funcdes de absorcdao de lipideos e

componente da barreira da mucosa intestinal, descritas anteriormente.

MATERIAL E METODOS

O desenho experimental, as aves, as dietas e 0 manejo utilizados no experimento

foram descritos no Capitulo 2 item “Desenho experimental, aves e dietas”.

Colheita de amostras

As amostras foram coletadas nas mesmas aves descritas no Capitulo 3, lembrando

que foi escolhida uma ave com o peso médio por cada repeticdo, nas idades de 7, 21 e 42
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dias, e que estas aves permaneceram cinco horas em jejum e, posteriormente, foram
sacrificadas por deslocamento cervical. Foram coletadas amostras de aproximadamente 20
centimetros do jejuno (correspondendo a porgao do intestino delgado posterior a alga
duodenal e anterior ao diverticulo de Meckel). As amostras foram abertas
longitudinalmente, grampeadas pelos extremos sobre papelédo e a mucosa foi lavada com
solugdo salina tamponada (pH 7,4) a 4°C. As amostras foram envolvidas em papel de
aluminio, congeladas em nitrogénio liquido e conservadas em freezer a -70°C para
posterior processamento e andlise no Laboratério de Enzimologia Aplicada (LEA), do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP,

Campus de Jaboticabal- SP.

Obtencao de vesiculas de membrana da borda em escova (VMBE) a partir da mucosa

do jejuno

Os procedimentos para a obtencao de VMBE foram baseados no trabalho de
LOUVARD et al. (1973), No entanto, foram realizadas algumas modificagbes como descrito
a seguir (ver esquema geral do procedimento na Figura 1).

Todos os procedimentos de homogeneizagao e centrifugagdo foram realizados a
4°C. Com a ajuda de uma espatula foi raspada a superficie interna do jejuno para obter a
camada mucosa, a qual foi suspensa 1:10 (peso/volume) em tampao 10 mM Tris-HCI (pH
7,3) contendo 1 mM de CaCl,, 10 mM de MgCl, e 0,25 M de sacarose. A suspensao foi
processada em homogeneizador8 a 20000 rpm, durante trés periodos de 30 segundos
cada. O homogeneizado foi centrifugado® a 3000xg por 8 min. De acordo com LOUVARD et
al. (1973) com esta centrifugacéo foi possivel precipitar o muco, as células intactas, os
restos de tecidos e nucleos. Por isso, o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi
reservado para continuar o processo de purificagao.

O sobrenadante (S1) foi filtrado usando fibra de vidro e centrifugado a 8000xg por 10
min e sem retira-lo da centrifuga foi submetido a um periodo adicional de 8 min a 12000xg,
para assim obter o Sobrenadante (S2) contendo a maior parte dos marcadores de borda

em escova e praticamente nenhum nucleo (LOUVARD et al.,, 1973). Dessa forma, o

¥ Omni International GLM
’ Himac CR21E, Hitachi - Japio.
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precipitado foi descartado e o S2 foi submetido a 105000xg por 30 min em ultracentrifuga'®.
Nesta oportunidade, o sobrenadante foi descartado e o precipitado (P1) foi reservado para
continuar o processo de obtencédo das VMBE.

O P1 foi submetido a tratamento alcalino, para extrair as proteinas soluveis incluidas
no lumen das vesiculas de membrana (MELDOLESI et al., 1971). Para isso, o P1 foi re-
suspendido em tampao (tampao A) 10 mM Tris-HCI [pH 7.3] contendo 0.17 M NaCl, 10 mM
MgCl, e 1 mM CaCl,, em volume equivalente a 0,22 x 2 do volume do S2 e foi
homogeneizado em agitador mecanico tipo Potter''. A suspensao resultante foi diluida em
tampao alcalino 0,2 M Tris-HCI (pH 7.8) contendo 10 mM MgCl, e 1 mM CaCl, em volume
equivalente a 0,78 x %2 do volume do S2, e novamente foi homogeneizado no agitador tipo
Potter. Dessa forma, as proporgdes de tampdes para o tratamento alcalino foram ajustadas
para um volume final equivalente a metade do volume do S2.

A suspenséo resultante foi centrifugada a 8000xg por 5 min, e posteriormente o
sobrenadante foi descartado e o precipitado (P2) foi re-suspendido no tampéo A,
homogeneizado no “Potter”, filtrado e dividido em aliquotas (de 200 pl) que foram
congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer a -70°C, para posterior
determinagao da atividade enzimatica (ver esquema geral do procedimento na Figura 1).

Para verificar o fator de purificagdo das enzimas aminopeptidase, fosfatase alcalina
intestinal e maltase foi determinada a atividade das enzimas em todas as fracdes obtidas
durante o processo de obtencdo de VMBE a partir de mucosa do jejuno. O fator de
purificacdo das enzimas foi calculado pelo quociente da atividade da enzima em cada
fracdo obtida em relacdo a atividade na fragéo inicial (homogeneizado). Também foi
verificada a repetibilidade do procedimento pelo fracionamento de trés amostras

procedentes da mesma amostra inicial.

' Optima™ LE-80K Ultracentrifuge, Beckman - USA.
"' TE-039 Série 990-98, Tecnal Equipamentos para Laboratorio Ltda — Brasil.
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Homogeneizado (H)

3000 X g/8
Precipitado
Descarte 1 Sobrenadante 1 (S,)
8000 X g /10 min + 12000 X g/ 8 min
Precipitado
Descarte 2 Sobrenadante 2 (S,)

105000 X g / 30 min

o Sobrenadante
Precipitado (P,) Descarte 3
Tratamento alcalino e
8000 X g/ 5 min
Precipi P
ecipitado (P2) Sobrenadante

VMBE Descarte 4

Figura 1. Esquema geral do procedimento utilizado para a obtengéo de vesiculas de membrana da
borda em escova (VMBE) de amostras de jejuno de frangos de corte, baseado em Louvard et al.
(1973).

Determinacao da atividade da Aminopeptidase

A atividade da aminopeptidase (EC 3.4.11.2) foi determinada como descrito por
RUEDA et al. (2007), em meio de reagdo contendo 25 ul de BBMV, 250 ul de tampéo
50mM imidazol, pH 7,5, e 125 ul de 1,6 mM L-leucine-p-nitroanilide (diluido em dimetil-
sulfoxido). Depois de 15 min de incubagao a 41°C, a reacgao foi interrompida pela adi¢cao de
250 yl de ZnSO,4 (5% pl/v). A atividade enzimatica foi expressa como nmoles de p-
nitroanilida produzidos por minuto por mg de proteina. O valor de €y, pur,s = 9705 M'em™ a
405 nm foi calculado pela equacado de Beer-Lambert a partir de uma reta padrdao de
diferentes concentragdes de p-nitroanilina’® variando de 3,0 a 1,0 nmoles no meio de
reacdo. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como nmoles de p-

nitroanilina liberados por minuto por mg de proteina (U/mg de proteina).

2 Sigma Sigma-Aldrich - St. Louis, USA
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Determinacao da atividade da Fosfatase Alcalina intestinal

Para a determinacao da atividade da fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1), VMBE (0,12 ml)
foram incubadas a 41°C na presenga de tampao 2-amino-2-metil-1-propanol (AMPOL) 59
Mm, pH 9,4, contendo 2 mM MgCl, e 1 mM p-nitrofenilfosfato’’ em volume final de 1,0 ml.
A reacao foi iniciada pela adigdo das VMBE e interrompida com 1,0 ml de 1,0M NaOH
depois de seis minutos. A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro’ a 410 nm.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como nmoles de p-nitrofenol

liberados por minuto por mg de proteina (U/mg de proteina) (PIZAURO et al., 1995).
Determinacao da atividade da Maltase

A atividade da maltase foi determinada seguindo a metodologia descrita por
DAHLQVIST (1964) e KIDDER & MANNERS (1980). A atividade da maltase foi
determinada em meio de reagédo contendo tampéao fosfato (0,25 M), EDTA (6,25 nM),
maltose (0,125 M), pH 6,5 e duas gotas de tolueno, em um volume final de 1 ml, a 37°C.
A reacao foi iniciada pela adigdo de VMBE ao meio de reacgdo e interrompida pela
transferéncia dos tubos para banho-maria em ebuligdo durante dois minutos e posterior
resfriamento no gelo. Em seguida, o material foi centrifugado em microcentrifuga SPIN |
durante 2 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de glicose
utilizando-se o kit Glicose PAP liquiform™. A absorbancia foi determinada em
espectrofotdmetro’® a 505 nm.

Em cada ensaio foi incluida uma reta padrdao com concentragcdes de maltose
variando de 0 a 0,4 mg/mL de solugdo. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida e expressa como nmoles de glicose liberados por minuto por mg de proteina
(U/mg de proteina).

As atividades das enzimas aminopeptidase, fosfatase alcalina intestinal e maltase
foram determinadas em triplicata. Em cada determinacéo foi incluido um controle (branco)

para se estimar a hidrélise espontanea do substrato, no qual a amostra foi adicionada

" Hitachi® U-2000 — Japdo.
' Biodiagnostica.



53

depois de terminada a reacdo. A proteina total de todas as amostras foi determinada pelo

método descrito por HARTREE (1972), usando soro albumina bovino como padréo.

Analise estatistica

O efeito da substituicao de sorgo pelo milho (em porcentagem) sobre as variaveis foi
avaliado pela analise de variancia (one-way-ANOVA), sendo que previamente foi verificada
a presenca de dados discrepantes (Box-&-Whisker plot), a distribuicdo normal dos erros
estudentizados (teste de Cramer-Von-Mises) e a homogeneidade das variancias (teste de
Brown-Forsythe) (LITTELL et al., 2002). Ja que as pressuposi¢des foram atendidas, o efeito
da substituicdo de milho pelo sorgo (em porcentagem) sobre a atividade das enzimas
aminopeptidase, fosfatase alcalina e maltase foi avaliado pelo valor de p ao nivel de
significancia de 0,05, usando o procedimento General Linear Model do programa SAS
versdo 9.0. Quando as diferencas foram significativas, os graus de liberdade de
tratamentos foram desdobrados em efeito linear, quadratico e cubico. Os gréficos

apresentados foram realizados no programa GraphPad Prism® Versao 5.0 para Windows.

RESULTADOS

Fator de purificagdo das enzimas de membrana fosfatase alcalina, aminopeptidase e

maltase e repetibilidade do procedimento de obtencéao de VMBE

Na Tabela 1 sdo apresentados o volume total (ml), a proteina (mg/ml) e a
proteina total (mg) de cada fracdo; a atividade enzimatica total (U), a atividade
enzimatica por ml (U/ml), a atividade enzimatica especifica (U/mg de proteina) e o fator
de purificagcao das enzimas de membrana, aminopeptidase, fosfatase alcalina e maltase
em cada uma das fracdes obtidas no processo de purificagao parcial das VMBE a partir
da mucosa do jejuno de frangos. O fator de purificagédo foi calculado como o quociente
da atividade especifica da fracao em relagao a atividade especifica do homogeneizado.
Observou-se que a fragdo utilizada no presente trabalho (Precipitado 2- VMBE) teve um
fator de purificacdo de 4,72 vezes para aminopeptidase, 11,47 vezes para fosfatase

alcalina e 6,04 vezes para maltase. A repetibilidade do procedimento de obtencéo de
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VMBE foi demonstrada pela obteng¢ao de valores da atividade da fosfatase alcalina de
trés ensaios feitos com a mesma amostra, os que tiveram desvio padrao inferior a 5%
(Tabela 2).
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Tabela 2. Repetibilidade do procedimento de obtencdo de VMBE. O processo de obtencéo de
VMBE de uma mesma amostra foi repetido trés vezes e foi determinada a atividade especifica da
fosfatase alcalina para cada repetigao. A repetibilidade foi indicada pela obtengdo do desvio padrao
inferior a 5%.

Fragao Repeticao Atividade da Fosfatase Alcalina
1 3092
Precipitado 2 2 3335
3 3305
Média 3244
Desvio Padrao 133

Atividade das enzimas aminopeptidase, fosfatase alcalina intestinal e maltase em

VMBE obtidas do jejuno dos frangos

Aminopeptidase

Na Figura 2 sdo apresentadas as médias + erro padrdo dos valores e os
resultados da analise de variancia realizada para verificar o efeito do tratamento
sobre a atividade da enzima aminopeptidase dentro de cada idade. Foi observado
que nas idades de sete e 21 dias ndo houve efeito significativo da porcentagem de
substituicdo de milho pelo sorgo (p>0,05). No entanto, aos 42 dias houve efeito
linear significativo em fungcdo do tratamento (p<0,05), com maior atividade da
aminopeptidase nos frangos alimentados ragdes contendo 0 ou 50% de substituicao
do milho pelo sorgo e menor atividade quando alimentados com 75 ou 100% de
substituicdo. Os valores médios aos 42 dias (728, 702, 487 e 542 U/mg de proteina,
para os tratamentos 0, 50, 75 e 100%, respectivamente) indicaram uma diminuigao
na atividade da aminopeptidase de 4, 33 e 25% nos tratamentos com 50, 75 e 100%
de substituicdo do milho, respectivamente, quando comparados com o tratamento

com 0% de sorgo na racéo (Figura 2).
Fosfatase Alcalina intestinal
Na Figura 3 sédo apresentadas as médias + erro padrédo dos valores e os

resultados da analise de variancia realizada para verificar o efeito do tratamento

sobre a atividade da enzima fosfatase alcalina intestinal dentro de cada idade. De
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acordo com a analise, ndo houve efeito da porcentagem de substituicdo de milho
pelo sorgo na ragdo sobre a atividade da fosfatase alcalina aos 7, 21 e 42 dias
(p>0,05) (Figura 3).

Maltase

Na Figura 4 sdo apresentadas as médias + erro padrdo dos valores e os
resultados da analise de variancia realizada para verificar o efeito do tratamento
sobre a atividade da enzima maltase dentro de cada idade. Foi observado que nas
idades de sete e 21 dias ndao houve efeito significativo da porcentagem de
substituicdo de milho pelo sorgo (p>0,05). No entanto, aos 42 dias os efeitos, linear
e cubico, em fungdo do tratamento foram significativos (p<0,05). Apresentou-se
maior atividade da maltase nos frangos alimentados ragdes contendo 50% de
substituicdo do milho pelo sorgo seguida pela atividade dos frangos alimentados
com ragbes sem sorgo (0% de substituicdo). Os menores valores de atividade da
maltase foram observados nos frangos alimentados com rag¢des contendo 75 ou
100% de substituigao (Figura 4).
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Figura 2. Atividade da Aminopeptidase ligada a membrana (U/mg proteina) obtida na mucosa do jejuno de
frangos de corte de 7, 21 e 42 dias de idade, os quais foram alimentados com diferentes porcentagens de
sorgo (0, 50, 75 e 100%) em substituigdo ao milho da ragdo. Valores expressos como a média + erro padrao
de seis repeti¢des por tratamento.

Andlise de variancia e coeficientes de variagdo (CV%) para o efeito do tratamento:
Aos 7 (p=0,51; CV=17,06%), 21 (p=0,12; CV=21,50%) e 42 (p=0,03*; CV=24,55%) dias de idade.

* Desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em efeitos:
Linear (p=0,01), quadratico (p=0,51) e cubico (p=0,11), da atividade da enzima aminopeptidase aos 42 dias
de idade.
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Figura 3. Atividade da fosfatase alcalina intestinal ligada a membrana (U/mg proteina) obtida na mucosa do
jejuno de frangos de corte de 7, 21 e 42 dias de idade, os quais foram alimentados com diferentes
porcentagens de sorgo (0, 50, 75 e 100%) em substituicdo ao milho da ragéo. Valores expressos como a
média + erro padrao de seis repetigdes por tratamento.

Andlise de variancia e coeficientes de variagéo (CV%) para o efeito do tratamento:
Aos 7 (p=0,17; CV=59,82%), 21 (p=0,06; CV=33,63%) e 42 (p=0,05; CV=27,76%) dias de idade.
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Figura 4. Atividade da enzima Maltase ligada a membrana (U/mg proteina) obtida na mucosa do jejuno de
frangos de corte de 7, 21 e 42 dias de idade, os quais foram alimentados com diferentes porcentagens de
sorgo (0, 50, 75 e 100%) em substituigdo ao milho da ragdo. Valores expressos como a média + erro padrao
de seis repeti¢cbes por tratamento.

Andlise de variancia e coeficientes de variagdo (CV%) para o efeito do tratamento:
Aos 7 (p=0,12; CV=32,73%), 21 (p=0,45; CV=32,61%) e 42 (p<0,01*; CV=20,26%) dias de idade.

* Desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em efeitos:
Linear (p<0,01), quadratico (p=0,08) e cubico (p<0,01), da atividade da enzima maltase aos 42 dias de idade.

DISCUSSAO
Fator de purificagdo das enzimas

No presente trabalho foram obtidas VMBE seguindo o protocolo descrito
anteriormente pelo que foi possivel obter um fator de purificagdo da fragcao utilizada
no estudo (Precipitado 2) de 4,7 para aminopeptidase e 10 para fosfatase alcalina.
Os valores de atividade enzimatica variam com a idade dos frangos e este
fracionamento demonstrativo foi realizado com mucosa do jejuno de frangos de 28
dias, o que pode explicar a diferenca com as médias dos valores obtidos no
experimento. Foi observado que a fragdo precipitado 1 depois de realizar o
tratamento alcalino (para extrair proteinas soluveis presentes dentro das vesiculas),

apresentou os maiores fatores de purificacdo para todas as enzimas avaliadas. Em



60

futuras pesquisas, esta fracdo poderia ser considerada como amostra. Os fatores
de purificagdo da fosfatase alcalina foram iguais aos obtidos por LOUVARD et al.
(1973) no sobrenadante obtido depois de realizar o tratamento alcalino e centrifugar
a 10000 x g por 5 minutos. RUEDA et al. (2007) utilizaram a metodologia de
KESSLER et al. (1978) para a obtengdo das VMBE, e obtiveram fatores de
purificacdo para as enzimas aminopeptidase, fosfatase alcalina e maltase de 11,3,
14,1 e 18,3, respectivamente, em frangos de 3 semanas, e 11, 14,6 e 13,8,
respectivamente, em frangos de 6 semanas . Dessa forma, o fator de purificagéo da

enzima pode apresentar variagdes com a idade dos frangos.

Atividade enzimatica

Pelos resultados obtidos no presente trabalho foi observado que a
substituicdo de milho por sorgo na ragao nas proporg¢des de 50, 75 ou 100% alterou
a atividade das enzimas de membrana da mucosa do jejuno, aminopeptidase e
maltase, sendo observada diminuicdo da atividade da aminopeptidase e da maltase
aos 42 dias quando os frangos receberam ragdes com substituicées de 75 ou 100%
do milho.

A menor atividade das enzimas pode ser em parte explicada pela maior
perda do epitélio e menor densidade de vilos observado na mucosa do jejuno em
frangos de 42 dias, quando foram alimentados com racdo contendo 100% de
substituicdo do milho pelo sorgo (Tabelas 4 e 5, Figura 6 do Capitulo 3). As enzimas
digestivas encontram-se ancoradas a borda em escova de toda a superficie dos
vilos de todos os segmentos do intestino delgado, sendo que sédo sintetizadas como
precursores inativos por enterécitos presentes na cripta ou na unido entre a cripta e
os vilos e, a atividade € adquirida somente nos enterdcitos que se encontram
progredindo ao longo do vilo, apresentando-se a maxima atividade enzimatica na
parte média dos vilos. Adicionalmente, a atividade especifica é proporcional a area
de superficie epitelial da mucosa, sendo maior em areas com vilos mais compridos,
por isso a atividade é maior no duodeno em relagdo aos outros segmentos do
intestino delgado (lJI et al.,, 2001). Dessa forma, quanto maior o grau de perda

epitelial, menor sera a atividade das enzimas de membrana no intestino delgado. No
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presente trabalho foi determinada a atividade das enzimas em VMBE obtidas da
mucosa do jejuno. O efeito observado pela substituigdo do milho pelo sorgo na
racao sobre a atividade das enzimas presentes no jejuno possivelmente refletiu o
efeito sobre a atividade das enzimas presentes em todos os segmentos do intestino
delgado.

Por sua vez, a alteragcdo na atividade enzimatica que comprometem suas
funcdes especificas, possivelmente esteve relacionada com a piora no desempenho
(pior conversao alimentar) observada na idade de abate nos frangos alimentados
com racao contendo 100% de substituicdo de milho por sorgo. A atividade da
fosfatase alcalina da membrana em escova do intestino delgado € considerada um
componente importante da barreira imune da mucosa porque tem a habilidade de
diminuir a toxicidade e hidrolisar lipopolisacarideos, e de prevenir a invasao
bacteriana através da mucosa (GEDDES & PHILPLOTT, 2008; GOLDBERG et al.,
2008). A fosfatase alcalina intestinal também estéa relacionada com a diminuigéo da
absorgédo de lipideos presentes em dietas ricas em gorduras (NARISAWA et al.,
2003). Em relacédo a aminopeptidase, esta enzima considera-se responsavel por
quase toda a atividade peptidase da membrana em escova isolada a partir da
mucosa de jejuno e ileo (MAROUX et al.,1973).

Diminuicdo da atividade das enzimas de membrana do jejuno de frangos
alimentados com sorgo também tem sido observada por outros autores. SHAKOURI
et al. (2008) observaram maior valor da atividade da maltase na mucosa do jejuno
(diferengca nao significativa) em frangos de 28 dias, alimentados com milho em
comparagao com a dos frangos alimentados com sorgo. Os autores também
observaram que a atividade da sacarase foi significativamente menor nos frangos
alimentados com sorgo, em relagao aos frangos alimentados com milho ou trigo. No
entanto, ndo acharam diferengas significativas na atividade da fosfatase alcalina em
frangos alimentados com diferentes tipos de cereal (milho, sorgo, trigo ou cevada),
resultado similar ao obtido no presente trabalho.

Em relacdo a maltase, IJI et al. (2001) observaram que a atividade da
maltase reflexa a dieta consumida. Dessa forma, o resultado do presente estudo
parece indicar que a disponibilidade do amido do sorgo utilizado foi menor a do

milho. O amido do sorgo pode estar menos disponivel porque a regido periférica do
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endosperma esta constituida por proteinas que forman uma camada resistente a
qual prejudica a degradagao fisica e enzimatica do amido (ROONEY &
PFLUGFELDER, 1986). Nesse sentido, ANTUNES et al. (2006) observaram valores
menores de energia metabolizavel aparente e verdadeira em grédos de sorgo de
gendtipos que apresentaram endosperma de textura dura comparado com graos de
gendtipos com endosperma de textura intermediaria ou macia. Dessa forma, a
textura do endosperma do sorgo € outra caracteristica importante a ser
considerada, além do conteudo de taninos, para avaliar o sorgo utilizado na
formulagao das ragdes de frangos.

Em futuros estudos poderia ser esclarecido o efeito da substituicdo do milho
pelo sorgo (ou outros ingredientes alternativos) na racao de frangos de corte sobre

a expressao génica das enzimas aminopeptidase, fosfatase alcalina e maltase.
CONCLUSOES

O uso de ragdes contendo altas porcentagens de substituicdo de milho pelo
sorgo (75 ou 100%) desde o primeiro dia de vida dos frangos diminui a atividade
das enzimas aminopeptidase e maltase aos 42 dias de vida. A atividade da
fosfatase alcalina intestinal ndo é afetada pela substituicdo de milho pelo sorgo na

racao.
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CAPITULO 5 — MICROBIOTA, VISCOSIDADE E pH DO CONTEUDO ILEAL EM
FRANGOS ALIMENTADOS COM SORGO EM SUBSTITUIGAO AO MILHO DA
RACAO

RESUMO

Um experimento foi conduzido para avaliar o efeito da substituicdo total do
milho pelo sorgo sobre as contagens de populagdes bacterianas, a viscosidade e o
pH do conteudo ileal. Quarenta e dois pintos de corte de um dia de idade, machos,
Cobb-500, distribuidos ao acaso em dois grupos de 21 aves cada, foram
alimentados com ragdes a base de milho e farelo de soja ou de sorgo e farelo de
soja, do 1° ao 42° dia de idade. Sete aves por grupo foram abatidas no 7°, 21° e 42°
dia e foram obtidas amostras de um grama, compostas por conteudo e raspagem da
mucosa ileal, para cultura de populagbes bacterianas em agares especificos para
Enterobactérias, Lactobacillus spp. e Clostridium perfringens. No restante do
conteudo ileal, foi determinado o pH e a viscosidade. Nao foram observadas
diferencas (p>0,05) nas contagens de unidades formadoras de col6nia (Log1o UFC/g
amostra) de Enterobactérias e Lactobacillus spp., e no pH do conteudo ileal de
frangos de 7, 21 ou 42 dias, alimentados com ragédo contendo milho ou sorgo. No
entanto, houve menor numero de amostras com crescimento de colbnias de
Clostridium Perfringens nos frangos de 21 e 42 dias, quando na ragéo o milho foi
substituido pelo sorgo (analise descritiva). A viscosidade do conteudo ileal foi maior
(p<0,05) nos frangos de 21 dias alimentados com ragao contendo milho, no entanto,
este efeito nao foi significativo nas outras idades (p>0,05). Pelos resultados obtidos
concluiu-se que a substituicdo de milho por sorgo na ragdo nao altera as
populagdes de Enterobactérias e Lactobacillus spp, mas parece diminuir a
colonizagao por Clostridium perfringens e a viscosidade ileal em frangos de

corte.

PALAVRAS-CHAVE: Clostridium perfringens, Enterobactérias, Lactobacillus spp.
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INTRODUGAO

A presencga de populagdes bacterianas no trato gastrointestinal representa
uma enorme contribuigdo a fisiologia do animal. Estas populagbées sédo reguladas
por varias vias, e por sua vez, elas regulam a fungao intestinal e a nutricdo do
animal. A presenca de populagdes bacterianas no intestino interfere no “turnover” do
epitélio intestinal. As bactérias também secretam nutrientes que sédo aproveitados
pelo hospedeiro como vitaminas (do complexo B e K), aminoacidos, acidos graxos
de cadeia curta, lactato, acetato, propionato e butirato que podem ser aproveitados
como energia, e enzimas microbianas, como a fitase microbiana que incrementa a
digestibilidade do fosforo e a digestibilidade verdadeira de aminoacidos no ileo. De
outro lado, as bactérias no intestino, também podem afetar negativamente a
nutricdo animal por competir com o hospedeiro por nutrientes e por produzir
metabdlitos toxicos (KOUTSOS & ARIAS, 2006).

A escolha de ingredientes da dieta pode afetar o perfil microbiano do
intestino devido a que a energia para crescimento e reprodugédo bacteriana deriva
principalmente dos nutrientes fornecidos na dieta, e as preferéncias por nutrientes
sado diferentes dependendo da espécie bacteriana (APAJALAHTI, 2004 a).
Adicionalmente, as condi¢bes fisico-quimicas do trato gastrointestinal também
definem o perfil microbioldgico.

Logo depois da eclosdo, a densidade bacteriana no ileo e no ceco de frangos
de corte chega a 10% e 10" UFC por grama de contetido, respectivamente. Este
nimero de microorganismos aumenta a 10° no ileo e 10" no ceco durante os
primeiros trés dias de vida e, posteriormente, permanece relativamente estavel
durante os seguintes 30 dias (APAJALAHTI et al., 2004 b).

Frangos de corte foram criados com dietas a base de milho, sorgo, cevada,
aveia ou centeio e na idade de abate foram obtidas amostras do conteudo cecal. O
DNA bacteriano foi isolado e as comunidades foram analisadas pelo
sequienciamento de 16S rRNA. Os resultados do estudo mostraram que os frangos
alimentados com milho e com sorgo apresentaram menor abundéncia de

bifidobactérias em relagcdo aos que consumiram as outras dietas. Milho e sorgo
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foram similares também porque ambos estimularam a comunidade de enterococos
(APAJALAHTI, 2004 a).

SHAKOURI et al. (2008) nao observaram diferengas nas contagens de
unidades formadoras de colénia (UFC/g amostra) de bactérias anaerdbias totais,
lactobacilos, bactérias coliformes, e Clostridium perfringens no conteudo ileal de
frangos de 28 dias, alimentados com ra¢des a base de cevada, milho, sorgo ou
trigo, com ou sem suplementagédo de enzimas (endo-1, 4-beta-glucanase, endo-
1, 4-beta-xylanase). Nesse trabalho também foram avaliados o pH do conteudo
da moela, ileo e cecos e a viscosidade do conteudo ileal. Os autores
observaram que o pH do conteudo da moela e dos cecos foi similar nos frangos
alimentados com sorgo e milho, com valores superiores aos dos frangos
alimentados com dietas a base de trigo e cevada. Adicionalmente, os autores
observaram maior viscosidade ileal nos frangos alimentados com ragao a base
de trigo, no entanto, a suplementagdo com enzimas exdégenas diminuiu a
viscosidade independente do tipo de cereal na dieta (SHAKOURI et al., 2008).

O uso de aditivos também influencia o crescimento bacteriano no trato
gastrointestinal dos frangos. SANTOS (2003) comparou o0 uso de dietas com
aditivos (antibiotico, mananoligossacarideo, frutoligossacarideo, acido fumarico,
cogumelo desidratado e probidtico) e observou que os frangos que receberam
antibidtico ou acido fumarico apresentaram as menores contagens de bactérias
totais no intestino delgado (duodeno-jejuno) e no ceco. As maiores contagens no
intestino delgado foram observadas pela adigdo de prebidticos ou probidticos, e
no ceco pela adi¢cao de probidticos. O pH também foi modificado pela adicdo de
aditivos, sendo que o pH do intestino delgado aumentou pela adicdo de
probiéticos ou mananoligossacarideo, em relagdo ao uso de outros aditivos ou
racdo sem aditivos SANTOS (2003). Da mesma forma, LI et al. (2009)
observaram que o efeito sinérgico da suplementacdo com probidtico
(Lactobacillus e Bacillus cereus) e prebiotico (polissacarideos de Astragalus
membranaseus) aumentou as contagens de Lactobacilos e Bifidobactérias e
diminuiu a populacao de Escherichia coli no ileo e no ceco de frangos de 21 e de
42 dias.
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A interacido entre bactérias e a mucosa intestinal é critica para manter o
desenvolvimento normal do sistema imune. A microflora intestinal esta envolvida
na inducdo de imunidade da mucosa e ha evidéncias que indicam que a
microflora € requerida para a sobrevivéncia de células B na bursa depois da
eclosao (KOUTSOS & ARIAS, 2006).

Para o crescimento bacteriano no intestino, as complexas comunidades
dependem de fatores de crescimento provenientes de outras comunidades
residentes ou de fatores provenientes do hospede. Por isso, dificulta-se o estudo do
perfil bacteriano do trato gastrointestinal utilizando unicamente técnicas de cultura,
que dificilmente conseguem simular as condi¢des naturais de crescimento
bacteriano. Considera-se que menos de 10% das bactérias que habitam o trato
gastrointestinal podem ser cultivadas sob condigbes laboratoriais. Métodos
utilizando enriquecimento sob condi¢cdes seletivas ou plaquemento seletivo direto
sdo muito eficientes para o estudo de algumas poucas populagbes de bactérias de
interesse para pesquisa e diagndstico, como algumas espécies patogénicas, ainda
que estas técnicas detectem populacdes bacterianas em menor abundancia relativa
aos métodos baseados em DNA ribosomal. Dessa forma, estas técnicas ndo podem
ser subestimadas quando usadas e interpretadas corretamente. Adicionalmente,
estas técnicas apresentam alta especificidade a diferenga dos métodos usando
DNA (APAJALAHTI et al., 2004 a).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possivel variagdo nas contagens de
Enterobactérias, Lactobacillus spp., e Clostridium perfringens, no pH e na
viscosidade do conteudo ileal de frangos de corte quando da substituicdo total do

milho da ragéo por sorgo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no setor de Avicultura do Departamento de
Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal-
SP. Foi utilizada uma camara climatica com 16 unidades experimentais com 2,5 x
1,6m.



70

Foram utilizados 42 frangos machos Cobb-500, distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos de 21 frangos. Cada
frango foi considerado uma repetigdo. Os tratamentos consistiram na administragao
ad libitum de uma dieta a base de milho e farelo de soja e outra dieta com
substituicdo total do milho pelo sorgo. As ragdes experimentais foram isonutrientes
dentro de cada fase de criagdo: inicial (1-21 dias de idade) e crescimento (22-42
dias de vida) e foram formuladas seguindo a composi¢ao nutricional dos
ingredientes e os niveis nutricionais de acordo com ROSTAGNO et al. (2005)
(Tabela1). As aves foram vacinadas no quarto dia de idade contra a Doencga
Infecciosa da Bursa pela via ocular, no sétimo dia contra a Doenga de Newcastle na
agua de bebida e no 18° dia foram re-vacinadas contras as duas doengas na agua
de bebida. Foi realizado jejum hidrico de uma hora antes da vacinagéo na agua. As
aves foram criadas sob temperatura termoneutra de acordo com a guia de manejo
de frango de corte da linhagem Cobb (2008), e a cémara foi mantida com

iluminagao continua.

Tabela 1. Composigao centesimal, conteudo de nutrientes e valor energético das ragdes experimentais
para as fases inicial de 1 a 21 dias, e de crescimento de 21 a 42 dias.

Ingredientes % INICIAL CRESCIMENTO
0% 100% 0% 100%
Milho 51,333 - 58.666 -
Sorgo' - 51,333 - 58,666
Farelo de soja, 45 40,276 38,937 32,211 30,689
Oleo de soja 3,839 5,222 5,078 6,656
Fosfato bicélcico 1,873 1,858 1,606 1,589
Calcario calcitico 0,912 0,930 0,827 0,848
Sal comum 0,511 0,511 0,466 0,466
DL-metionina*® 0,295 0,342 0,226 0,280
L-lisina* 0,180 0,249 0,165 0,244
Premix? 0,100 0,100 0,100 0,100
Cloreto de colina 0,070 0,070 0,070 0,070
L-treonina 0,061 0,088 0,035 0,066
Coxistac 0,050 0,050 0,050 0,050
Caulim 0,500 0,310 0,500 0,277
Total 100 100 100 100
Energia e Nutrientes Composigao Calculada
Energia metabolizavel(Kcal/Kg) 3005 3005 3175 3175
Proteina bruta (%) 22,87 22,87 19,75 19,75
Calcio (%) 0,92 0,92 0,81 0,81
Fosforo disponivel (%) 0,46 0,46 0,40 0,40
Sadio (%) 0,22 0,22 0,20 0,20
Lisina digestivel (%) 1,28 1,28 1,07 1,07
Metionina+cistina digestivel (%) 0,91 0,91 0,77 0,77
Treonina digestivel (%) 0,83 0,83 0,70 0,70

* Suplementadas a fim de alcangar os niveis nutricionais de ROSTAGNO et al. (2005).

" Determinag&o de tanino condensado: 5,64 mg de catequina por grama de sorgo.

2 Niveis de garantia por Kg do produto: Vitamina A 7000000 UI; vitamina D 3000000 Ul; vitamina E 25000 mg; vitamina K 980
mg; vitamina B4 1780 mg; vitamina B, 9600 mg; vitamina Bs 3465 mg; vitamina B4, 10000 mcg; biotina 160 mg; pantotenato de
calcio 9500 mg; niacina 34650 mg; manganés 76260 mg; zinco 91250 mg; cobre 10000 mg; antioxidante 100 mg.
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Contagem bacteriana

Nos dias 7, 21 e 42, sete aves por tratamento foram abatidas por
deslocamento cervical e, imediatamente, o ileo foi isolado, separado por ligaduras,
removido e acondicionado em sacos plasticos para o transporte ao Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV/UNESP.

Amostras de um grama constituidas de conteudo ileal e raspado da mucosa
do ileo foram obtidas e transferidas para tubos contendo 9 mL de solugéo salina
estéril, sendo a primeira diluigdo da amostra, 10™. A partir dessa amostra, foram
obtidas diluigdes seriadas, 10%, 10, 10, 10°, 10®°. Das diluicdes 10, 10, 107, foi
feito plaqueamento de 1 ml de cada diluicio em duplicata, em agar MacConkey"
para contagem total de Enterobactérias (Coliformes e enterobactérias lactose-
negativas) e em agar MRS seletivo para Lactobacillus spp. As diluigbes foram
plaqueadas pela técnica de “pour plate” que consiste em colocar 1 ml de amostra na
placa, cobrir com o0 agar e homogeneizar. As placas com agar MacConkey foram
incubadas por 24 horas a 37°C em aerobiose e as placas com agar seletivo para
Lactobacillus (MRS) foram incubadas por 48 horas, a 37°C em jarras de
anaerobiose com mistura gasosa contendo 10% de hidrogénio, 10% de diéxido de
carbono e 80% de nitrogénio. Apds a incubacao foi realizada a contagem das
unidades formadoras de colonia (UFC/g de amostra), e os dados foram

transformados pela fungéo y= Log1o X, sendo x o numero de UFC/g.
Contagem de colbnias de Clostridium perfringens

As amostras do conteudo ileal e das quatro ragdes utilizadas no
experimento (racbes para a fase inicial e de crescimento contendo milho ou
sorgo), em diluicdo 10™, foram submetidas a choque térmico, deixando-as a
80°C durante 10 minutos seguidos de resfriamento rapido, para permitir
esporulacdo. Posteriormente, foi realizado plaqueamento de 1 ml de cada

amostra, em duplicata, pela técnica de “pour plate”, utilizando meio seletivo para

> Marca Acumédia
'® Marca Himédia
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Clostridium perfringens sulfito-polimixina-sulfodiazina (SPS”). O material foi
incubado a 37°C por 48 horas em anaerobiose. Apds a incubacgao, foi realizada
a contagem de UFC/g de amostra considerando-se somente as col6nias de cor
preta (sultifo-redutoras). Foram realizados esfregagos que foram corados pelo
método de Gram. Com a observacao de bastonetes Gram positivos foi verificada
a presenca de Clostridium perfringens. Devido a que algumas das amostras nao
apresentaram crescimento de col6nias sulfito-redutoras foi apresentado o
resultado de forma descritiva, indicando o niumero de amotras com presencga de

colbnias sulfito-redutoras em relacéo ao total de amostras por cada tratamento.
Viscosidade e pH do conteudo ileal

Nas mesmas aves abatidas aos 21 e 42 dias, para avaliagdo da microbiota,
foram obtidas amostras do conteudo ileal para mensuragao da viscosidade e o pH.
O material foi coletado em recipiente plastico e mensurado o pH, em seguida, foi
centrifugado a 12000 x g durante seis minutos. Posteriormente, 0,5 ml do
sobrenadante foram transferidos para o viscosimetro digital18 operando a uma
rotacdo de 60 s”. A viscosidade determinada pelo aparelho foi expressa em
unidades centipoises (cPs). Aos sete dias, de idade nao foi possivel determinar a

viscosidade e o pH porque o conteudo ileal foi insuficiente.
Analise estatistica

Antes das analises, foi verificada a presenga de dados discrepantes (Box-&-
Whisker plot), a distribuicdo normal dos erros estudentizados (teste de Cramer-Von-
Mises) e a homogeneidade das variancias (teste de Brown-Forsythe) (LITTELL et
al., 2002). Sendo que tais pressuposigdes foram atendidas, o efeito do tratamento
sobre as variaveis foi avaliado pelo Valor de p (one-way-ANOVA) com nivel de

significancia de 0,05, usando o procedimento General Linear Model do programa

17 Marca Himédia
'8 Brookfield DV-III.
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SAS. Os dados de contagem de Clostridium perfringens foram analisados de forma

descritiva.

RESULTADOS

As contagens de enterobactérias e Lactobacillus sp. no conteudo ileal ndo
diferiram (p>0,05) entre as aves alimentadas com ragdes a base de milho em
comparagao com os alimentados com ragdo a base de sorgo, em nenhumas das
idades avaliadas, sete, 21 e 42 dias (Tabela 2). A populagdo de Enterobactérias
teve um aparente aumento gradual desde os sete até os 42 dias. Aos sete dias a
populacédo de Lactobacillus predominou sobre a populacdo de enterobactérias, aos
21 dias teve uma diminuigdo na contagem de UFC/g e aos 42 dias a contagem de

Lactobacillus foi levemente menor em relagéo a contagem de Enterobactérias.

Tabela 2. Média + erro padréo e resultados da analise de variancia da contagem de enterobacterias e
Lactobacillus sp. (logo UFC/g do conteudo ileal) aos 7, 21 e 42 dias de idade dos frangos alimentados
com ragdes contendo sorgo ou milho.

7 dias 21 dias 42 dias
Enterobacteria Lactobacillus Enterobacteria Lactobacillus Enterobacteria Lactobacillus
Sorgo 5,91+0,34 9,06 + 0,08 6,90 £ 0,26 7,15+0,18 8,09 £ 0,34 7,59 £ 0,50
Milho 6,82 + 0,41 8,71+0,28 6,56 + 0,20 7,13+£0,29 8,09 £ 0,35 7,84 +0,34
Valor de p 0,1293 0,2689 0,3238 0,9429 0,9945 0,7055
CV (%) 13,15 6,23 9,18 8,40 11,18 11,54

Valor de p, resultados da analise de variancia (5%). CV(%) = Coeficiente de variagao.
n= sete repetigdes por tratamento.

Nao houve crescimento de Clostridium perfringens nas amostras de
racoes a base de milho e sorgo utilizadas nas fases inicial e de crescimento. Os
resultados da analise descritiva do crescimento de colénias de Clostridium
perfringens em amostras de conteudo ileal sdo apresentados na Tabela 4.
Observou-se crescimento de colbnias sulfito-redutoras em menor numero de
amostras quando os frangos foram alimentados com ragdo a base de sorgo
comparado com os alimentados com ragao a base de milho, tanto aos 21 quanto
aos 42 dias de idade. O valor médio da contagem de UFC por grama de

conteudo ileal foi maior nos frangos com 42 dias de idade alimentados com
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racdo contendo milho, sendo que neste grupo todas as amostras tiveram

crescimento de colbnias de Clostridium perfringens (Tabela 3).

Tabela 3. Relagéo entre o numero de amostras com crescimento de colbnias sulfito-redutoras
(Clostridium perfringens +) e o numero total de amostras de conteudo ileal de frangos de corte,
alimentados com racéo a base de milho ou sorgo, que foram analisadas aos 21 e 42 dias de
idade dos frangos. Também, apresenta-se a média + erro padrdo do Logs, UFC por grama de
conteudo ileal.

7 dias 21 dias 42 dias
amostras +/ amostras +/ amostras +/
amostras total amostras total -9t UFC/g amostras total Log1 UFClg
Sorgo /7 2/7 0,29+ 0,11 3/7 1,06 £ 0,08
Milho 0/7 4/7 0,37 + 0,11 717 1,73+£0,39

O pH do conteudo ileal ndo diferiu (p>0,05) nos frangos alimentados com
racao a base de milho comparado com os que receberam ragado a base de sorgo.
Em relacdo a viscosidade do conteudo ileal, foi observado que aos 21 dias os
frangos alimentados com ragado contendo milho apresentaram viscosidade ileal
maior (p<0,0001) quando comparados com os frangos alimentados com ragao
contendo sorgo. Aos 42 dias apesar que o valor médio da viscosidade continuou
maior nos frangos alimentados com milho, a diferenga do efeito do tipo de cereal

sobre a viscosidade nao foi significativa (p>0,05) nessa idade (Tabela 4).

Tabela 4. Média + erro padrao e resultados da analise de variancia do pH e viscosidade do
conteudo ileal aos 21 e 42 dias de idade dos frangos alimentados com rag¢des contendo sorgo
ou milho.

21 dias 42 dias
pH Viscosidade (cPs) pH Viscosidade (cPs)
Sorgo 6,66 + 0,25 1,91+ 0,09 6,11 +£0,19 1,44 £0,14
Milho 6,26 £ 0,22 3,98+ 0,29 5,83 £ 0,40 1,69+ 0,08
Valor de p 0,2657 <0,0001 0,5341 0,1391
CV (%) 9,71 18,06 13,92 19,16

Valor de p, resultados da analise de variancia (5%). CV(%) = Coeficiente de variagéo.
n= sete repeticdes por tratamento.

DISCUSSAO

A composicdo da dieta pode ter um impacto sobre o crescimento das

populagdes bacterianas do intestino basicamente por duas vias: mudando as
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caracteristicas fisico-quimicas do lumen (como o pH e a viscosidade luminal) ou
fornecendo os nutrientes especificos para o crescimento bacteriano.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicaram que apesar da
viscosidade ileal ter sido maior aos 21 dias nos frangos alimentados com ragao a
base de milho comparados com os alimentados com ragao a base de sorgo, néo
houve alteracdo nas populacdes de Enterobactérias e Lactobacillus no ileo ao
longo dos 42 dias de criagao dos frangos. No entanto, houve maior numero de
amostras com crescimento de colénias de Clostridium perfringens aos 21 e aos
42 dias de vida quando os frangos foram alimentados com ragdo a base de
milho. Foi verificada a auséncia de contaminagao por Clostridium perfringens
das ragdes utilizadas no experimento, que poderia ser considerada uma fonte de
contaminacgao para os frangos. O Clostridium perfringens € o agente causal da
enterite necrdtica, doenca que ocasiona diminuicdo do desempenho e aumento
na mortalidade dos frangos. SHAKOURI et al. (2008) ndo observaram diferencas
nas contagens de bactérias anaerodbias totais, lactobacilos, bactérias coliformes,
e Clostridium Perfringens no conteudo ileal de frangos de 28 dias quando
alimentados com ragdes a base de cevada, milho, sorgo ou trigo, com ou sem
suplementagcdo de enzimas (endo-1, 4-beta-glucanase, endo-1, 4-beta-
xylanase).

A ocorréncia de maior contagem de Clostridium perfringens e maior
viscosidade do conteudo ileal nos frangos alimentados com ragdes a base de
milho, ndo sdo variaveis que possam ser relacionadas, por duas razdes: 1) A
viscosidade luminal pode aumentar pelo maior teor de polissacarideos nao
amilaceos (NSP) na ragcdo que geralmente aumentam a produgdo de mucinas
pelas células caliciformes para proteger a mucosa contra o dano mecénico pelo
material fibroso; e 2) a colonizagao por bactérias patogénicas relaciona-se com a
diminuicao na produgdo de mucinas e formacao de camadas muito finas de
muco e ndao com o aumento na sua produgao (KOUTSOS & ARIAS, 2006). O
anterior foi verificado no trabalho de SHAKOURI et al. (2008), que observaram
aumento na contagem de Clostridium perfringens quando a viscosidade ileal de

frangos alimentados com cevada foi diminuida pela suplementacdo da ragao
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com enzimas exdégenas. Os mesmos autores observaram que o numero de
bactérias lactosa-negativas (entre as quais podem ser incluidas bactérias
patogénicas como a Salmonella) foi maior quando os frangos foram alimentados
com ragao a base de milho sem suplemento enzimatico quando comparados
com o0s que receberam as outras dietas ou dieta a base de milho com
suplemento enzimatico. No entanto, esta alteracdo nao esteve relacionada com
variagdes no pH ou na viscosidade ileal (SHAKOURI et al., 2008). Pela inclusao
de tanino hidrolizavel em baixas doses (250 ou 500 mg de por kg de alimento)
também tem sido observada redu¢ado no numero de Escherichia coli no intestino
delgado (JAMROZ et al., 2009).

De outro lado, a menor colonizagdo por Clostridium perfringens nos
frangos alimentados com sorgo poderia ser explicada porque os taninos podem
formar uma fina camada de proteinas insoluveis e desnaturadas que cobrem a
superficie da mucosa intestinal e a superficie da membrana celular bacteriana. A
formacao dessa camada pode ter fungao protetora e inibitdria da colonizagao da
mucosa intestinal por bactérias patogénicas, quando da presenca de
quantidades controladas de taninos na dieta (JAMROZ, et.al., 2009).

CONCLUSOES

A substituicdo de milho por sorgo na ragdo nao altera as populagdes de
enterobactérias e Lactobacillus sp, no entanto, diminui a colonizagdo por
Clostridium perfringens e a viscosidade do conteudo ileal (aos 21 dias) de

frangos de corte.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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