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RESUMO

A modernizacdo mundial da industria avicola junto as tendéncias de consumo
em busca de alimentos seguros, que atendam as exigéncias dos paises importadores da
carne de frango brasileira, faz com que os &cidos organicos sejam uma alternativa em
substituicdo ao uso de antibidticos.O presente trabalho tem o objetivo de avaliar os
aspectos morfologicos, imunologicos e zootécnicos de frangos de corte suplementados
com butirato de sédio microencapsulado. Para tanto, foram utilizados 720 pintinhos
com um dia de vida, alojados em 40 boxes experimentais medindo 1,5 m?, com 18 aves
cada, com densidade de 12 frangos/m?, distribuidos em um delineamento experimental
inteiramente casualizado em fatorial 2x6, onde os fatores foram duas racOes
experimentais: Controle: Racdo sem suplementacdo de butirato de sédio; Tratado (BS):
Racdo com suplementacdo de butirato de sddio,com quatro repeticdes por tratamento e
seis periodos de coleta 7, 14, 21 e 35 dias, a cada semana, duas aves por parcela
experimental foram pesadas e abatidas por deslocamento cervical, das quais foram
coletados fragmentos deduodeno, jejuno, ileo, figado, baco, bursa de Fabricius e timo.
As amostrasforam pesadas e abertas longitudinalmente, lavadas em solugdo tampéo
fosfato (0,1 M e pH 7,4) e posteriormente fixadas em glutaraldeido a 4% em tampéo
fosfato 0,1M e pH 7,4, por 24 horas, foram processadas em técnica histoldgica de rotina
em parafina e historesina e coradas por Hematoxilina- Eosina, Hematoxilina-Floxina,
Sudan Black e Alcian Blue. Para a avaliagdo da resposta imune humoral, foram
coletadas amostras de sangue antes da vacinacdo contra a DNC (Doenca de Newcastle)
e aos 21, 33 e 42, onde foram avaliados 0s niveis de anticorpos em resposta a vacinacao.
Os niveis de anticorpos foram quantificados pela técnica de ELISA. Além disso foram
avaliados os indices de desempenho zootécnico, tais como: conversdo alimentar, ganho
de peso diario, consumo diario de racdo e a viabilidade das dietas. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) do programa SAS, e as médias
comparadas entre si pelo método de Tukey a 5% de significancia. Foram feitas também

analises de correlacéo.

Palavras-chaves: Acidos organicos; Butirato de Sodio; frango de corte; morfologia.



ABSTRACT

The modernization of the global poultry industry along with consumer trends in
search of safe foods that meet the requirements of importing countries of
Brazilian chicken, makes the organic acids are an alternative to replace the use
of antibiotics. This study aims to evaluate the morphological, immunological
and husbandry of broilers supplemented with microencapsulated sodium
butyrate. Therefore, we used 720 chicks a day in life, housed in 40 boxes
experimental measuring 1.5 m2, with 18 birds each, with a density of 12
chickens / m2, distributed in a completely randomized in a 2x6 factorial, where
factors were two experimental diets: control: Ration without supplementation of
sodium butyrate; Treaty (BS): Feed supplementation with sodium butyrate, with
four replicates per treatment and six collection periods 7, 14, 21 and 35 days
each week, two birds per plot were weighed and killed by cervical dislocation,
which were collected fragments of duodenum, jejunum, ileum, liver, spleen,
thymus and bursa of Fabricius. The amostrasforam weighed and opened
longitudinally, rinsed in phosphate buffer (0.1M, pH 7.4) and then fixed in 4%
glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, for 24 hours, were processed
in Routine histological technique in paraffin and historesin and stained by
hematoxylin-eosin, hematoxylin-Phloxine, Sudan Black and Alcian Blue. To
evaluate the humoral immune response, blood samples were collected before
vaccination DNC (Newcastle disease) and at 21, 33 and 42, where we assessed
the levels of antibodies in response to vaccination. The antibody levels were
quantified by ELISA. In addition we assessed the levels of animal performance,
such as feed, daily weight gain, feed intake and viability of diets. Data were
subjected to analysis of variance (ANOVA) of SAS, and the averages compared
by Tukey method at 5% significance. Were also made correlation analyzes.

Keywords: Organic Acids; Sodium butyrate; broiler; morphology.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representagdo esquematica da anatomia da parede do intestino
delgado num corte transversal...........ccccocveveiievesiie e

Figura 2: Diminuicdo da &rea de absorgdo intestinal por perda de enterdcitos
maduros da extremidade das vilosidades............ccccevvverviiiiieneiiennnn,

Figura 3: Representacdo esquematica do epitélio do intestino delgado:
vilosidade e criptas INteStINAIS..........ccccvverieiieeieee e

Capitulo 1

Figura 1: Fotografia dos figados. A) Grupo controle. B) Grupo suplementado

Figura 2:Fotomicrografias dos figados analisados. A) Grupo controle aos 7
dias, vacuolizacdo com caracteristica cistica e condensacdo dos
nucleos. B) Grupo tratado com BS aos 7 dias, vacuolizacdo com
caracteristica lipidica e poucos nucleos condensados. C) Grupo
controle aos 14 dias, com intensa vacuolizagdo com caracteristica
lipidica e pouca condensacdo dos nucleos. D) Grupo tratado com BS
aos 14 dias, com intensa vacuolizacdo com caracteristica lipidica e
poucos nucleos condensados. Aumento de 400X..........ccccvvevevereervernenns

Figura 3:Fotomicrografias dos figados analisados. :Fotomicrografias dos
figados analisados. A) Grupo controle aos 21 dias, com intensa
vacuolizacdo com caracteristica lipidica e condensacdo dos nucleos.
B) Grupo tratado com BS aos 21 dias, com leve vacuolizagdo com
caracteristica cistica. C) Grupo controle aos 28 dias, com intensa
vacuolizacdo com caracteristica lipidica. D) Grupo tratado com BS
aos 28 dias, com intensa vacuolizacdo e desarranjo dos corddes
sinusoidais. E) Grupo controle aos 35 dias, com intensa vacuolizag&o
com caracteristica cistica e condensacdo dos nucleos. F) Grupo
tratado com BS aos 35 dias, com leve vacuolizagdio com
caracteristica lipidica e condensacdo dos nucleos. Aumento de

15

17

19

44

45



LISTA DE TABELAS

Pag.
Capitulo 1
Tabela 1. Pesos médios das aves nos grupos Controle e BS nas idades
analisadas durante 0 eXpPerimento..........ccocuevvererierenenenesesenieas 40
Tabela 2. Niveis médios de AST e ALT nos grupos Controle e BS nas
idades analisadas. ..........ocevvvereeieiieniee e 41
Tabela 3. Pesos médios dos figados das aves nos grupos Controle e BS nas
1dades aNaliSAdas. ........cccuviverieiieiie e 43

10



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O grande crescimento e moderniza¢do mundial da industria avicola nas ultimas
duas décadas tornou claro e evidente a necessidade de uma maior e maisdetalhada
atencdo no que diz respeito & saude dos plantéis. Principalmente porque o crescimento
desta industria esta baseado em um grande aumento no tamanho dos sistemas de
producdo (granjas ou complexos de granjas e nucleos) com um consequente aumento na
densidade animal em uma determinada area geogréafica. Isto se traduz em uma situacédo
ideal para a multiplicagdo e disseminacéo de varios patdgenos de aves (virus e bactérias,
principalmente) e a ocorréncia de surtos de enfermidades que acarretam elevados

prejuizos econdmicos (SESTI, 2000).

Abuscapelaméximaeficiénciaalimentarnaavicultura éumpontocriticoaser
considerado nas criagbes comerciais. Muitosaditivos, dentre eles os antibidticos,
sdorotineiramente  utilizadosem racbes para controlar agentes prejudiciais ao
processodigestivo,promovendomelhoranos
indiceszootécnicosemaximizandoaproducao.Noentanto,depoisdemuitosanosdeusocomoaditi
voemracdes(segundametadedoséculo
passado),osantibidticospassaramaservistoscomofatoresderiscoparaasatdehumanasofrendo
contestacbes  basicamente em duas linhas: a) presenca  deresiduos na
carneutilizadanaalimentacdohumanaquepodemserospropriosaditivosouseusmetabolitose

b)possibilidadedodesenvolvimentoderesisténciabacterianaemhumanos (FURLAN, 2010).

Este problema é muito menosagudo comasmatrizes
reprodutorasjaqueosantibidticosndosdousadosnarotinacomonocasodosfrangosde
cortecomopromotoresdecrescimento,existindo  riscos menores em desenvolver-se
resisténcia com o uso descontinuo (LESSON e SUMMERS, 2000).

Em fungdo das tendéncias de consumo, voltadas para satisfazer a necessidade
de alimentos seguros com menores riscos asaude humana, os antibidticos foram
completamente banidos da Europa em Janeiro de 2006 para uso como promotores do
crescimento (RAMOS, 2009). Associa-se esta constatacdo com o fato do Brasil ser o
terceiro maior produtor mundial de carne de frango desde o ano de 2007, consolidando-
se como o maior exportador mundial de carne de frango, segundo (ABEF, 2009).

Dentre as alternativas consideradas como produtos substitutivos estdo os acidos
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organicos, onde ha um efeitoantibacterianoespecifico a
semelhangadosantibioticos,principalmente para &cidosorganicosdecadeiacurta, sendo
particularmente efetivos contrak.coli,Salmonellae Campylobacter(DIBNER e BUTTIN,
2002; RICKE, 2003).

Trata-se de uma substancia que facilita a colonizacdo do trato gastrointestinal
(TGI) pelas bactérias Uteis, promovendo um amadurecimento mais rapido da mucosa do
intestino delgado de pintos (JANSSENS e NOLLET, 2002).

Os 4&cidos organicos mais usados na avicultura sdo o férmico, o aceético, o
propibnico, o butirico, o latico, o citrico e o fumarico, apresentando, respectivamente, 0s
seguintes pKa: 3,75; 4,76; 4,87; 4,81; 3,86; 3,09/4,75/5,41; 3,03/4,54 (LEANDRO et
al., 2010).

O butirato de sédio é um sal derivado do &cido butirico e que, portanto,
funciona e atua como um acidificante. E muitas vezes utilizado como substituto do
acido butirico, uma vez que é sélido, estavel e tem um odor muito menos intenso. Este
acidificante pode ser utilizado na sua forma livre ou na sua forma protegida
(microencapsulada). O butirato microencapsulado influencia a parte posterior do trato
gastrointestinal (VAN IMMERSEEL et al., 2004), enquanto que este composto ndo
protegido, apenas afetara diretamente a parte proximal do trato digestivo (THOMPSON
e HINTON, 1997).

A modernizacdo mundial da industria avicola junto as tendéncias de consumo
em busca de alimentos seguros, que atendam as exigéncias dos paises importadores da
carne de frango brasileira, faz com que os acidos organicos sejam uma alternativa em
substituicdo ao uso de antibi6ticos. E o estudo dos aspectos morfoldgicos, bioquimicos
e zootécnicos de frangos de corte suplementados com butirato de sodio
microencapsulado é de suma importancia para a avaliacdo dessa alternativa para o

segmento produtivo avicola.

12



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os aspectos morfoldgicos, bioquimicos e zootécnicos de frangos de

corte suplementados com butirato de sddio microencapsulado.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os aspectos zootécnicos (ganho de peso diario, viabilidade, conversdo
alimentar e consumo de racdo diaria)de frangos de corte suplementados com

butirato de sédio microencapsulado;

e Auvaliar os aspectos morfologicos (morfologia intestinal e dos Orgdos
linféides)de frangos de corte suplementados com butirato de sddio

microencapsulado;

e Avaliar aspectos imunoldgicos (niveis séricos de enzimas com atividade
hepéatica)de frangos de corte suplementados com butirato de sédio

microencapsulado.

13



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. MORFOLOGIA INTESTINAL

O TGI das aves, segundo Reece (2006) e Artoni (2004), € um tubo oco e
fibromusculoso que se estende da boca a cloaca, com algumas estruturas acessorias,
desempenhando as funcdes de ingestdo, trituracdo, digestdo e absor¢do de nutrientes
essenciais aos processos metabdlicos, pela corrente sanguinea, que os transporta para
todos os drgdos e tecidos, bem como a eliminacdo dos residuos sélidos através de suas

fezes.

Plexo capilar

L% o ——
i
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s — e
”amlmv.;gmﬁ“ﬂ N
Microvelio-

sidades Barde velloso
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Lieberkuhn
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Capa
mascular
ongitudinal

Serosa

Figura 1: Representacdo esquematica da anatomia da parede do intestino
delgado num corte transversal (HERDT, 1999).

Segundo Sisson (1986), a anatomia do sistema digestorio das aves domésticas
pode ser descrita, da regido cranial para a caudal, da seguinte maneira: cavidade oral,
faringe, esdfago, inglavio, proventriculo, moela, intestinos delgado e grosso, e cloaca. A
ele também estdo ligadas duas glandulas anexas, o figado e o pancreas, além da bolsa
cloacal.
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Segundo Boleli, Maiorka e Macari (2002), os 6rgédos tubulares do sistema
digestorio das aves seguem um modelo estrutural basico, constituido por quatro tanicas
concéntricas, com caracteristicas histoldgicas e funcionais distintas. Tais estruturas séo
tunicas denominadas, da luz para a periferia do 6rgdo, de mucosa, submucosa, muscular

€ Sserosa.

A tlnica mucosa é composta por vilosidades, evagina¢fes da mucosa, com
borda estriada e com células caliciformes (GARTNER e HIATT, 1999). Banks (1992)
relata que entre os pontos de insercdo das vilosidades na mucosaobservam-
seorificiosondedesembocamglandulastubularessimples (glandulas intestinais ou de
Lieberkihn).

As células que compdem a tunica mucosa, segundo Gartner e Hiatt (1999) e
Boleli, Maiorka e Macari (2002) sdo as células caliciformes, as intestinais prismaticas
(enterdcitos), as de Paneth, as
célulasenteroenddcrinas(produtorasdepolipeptideos)eascélulas M.
Oconjuntodessascélulas responde pela defesa, digestdo e absor¢do, e pela regulacdo
desses processos e pela proliferacdo e diferenciacdo desses mesmos tipos celulares
(BOLELI, MAIORKA e MACARI, 2002).

O TGl se encontra imaturo durante a fase embrionaria e, apds a eclosdo, passa
a ter grande importancia no crescimento das aves (NITSAN, 1995), e nos primeiros dias
de vida, sofrem processos adaptativos, buscando maior eficiéncia nos processos de
digestdo e absorcdo. Na eclosdo o sistema digestorio da ave estd anatomicamente
completo, mas sua capacidade funcional ainda néo, assim o trato gastrintestinal sofre
grandes alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas. As alteraces morfoldgicas mais
evidentes sdo: 0 aumento no comprimento do intestino, na altura e densidade das
vilosidades, no numero de enterocitos e nas células caliciformes. As alteracdes
fisioldgicas estdo relacionadas com o aumento da capacidade de digestdo e de absorgéo
do intestino, que ocorrem por aumento da producdo de enzimas digestiveis. Essas
alteracOes irdo proporcionar um aumento na area de superficie de digestdo e absor¢édo
(MURAROLLI, 2008).

Entretanto, os processos de absor¢do sdo dependentes dos mecanismos que
ocorrem na mucosa intestinal. O desenvolvimento da mucosa é estimulado por agentes

troficos, ou seja, agueles que estimulam o processo mitdtico na regido cripta-vilosidade,
15



e como consequéncia ha o aumento do numero de células e tamanho da vilosidade
(MACARI e MAIORKA, 2000). Primariamente ha 2 eventos citoldgicos associados:
renovacdo celular (proliferacdo e diferenciacdo das células totepotentes localizadas na
cripta e ao longo das vilosidades) e, perda de células por descamacdo que ocorre
naturalmente no apice das vilosidades (MAIORKA, 2001). Em frangos de corte essa
renovacao celular é de 72 a 96 horas (MURAROLLI, 2008), ou seja, aproximadamente
4 dias. Este periodo de tempo parece curto, contudo, considerando o tempo de cria¢do
do frango representa nada menos do que 10% do tempo de vida da ave. Assim, se
considerarmos uma perda de 10% em nosso sistema de producdo devido a distdrbios da
mucosa intestinal, em um lote de 20 mil aves, teriamos uma quebra de nada menos do
que 5 toneladas de peso/lote (FURLAN, 2010).

== o

=]

Area de
absorgao ]
Area de
| absorgao
- _|-(’.ﬂ.\I
Vilosidade normal Descamacio celular Vilosidade encurtada

Figura 2: Diminuicdo da area de absorcdo intestinal por perda de enterdcitos
maduros da extremidade das vilosidades (HERDT, 1999).

O equilibrio entre os dois processos (perda e proliferacdo celular) determina
um turnover(proliferacdo — migragcdo — extrusdo) e assegura a manutencdo do nimero
de células e da capacidade funcional do epitélio. No entanto, quando o intestino
responde a algum agente estimulador a favor de um deles ocorre uma modificacdo na
altura das vilosidades (UNI et al., 1996). Se ocorrer um aumento na taxa de proliferacdo
(mitose) com auséncia, diminui¢cdo ou manutencdo da taxa de extrusdo (perda celular)
havera um aumento no nimero de células e, consequentemente, observa-se um aumento
na altura e densidade das vilosidades e microvilosidades, resultando em maior taxa de
digestdo e absorcdo. Logo, caso ocorra um aumento na taxa de extruséo (perda celular),
havera uma reducdo no tamanho das vilosidades e ocorrerd um aumento na producédo de
células da cripta, com consequente aumento na profundidade de cripta (MAIORKA,

2001).
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Em frangos, o crescimento das vilosidades do duodeno esta quase completo por
volta de sete dias pos-ecloséo, ja as vilosidades do jejuno e ileo continuam crescendo
até o 14°dia de idade. Esse desenvolvimento pode ser afetado por fatores como
horménios, caracteristicas quimicas dos nutrientes e a microflora intestinal
(ANDRADE, 2002; MAIORKA, 2002).

E sabido que os carboidratos sdo absorvidos sob a forma de mondmeros,
glicose, e as proteinas de aminoacidos, cujo processo é sodio dependente e ocorre
através de transportadores de membrana. Os lipideos, absorvidos sob a forma de acidos
graxos livres, também depende da atividade de transportadores de membrana. Assim, a
integridade das células que compdem a mucosa intestinal é de fundamental importancia
para a absorc¢do dos nutrientes (FURLAN, 2010).

No duodeno, as vilosidades sdo mais longas e digitiformes, no jejuno e no
ileopodemser lameliformes com aspecto folidceo (BOLELI, MAIORKA e MACARI,
2002). Sendo assim, aves que possuem vilosidades maiores terdo uma melhor absorcao
de nutrientes.Além disso, a
replicacdodosenterdcitosocorrenascriptas,comgrandecapacidade mit6tica, com isso, a
medida que as células das glandulas intestinais se multiplicam e migram para a
basedavilosidade,empurrandoasoutras células vilosas subsequentes,deformaquehduma
continua progressao de células migrando para cima na vilosidade (CUNNINGHAM,
2004).

As células caliciformes presentes nas vilosidades e criptas, também possuem
importante papel na manutencdo e desenvolvimento do epitélio intestinal. Estas sdo
secretoras de muco, possuem funcdo de proteger e lubrificar o epitélio durante a
digestdo dos alimentos. Outro papel importante do muco é na protecdo contra infecgdes,
ao funcionar como uma barreira protetora dificultando o contato de microrganismos
com as células epiteliais. Portanto, as células caliciformes aumentam a producéo de
muco em caso de jejum ou alteracdes na dieta, pois estas situagcdes podem ocasionar
reducdo na camada de muco e propiciar agdo de bactérias e protozoarios patogénicos

que causam destruicdo da mucosa (FURLAN et al., 2004).
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Figura 3: Representagdo esquematica do epitélio do intestino delgado:
vilosidade e criptas intestinais (HERDT, 1999).

A camada de muco tem papel importante, também, na protecdo contra
infeccdes, pois funciona como barreira protetora que impede o contato de
microrganismos com as células epiteliais. O muco do intestino delgado, ceco e
célon/reto contém uma rica populacéo de bactérias e protozoarios, as quais ligam-se as
glicoproteinas e ndo sofrem aderéncia a mucosa. Os componentes da mucina funcionam
como falsos receptores para 0os microrganismos, fazendo com que 0s mesmos sejam
envoltos pela camada de muco e ndo expressando sua capacidade patogénica
(FURLAN, 2010).

Flemming (2005) relata que o aumento da producdo de acidos graxos volateis
(acético, propidnico e butirico) e lactato, promovem a diminui¢do do pH do trato
intestinal, com inibicdo de bactérias patogénicas e estimulo a proliferacdo de
enterdcitos, favorecendo assim a manutencdo da integridade da mucosa intestinal e

viabilizando a total capacidade de absorc¢éo intestinal das aves.

O intestino grosso tem um importante papel na recuperagdo de nutrientes, dgua
e eletrolitos da digesta. A superficie da sua mucosa ndo apresenta vilosidades, mas

apenas pequenas projecfes que aumentam a sua area de superficie, e as suas glandulas
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sdo em sua maioria glandulas produtoras de muco e ndo de enzimas. Assim, a digestdo

no intestino grosso ocorre por acdo de enzimas ‘arrastadas’ com o material alimentar ou

resultantes da atividade microbiana (MORAIS, 2009).

No intestino grosso, especialmente no ceco, existe uma complexa populacao de
bactérias (incluindo Lactobacillus, Streptococus, coliformes, bacterdides, Clostridia e
leveduras, e que muda em resposta ao material disponivel para fermentagdo) fomentada
pela baixa velocidade do tréansito intestinal e abundancia de fontes de nutrientes. Esta
microflora metaboliza um largo espectro de fontes de nitrogénio e hidratos de carbono,
resultando na formacdo de varios produtos como, por exemplo, skatole, amonia e
Acidos Gordos Volateis (AGV — acido acético, &cido propidnico e &cido butirico). Os
AGV s& mesmo a maioria dos produtos finais resultantes da atividade microbiana
sobre os polissacaridos (BREVES, KOCK e SCHRODER, 2007), e sendo absorvidos
sdo uma fonte energética para o hospedeiro. A quantidade de AGV produzida no
intestino grosso depende da quantidade e composicdo do substrato e da microflora
presente (VAN BEERS-SCHREURS et al., 1998).

3.2.ACIDOS ORGANICOS

Os 4acidos organicos se encontram amplamente distribuidos na natureza como
constituintes habituais nos tecidos vegetais e animais. Também se produzem a partir da
fermentacdo microbiana dos hidratos de carbono, principalmente no intestino grosso
(SANCHEZ, 2005).

Acidos organicos s3o substancias que contém uma ou mais carboxilas em sua
molécula (PENZ et al., 1993). Nessa classificacdo podem ser incluidos os aminoacidos
e 0s &cidos graxos. Em geral, quando o termo &cido organico é empregado na producdo
animal, refere-se aos acidos fracos, de cadeia curta (C1-C7) (DIBNER e BUTTIN,
2002), que produzem menor quantidade de protons por molécula ao se dissociarem. Por
serem expressos logaritimicamente, uma unidade de pH acima do pKa de um &cido,
indica que 90% do &cido encontra-se na forma ndo dissociada e, com duas unidades de
pH acima do pKa, 99% do acido estara ndo dissociado. Isso é particularmente
importante no processo digestivo, pois na dependéncia do pH dos compartimentos
digestivos havera acdo ou ndo do acido em questio (SANCHEZ, 2005).

Produzem acidez, a qual age como flavorizante, e retardam a acdo enzimatica e
19



0 esvaziamento gastrico (RAVINDRAN e KORNEGAY, 1993), dando sensacdo de
saciedade, sdo fonte de energia e estimulam reacBes metabdlicas, aumento da
digestibilidade de nutrientes e melhoram a morfologia intestinal (PARTANEN e
MROZ, 1999). Agem diretamente como inibidores do crescimento bacteriano, podendo
ser utilizados na conservacdo de graos e alimentos, sanitizacdo do alimento e aditivo

promotor de crescimento em dietas para animais.

Outra caracteristica importante dos acidos organicos é a formacéo de quelatos,
formando estruturas em forma de anel com ions metéalicos. Eles previnem a reacao dos
ions metalicos, como Caélcio (Ca+2) e Ferro (Fe+2), Cobre (Cu+2), Magnésio (Mg+2),
com outros nutrientes, aumentando a digestibilidade e a retengdo desses, a0 mesmo
tempo em que inibem a sua agdo como catalisadores de reacdes danosas (ADAMS,
1999).

Estes acidos graxos devem estar na sua forma ndo dissociada (ndo-ionizada)
para exercer seu efeito bactericida. Desta forma o &cido penetra na célula atraves da
parede celular diminuindo o pH interno causando a lise da bactéria. Entre estes &cidos
se encontram os de cadeia curta (acético, propionico e butirico), produzidos no colon
pela fermentacdo das fibras, as concentracdes sdo mais altas no ceco, onde a quantidade
de microflora sdo elevadas, sendo os niveis de pH mais baixos nesta regido
(SANCHEZ, 2005).

Outra consequéncia negativa, para 0 microrganismo, € o aumento da pressdo
osmotica celular, que desencadeia mecanismos de compensacdo de carga elétrica
obrigando o aumento dos niveis de sodio (Na*), potassio (K*) ou glutamato, levando ao
aumento da forca idnica intracelular, provocando um aumento da pressdo mecanica

sobre a parede do microrganismo, o que faz com que essa se rompa (VIOLA, 2006).

O efeito inibidor da proliferacdo de enterobactérias no trato digestorio,
provocado pela utilizagdo do acido orgéanico na ragdo, promove um aumento de
disponibilidade de nutrientes, potencializando os ganhos nutricionais das dietas
(FREZZA, 2008; FARIA et al., 2009).

Os acidos graxos de cadeia curta, incluindo o acético, o propidnico e o butirico
sdo produzidos no ceco e célon de animais ndo ruminantes pela fermentacdo de

carboidratos e fibra da dieta ndo absorvida. O tipo de fermentacdo e a taxa de
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fermentacdo podem influenciar as concentracfes dos acidos graxos de cadeia curta no
limen e a proporcdo relativa dos &cidos individuais. As taxas nas quais os &cidos sdo
transportados através da mucosa do intestino grosso é dependente da concentracgdo,
sugerindo que o aumento da producdo resulta em maior disponibilidade desses
compostos para as células intestinais e outros tecidos (RUPIN et al., 1980; FLEMING et
al., 1991; FLEMING, 1993).

3.3. FORNECIMENTO DE ACIDOS ORGANICOS PARA AVES

O procedimento de adicionar acidos organicos nas dietas tem sido empregado
em dietas de leitdes ha mais de uma década, atualmente pode ser considerado como uma
pratica comum nas dietas para leitdes (ADAMS, 1999). Para 0 uso de acidos organicos
em dietas de frangos h& necessidade de adaptacfes, visto que existem diferencas
anatdmicas e fisioldgicas essenciais nos sistemas digestivos das aves. Devem ser
considerados os aspectos ligados aos menores comprimento e tempo de passagem do
alimento no trato digestivo das aves, a maior capacidade secretoria de pepsinogénio e
acido cloridrico no proventriculo (LONG, 1967), a atividade das enzimas desde o
primeiro dia de vida (PROTECTED, 2004) e ainda devido a capacidade de refluxo de
alimentos para adiciona-los de doses extrasdeenzimase acido cloridrico (KLASING,
1998).

Diferentemente dos mamiferos, nas aves, o HClI e o pepsinogénio
sdosecretadospelasglandulasexdcrinasprincipaisdoproventriculo(RUTZ, 1994). Uma vez
que em aves a acidificacdo é feita naturalmente a partir do primeiro dia de idade, a
estratégia da acidificacdo deve ser fornecer uma concentracdo adequada de &cido
organico visando acidificar para reduzir amicrobiotapatogénicadotrato digestivo até
afasefinalde producdo(42 dias),utilizando-se ainda dosefeitos adicionais pelo modos de
acdo dos acidos orgénicos (BELLAVER e SCHEUERMANN, 2004).

Em aves, as bactérias patogénicas atingem o trato digestivo ap0s vencerem a
barreira do papo (inglavio). A existéncia de um ambiente &cido com pHbaixo nopapo
émuitoimportante paraimpediroudiminuiracolonizagdo de patdgenos no trato digestivo e
a quantidade alta de Lactobacilus e pH baixo reduz a

ocorrénciadeSalmonella(HINTONetal.,2000).0 efeito antibacteriano € maior na parte
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anterior do trato digestivo, ocorrendo recuperacdo dos &cidos férmico e propidnico
principalmente nopapo emoela (THOMPSON e HINTON, 1997),

O uso de acidos organicos, reduz as unidades formadoras de colbnia de
Campylobacter (CHAVEE-RACH et al., 2002) e do numero total de coliformes e de
Escherichia coli no duodeno, jejuno e ilio (IZAT et al., 1990) e ofavorecimento no
desenvolvimento debactériasaerébicasnadagua(CHAVEE-RACHet al., 2004).

Aforma ndo dissociada dosdcidos orgéanicos € absorvida pelo
epitéliointestinalpordifusdopassivaaolongodeumgradienteeletroquimico favoravel
(VIOLA, 2006). Valores de pH dos segmentos intestinais das aves ndosao constantes e
apresentam médias de 6,4 no duodeno, 6,6 no jejuno e 7,2 no ileo (STURKIE, 1986).
Assim, os acidosorganicos com mais de um pKa ou a utilizacdo de misturasde &cidos
organicos com varios pKa potencialmente mantémsua atuacdo em maior extensdo
intestinal (VIOLA et al., 2008). NessafaixadepH90%dosacidos
graxosdecadeiacurtaestadissociado.Noentanto,existeummicroambiente
acidonasuperficiedoquetornaadifusdopossivel VONENGELHARDTetal.,1989).

Leesonetal.(2005)verificaramqueaadicdodeacidobutiricona
dietaauxilianamanutencaodaestruturadasvilosidades.Oséacidosacético,
propi6nicoebutiricotémacaotroficasobreaestruturaeodesenvolvimento
intestinais,aumentandootamanhodasvilosidades,amassaintestinaleaarea
superficialparaabsor¢cdo(SAKATA,1987).Chaveerachetal.(2004)nao
observarambeneficiodaadicdodeacidosorganicosemlesdesepiteliaisno intestino
defrangos decorte.

Em aves, ouso de &cidos organicos tem como principal objetivo a
acdoantimicrobiana no trato gastrointestinal. Além disso, porpossuirem valor

energético, também favorecem a nutricdo animal (VIOLA et al., 2008).

3.4. BUTIRATO DE SODIO

O butirato de sodio (BS) tem como férmula molecular, C4H;O,Na. E um sal
derivado do 4cido butirico e funciona e atua como um acidificante. E muitas vezes
utilizado como substituto do &cido butirico, uma vez que é sélido, estavel e tem um odor

muito menos intenso. Este acidificante pode ser utilizado na sua forma livre ou na sua
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forma protegida (microencapsulada). O butirato microencapsulado atuana parte
posterior do trato gastrointestinal (VAN IMMERSEEL et al., 2004), enquanto que este
composto ao ndo ser protegido, afetard diretamente a parte proximal do trato digestivo
(HUME et al., 1993; THOMPSON e HINTON, 1997). O BS é rapidamente absorvido,
sendo uma fonte de energia disponivel para os colondcitos e a parte remanescente fica

disponivel para a fermentacao bacteriana.

O BS tem uma importante funcdo reguladora na proliferacdo e diferenciacéo
celular (SENGUPTA et al., 2006). O BS tem também um papel importante na
promocdo da absorcdo de agua e de sodio (BOND et al., 1976). Modula a microflora
intestinal (GALFI et al., 1990; CASTILLO et al., 2006), dependendo a sua acdo da
adaptacéo bacteriana a variagdes da acidez no quimo (MROZ et al., 2006).

Perez de Rozas et al. (2004) e Castillo et al. (2006) observaram que dietas com
BS promovem elevada diversidade na microflora do trato gastrointestinal, em particular
nas partes caudais do intestino. A diversidade microbiana ¢ uma medida da quantidade
dos diferentes microrganismos detectados; também funciona como um indicador da
estabilidade da microbiota intestinal (ZOETENDAL et al.,, 2004). Uma elevada
biodiversidade microbiana produz um efeito benéfico nas performances animais porque,

previne a proliferacdo de grupos simples de bactérias (JENSEN et al., 2003).

Apesar dos acidos organicos indissociados poderem atravessar a membrana e
serem absorvidos pelo intestino delgado, dificilmente chegardo ao intestino grosso, a

ndo ser que sejam microencapsulados (PIVA et al., 1997).

3.5. ENZIMOLOGIA

Cada célula de um oOrgdo possui uma funcdo especifica e contém
enzimasdestinadas a auxiliar nesta funcdo. Em muitas situacbes as enzimas sdo
especificas deum Unico 6rgdo, em outros casos estas enzimas sdo encontradas em
inimeros 6rgdos.Quando a integridade da célula é comprometida, as enzimas vazam
para circulacdo,onde sua atividade pode ser medida obtendo-se o indice de lesédo
celular(HOCHLEITHNER, 1994).

Segundo 0 mesmo autor, para ter importancia diagnostica, deve ocorrer

arealizacdo de testes ordenados, sendo que a viabilidade econémica do teste e
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acapacidade de fornecer indicios de alteracfes patoldgicas em um 6rgéo especifico ou
deum pequeno grupo de 6Orgdos tambeém devem ser considerados. A enzima deve
tambémser estavel na amostra, por tempo suficiente para permitir sua deteccao.

Segundo Hocheleithner (1994) e Krammer e Hoffmann (1997), enzimas com
elevadas concentracfes nos 6rgaos, mas comuma meia-vida curta, sdo de valor clinico
limitado, pois possuem um répidodesaparecimento do plasma. Entende-se por meia-vida
de uma enzima, o temponecessario para que se reduza pela metade a concentracdo da
mesma no plasma.

Amostras de sangue com EDTA ndo sdo ideais para dosagem enzimatica, pois
o EDTAage como quelante de alguns ions metais que servem para maxima atividade
dasenzimas. O plasma e as células devem ser separados imediatamente, para que se
evite oextravasamento de enzimas intracelulares para o plasma. Igualmente, se o0s
elementossdo separados do plasma e este congelado, descongelado e armazenado sob
refrigeracdopor muitos dias, pode ocorrer uma queda significativa nos niveis
enzimaticos (MORAES, 2004).

A atividade enzimatica nos tecidos ou soro geralmente é baixa, sendo que
estando € diretamente ligada a quantidade presente no tecido. Por esta razdo, as
enzimassdo medidas indiretamente, baseando-se na sua atividade in vitro sob
condigBesespecificas e controladas, sendo sua atividade diretamente proporcional a
concentracdoenzimatica. Existe uma infinidade de métodos usados por diferentes
laboratdrios paradetectar a atividade enzimatica. Com isso, o intervalo de referéncia
varia entrelaboratérios, apesar de todos resultados serem expressos em U/L. O valor dos
testesvaria de acordo com o substrato, buffer e temperatura de incubagdo utilizados
noslaboratorios (HOCHLEITHNER, 1994).

Segundo Lumeij (1994), para facilitar a interpretacdio do quadro €
aconselhavelincluir na bioquimica plasmatica indicadores sensiveis e especificos de
lesdo hepatica emuscular. Eles devem ser influenciados pela elevacdo da atividade das
enzimasplasmaticas, como sinal de lesdo celular recente e ndo necessariamente como
sinal decomprometimento da funcdo do 6rgdo. Muitas enzimas ndo sdo especificas de
umunico 6rgdo, além disso, em condi¢Bes crénicas, tendo ocorrido lesGes muito
extensasno passado, pode ter induzido uma maior disfuncdo do 6rgdo enquanto as
enzimaspodem estar dentro de padrdes normais. Isso € comum em aves com fibrose
hepéaticaonde encontra-se niveis normais de aspartato aminotransferase (AST). Quando
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testesperiodicos de bioguimica sérica sdo realizados em aves com doenca hepaética,
flutuagcbesdas enzimas e dos sais biliares sé&o frequentemente observados.
Ocasionalmente ambasvariaveis podem ser encontradas dentro dos intervalos de

referéncia.

3.6.ENZIMA ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST)

A AST faz parte de um grupo de enzimas que catalisam a interconversao
dosaminoacidos e oxiacidos por transferéncia do grupo amino (HOCHLEITHNER,
1994).Segundo Krammer e Hoffmann (1997), a AST (aspartate aminotransferase)
ouGOT (Glutamicoxalacetic transaminase), catalisa a transformacdo da L-aspartato e 2-
oxoglutarato em oxalacetato e glutamato.

Duas isoenzimas da AST estdo presentes no hepatocito, uma na mitocondria
eoutra no citoplasma (TENNANT, 1997), sendo que as duas enzimas tém massa
de92Kda e multiplas formas translacionais (KRAMMER e HOFFMANN, 1997).

Ainda segundo os autores, a presenca da AST em muitos tecidos faz
destaenzima um marcador ndo especifico, mas altamente sensivel indicador de leve
lesdotecidual. Lumeij (1994) diz que a AST é o mais sensivel indicador de lesdo
hepatica empombos, ndo sendo sua atividade especifica de lesdo hepatica, pois
elevacdes podem servistas em casos de lesdo muscular.

Lumeij (1997) diz que a distribuicio da AST varia entre os 0Orgdos e
espéciesanimais. Altas atividades de AST tém sido descritas no figado, mdsculo
esquelético ecardiaco, cérebro, rins (HOCHLEITHNER, 1994), pancreas e eritrocitos
(TENNANT, 1997). Lumeij (1997) afirma que geralmente o aumento nas concentragdes
enzimaticase uma medida de lesdo tecidual recente e diminuicdo da fungdo do 6rgdo. A
atividadebasal da enzima no plasma é geralmente um reflexo do acimulo e da mudanca
sofridapelo tecido que contém esta enzima. Entretanto, na doenga hepéticacronica, com
fibrose e reducdo do numero de hepatdcitos funcionais, 0s niveisenzimaticos para
funcdo hepatica podem estar dentro dos pardmetros normais, apesar dasevera lesédo do
orgao.

Os valores da AST séo idade-dependentes e variam entre asdiferentes espécies.
A causa desta dependéncia ainda ndo foi estabelecida e diferencasde géneros ndo foi
descrita. Em geral, atividade de AST de passaros acima de 230 U/l éconsiderada

anormal. Atividades anormais tém sido ligadas a deficiéncia de vitamina E,Selénio,
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metionina, doencas hepaticas, intoxicagcdes por pesticidas e tetraclorido decarbono e
lesbes musculares (MOARES, 2004).

3.7. SISTEMA IMUNOLOGICO

Segundo Sakamoto (2005), o sistema imune apresenta uma interacdo mais
complexa da biologia, envolvendo o sistema celular e humoral. De maneira geral 0s
componentes do sistema imune tém que reconhecer o antigeno; processar e apresentar
este invasor aos tipos apropriados de células do sistema imune; organizar uma resposta
eficiente, eliminar o antigeno; e desenvolver uma memoria que permita uma agdo mais

efetiva no proximo contato com o antigeno previamente reconhecido.

As células precursoras dos linfoides oriundos do omento, do figado fetal e
eventualmente da medula Gssea, migram para 0s 6rgdos linfoides, onde sofrem o
processo de maturacao, entdo esses linfocitos se dividem em duas populacdes distintas:
células T e as células B, dependendo de qual 6rgdo linfoide primario foi responsavel
pelo seu amadurecimento (TIZARD, 1998).

As células T séo oriundas do timo; parte desta é liberada na circulagdo onde
irdo colonizar os 6rgéos linfoides secundarios e participar de processos imunolégicos do
tipo reatividade cutanea tardia (imunidade celular); a bursa de Fabricius é encontrada
somente nas aves e apresenta-se como um saco redondo logo acima da cloaca, além de
desenvolver as células B, que sdo responsaveis pela producdo especifica de anticorpos
(imunidade humoral), também podem capturar antigenos, junto com o timo, alcanga o
seu maior tamanho no pintinho em uma a duas semanas ap0s a eclosdo, sofrendo

posteriormente uma involucéo gradual (TIZARD, 1998)

Assim como em outras espécies, 0s primeiros sitios de desafio antigénico nas
aves sdo as mucosas, especialmente as do trato digestivo e respiratorio. Esses sitios
possuem tecidos linfoides especiais associados a mucosas, denominados GALT (“Gut
Associated Lymphoyd Tissues”) e BALT (“Broncchio Associated LymphoidTissues”),
nos quais sdo geradas as respostasimunes humorais e celulares para a protecdo das
superficies mucosas,emespecialaproducdodeanticorposdoisotipolgA (CARON, 2008),
qgue blogueiam os receptores e reduzem o numero de bactérias patogénicas na luz
intestinal, alem disso, produzem ativacdo de macrofagos e proliferacdo de células T
(SILVA, 2000).
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O sistema imunoldgico das aves apresenta diferenca com as outras espécies
pela precocidade na formagdo e maturagdo do sistema imune, uma vez que as células da
resposta adaptativa sdo oriundas de 6rgdos primarios, como o timo e a bursa de
Fabricius. A receptividade do timo embrionario, por volta dos seis dias de incubacéo, e
da bursa de Fabricius, por volta dos dez, permite a formacao destes linfocitos, que na
vida embrionéria sdo morfologicamente iguais aos das aves pds nascimento, mas que
ainda tém funcionalidade limitada (CARON, 2008). E os 6rgdos linféides secundarios
(baco, medula, tonsilas cecais, GALT, respiratorio e urogenital) ainda estdo incompletos
na eclosdo, assim podem ser influenciados pela nutricio (DIBNER e RICHARDS,
2004)

A chegada de células-tronco na bursa de Fabricius ocorre entre 8 e 14 dias de
desenvolvimento embrionario(DE), a proliferacdo dessas das células seinicia aos 12 dias
de desenvolvimento embrionario e continua por varias semanas ap6s a eclosdo,

enquanto a emigracao das células maduras comeca aos 18 dias de (SCOTT, 2004).
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis séricos de enzimas de funcdo hepaticas
em frangos de corte suplementados com Butirato de s6dio microencapsulado. Foram
utilizados 720 pintinhos com um dia de vida, distribuido em dois grupos: Controle e
Tratado (BS).A cada semana, do 7° ao 35° dia de idade, duas aves por parcela
experimental foram pesadas ecoletado de cada ave 3 ml de sangue, em seguida foram
eutanasiadas por deslocamento cervical, coletado e pesado o figado, do qual foram
obtidos fragmentos para avaliagdes. Os soros obtidos foram acondicionados em
microtibulos e congelados a -20°C. Todas as aves foram numeradas e Sseus Soros
acondicionados e processados individualmente. Os soros foram analisados pelo método
colorimétrico, através da utilizacdo de Kits comerciais: AST/TGO Liquiform-Labtest e
ALT/TGP Liquiform-Labtest. Também foram avaliados os indices de desempenho
zootécnico, tais como: conversao alimentar, ganho de peso diario, consumo diario de
racdo e a viabilidade das dietas. Os resultados mostraram que os indices zootécnicos
ficaram dentro da media brasileira para a criacdo de frangos de corte em sistema
industrial.Osvalores encontrados da glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT) ou
aspartato amino-transferase (AST) no tecido hepatico dos animais foram, no Grupo
Controle: 80-557 no 7° dia; 50-695 no 14° dia; 162-478 no 21° dia; 125-326 no 28° dia e
259-378 no 35° dia e no grupo BS foram: 141-565 no 7° dia; 58-702 no 14° dia; 107-589
no 21° dia; 121-724 no 28° dia e 163-544 no 35° dia. Na andlise de
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alaninaaminotransferase os valores encontrados foram: Grupo controle: 10-53, 4-18, 23-
151, 11-30 e 23-35 e no Grupo BS foram: 11-54, 3-68, 6-40, 11-82 e 17-60 no 7°, 14°,
21°, 28° e 35° dias, respectivamente. O peso dos figados ndo teve alteragdo nos grupos.
Conclui-se que o Butirato de sodio ndo influenciou nos niveis das enzimas de funcao
hepéatica estudadas, contudo o elevado valor da atividade enzimatica pode ser a

indicacdo das lesdes do figado em nivel macroscépico.
Abstract

The aim of this study was to evaluate serum levels of liver function enzymes in broilers
supplemented with microencapsulated sodium butyrate. 720 chicks were used on a day-
life, distributed into two groups: Control and Treaty (BS). Each week, the 7th to 35th
day of age, two birds per plot were weighed and collected from each bird 3 ml of blood,
then were euthanized by cervical dislocation, collected and weighed the liver, which
were obtained fragments for reviews. Sera obtained were stored in microtubules and
frozen at -20 °C. All birds were numbered and their sera packaged and processed
individually. Sera were analyzed by colorimetric method, by using commercial Kits:
AST / SGOT Liquiform-Labtest and ALT / SGPT Liquiform-Labtest. We also
evaluated the growth performance indices, such as feed efficiency, average daily gain,
feed intake and viability of diets. The results showed that the indexes were within the
national average for the creation of broilers in the industrial system. The found values of
glutamate-oxaloacetate transaminase (GOT) or aspartate aminotransferase (AST) in the
liver tissue of the animals were in the control group: 80-557 on the 7th day; 50-695 on
day 14; 162-478 in 21 days , at 125-326, and 259-378 28th day on the 35th day and the
BS group were 141-565 on the 7th day; 58-702 on day 14; 107-589 on day 21; 121-724
on day 28 and 163 - 544 on the 35th day. In the analysis of alanine aminotransferase
values were: control group: 10-53, 4-18, 23-151, 11-30 and 23-35 and the BS group
were: 11-54, 3-68, 6-40, 11-82 and 17-60 at 7, 14, 21, 28 and 35 days, respectively. The
liver weights did not change in groups. It was concluded that sodium butyrate did not
affect the levels of liver function enzymes studied, but the high value of enzymatic

activity can be an indication of liver damage in macroscopic level.

Keywords: Glutamate-oxaloacetate transaminase, glutamate-pyruvate transaminase;

physiologyhepatocellular; sodium butyrate.
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Introducéo

Abuscapelamaximaeficiénciaalimentarnaavicultura éumpontocriticoaser
considerado nas criagcbes comerciais, existindo necessidade da busca por alimentos e
suplementos que atendamas tendéncias de consumo, voltadas para satisfazer a
necessidade de alimentos seguros com menores riscos a saude humana. Os acidos
organicos proporcionam bons resultados e seguranca, se comparado aos antibiéticos. Os
acidos organicos tém um 6timo valor energético (mais de 10 Mj / kg por termo médio),
totalmente metabolizado.

O butirato de sdédio (BS) ¢ um acido orgénico de cadeia curta e quando
microencapsulado é envolto por uma camada de &cidos gordos que garantem sua
passagem pela maior parte do trato gastrointestinal com perdas minimas, sendo s6

quebrado pelas enzimas do intestino grosso.

Na medida em que o organismo esta processando certaquantidade de gordura
que tomou como o alimento, os triglicerideos ingeridos sdo hidrolisados e organizados
em unidades lipoproteicas denominadas quilomicras (QM), sendo desta forma
absorvidos pelo sistema linfatico tendo assim acesso ao plasma. Além disso, a sintese de
gorduras (lipogénese) ocorre no tecido adiposo e figado, que sdo os tecidos lipogénicos
que existem no organismo, sintetizando triglicerideos que sdo secretados na corrente

sanguinea para a utilizacdo em outros tecidos (Riegel, 1996; Marzzoco e Torres, 1999).

Nas aves, a lipogénese ocorre apenas no figado; o tecido adiposo funciona
apenas como reservatério lipidico,desta forma, alteracdes nos processos enzimaticos
que regulam a sintese hepatica podem ocasionardistirbios no metabolismo das
gorduras(O’Hea e Leveille, 1969; Tung et al., 1972; Leveille et al., 1975).

A fisiologia hepatocelular associa-se as transaminases, glutamato-oxaloacetato
transaminase (GOT) ou aspartato amino-transferase (AST) e glutamato-piruvato
transaminase (GPT) alanina aminotransferase (ALT), enzimas intracelulares, de rica
concentracdo hepatica, envolvidas no metabolismo de aminoacidos. Portanto, o teor
proteico do figado e a analise destas enzimas sdo recursos bioguimicos utilizados para

verificar o bom funcionamento do 6rgéo (Minafra et al., 2008).

Algumastransaminasessdomitocondriais,algumassaocitosélicase  outrasestdo

38



presentesemambososcompartimentoscelulares(Swenson e
Reece,1996).AL Testapresentenocitoplasmadehepatdcitos(Scholtzetal., 2009)enquanto
que AST nas mitocondrias (Bovera et al., 2007). Séoas
transaminasesmaisimportantesnodiagndésticoclinicodediversasalteracbes metabdlicas
(Coles, 1974). No figado, essas enzimas desempenham
importantepapelnometabolismodeaminodcidos. A  AST estd frequentemente
envolvidacomatransaminagdodeaminodcidosglicogénicosparaaproducdo de glicosee a
ALT catalisa a transaminacdo de o-cetoglutaratoealanina formando glutamato e
piruvato.

O objetivo do presente trabalho é avaliar se a administracdo continua de
butirato de s6dio microencapsulado a frangos de corte provoca alteracdes a nivel
enzimatico sérico (AST e ALT) que poderiam refletir o estado geral metabdlico da

ave e, nesse caso, indicando uma interferéncia benéfica ou adversa do tratamento.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Pequenos Animais de
Carpina (EEPAC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Foram
utilizados 720 pintinhos com um dia de vida, alojados em 40 boxes experimentais
medindo 1,5 m2, com 18 aves cada, com densidade de 12 frangos/mz2, sobre cama de
maravalha nova. Distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado em fatorial 2x6, onde os fatores foram duas ragdes experimentais: Controle:
Racdo sem suplementacdo de butirato de sodio eTratado (BS): Ragdo com
suplementacdo de butirato de sédio (0,4 Kg/t de racdo),com quatro repeticdes por
tratamento e seis periodos de coleta 7, 14, 21 e 35 dias.

As racoes foram produzidas em uma fabrica comercial, em condic¢Ges especiais
para esse experimento e sem adi¢do de antibi6ticos, os misturadores foram limpos antes
de cada mistura para garantir que ndo houvesse contaminagdo ou incremento de algum
ingrediente indesejado. Todas as ragdes foram formuladas para atender as exigéncias
nutricionais preconizadas por Rostagno et al. (2005) para as diferentes fases de
desenvolvimento dos frangos (fase pré-inicial do 1° ao 6° dia, fase inicial do 7° ao 15°
dia, fase crescimento do 16° ao 21° dia, fase engorda do 22° ao 35° dia e fase de engorda
36° dia ao 45° dia).
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Com excessao da vacina contra a doenca de Marek aplicada no incubatorio, as
aves soO receberam a vacina contra a Doenga de Newcastle (DNC) aos 14 dias de idade,
que foi administrada por via ocular. As aves foram alojadas sobre cama de maravalha
nova (primeiro lote), receberam agua e racdo a vontade e foram submetidas a 24 horas
de luz/dia até o 7° dia de idade, e a 23 horas de luz/dia a partir do 8° até 42° dia.

Os frangos e as racBes foram pesados no inicio de cada semana para
determinacdo do consumo de racdo, do ganho de peso e da conversdo alimentar. Os
dados referentes a mortalidade foram registrados diariamente.

A cada semana, do 7° ao 35° dia de idade, duas aves por parcela experimental
foram pesadas ecoletados de cada ave 3 ml de sangueatravés da veia ulnar, utilizando-se
seringas descartaveis de 5 ml, e em seguida foram eutanasiadas por deslocamento

cervical, coletado e pesado o figado, do qual foram obtidos fragmentos para avaliacGes.

Apdbs a obtencdo dos soros através do processo de coagulacdo, 0s mesmos
foram acondicionados em microtibulos e congelados a -20°C. Todas as aves foram
numeradas e seus soros acondicionados e processados individualmente, pelo método
colorimétrico, através da utilizagdo de “Kits” comerciais: AST/TGO Liquiform-Labtest
e ALT/TGP Liquiform-Labtest. Os resultados foram analisados com o auxilio do
programa estatistico ASSISTAT Versdo 7.6 beta (2011).

Resultados e Discussao

O ganho de peso (Tabela 1) ficou dentro da média brasileira para a criacdo de
frangos de corte em sistema industrial, descritos por Lana (2000). N&o foram

observadas alteracdes clinicas nas idades avaliadas.

Tabela 1. Pesos médios das aves nos grupos Controle e BS nas idades analisadas

durante o experimento.

Peso médio (g)

Idade das aves

(dias) Controle BS
7 141,00 +13,24 133,18+15,25
14 347,40 +44,38 316,69+47,02
21 686,50 £95,18 704,00 77,40
28 1154,75+86,04 1061,88+111,72

40



35 1600,25+180,73 1595,50 +182,93

* Nao foi aplicado o teste de comparagdo de médias por que o F de interacdo ndo foi
significativo.

Osvalores encontrados da glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT) ou
aspartato amino-transferase (AST) no tecido hepatico dos animais foram, no Grupo
Controle: 80-557 no 7° dia; 50-695 no 14° dia; 162-478 no 21° dia; 125-326 no 28° dia e
259-378 no 35° dia e no grupo BS foram: 141-565 no 7° dia; 58-702 no 14° dia; 107-589
no 21° dia; 121-724 no 28° dia e 163-544 no 35° dia. (Tabela 2). Borsa et al. (2006), por
sua vez, definiram os valores de 259-332, 208-251, 202-325, 126-200 e 162-221para
AST aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias de idade, respectivamente, e Minafra et al. (2008) os
valores de 203-267, 251-375, 253-345 para AST aos 7, 14 e 21 dias de idade,
respectivamente, e concluiram que os niveis da enzima ndo sdo afetados pela idade das
aves, essa conclusdo também é relatado por Saukas et al. (1994) e Fernandez et al.
(1994).

Tabela 2. Niveis médios de AST e ALT nos grupos Controle e BS nas idades

analisadas.
AST (UN) ALT (U/l)

'dad‘(* d?g‘ss)aves CONTROLE BS CONTROLE BS
7 278.94+15977 32014403  29.32+16.03aAB 36,95+14,38aA
14 247,25+280,36 289.68+21455  875+5652bB  29,16+20,62aA
21 369,8+18485 35013+17157 52,73+4196aA  21,88+12,86aB
28 2275546968 38515426182  18.94+539aB  31,15+27.76aA
35 304,86+4554 327.14+129.14 27.33+379aAB  33,52+1396aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Letras
minusculas para linhas e maidsculas para colunas). Foi aplicado o Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Para AST ndo foi aplicado o teste de comparacdo de
médias por que o F de interacdo ndo foi significativo.

Com base nos resultados obtidos para a enzima aspartato amino-transferase, é
possivel verificar que para o soro, os valores foram semelhantes entre 0s grupos e

idades estudadas, reforgando os dados encontrados por Borsa et al. (2006) e (2011).

Lumeij (1997) diz que a distribuicdo da AST varia entre os 0rgdos e espécies
animais. Altas atividades de AST tém sido descritas no figado, musculo estriado
esquelético e cardiaco, cérebro, rins (Hochleithner, 1994), pancreas e eritrocitos
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(Tennant, 1997). Lumeij (1997) afirma que geralmente o aumento nas concentracfes
enzimaéticas ¢ uma medida de lesdo tecidual recente e diminuicdo da funcdo do érgdo. A
Atividade basal da enzima no plasma é geralmente um reflexo do acimulo e da
mudanca sofrida pelo tecido que contém esta enzima. Os valores de AST sdo idade-
dependentes e varia entre as diferentes espécies. Em geral, atividades de AST de
passaros acima de 230 U/l é considerada anormal. Moraes (2004) realizou um ensaio
para determinar os valores normais de referéncia de AST em frangos de corte, e

considerou que 175,24 U/l é o minimo e 209U/ 0 maximo.

Neste trabalho os valores encontrados ficaram acima destes ja descritos e
podem sinalizar danos ao tecido hepatico, pois 0 aumento da GOT é um indicativo
bioquimico de alteracdes em hepatdcitos. Contudo, Diaz et al. (1999) utilizaram duas
linhagens de postura comercial com 33 semanas de idade, uma normal e outra com
predisposicdo para o aparecimento da sindrome do figado gorduroso e hemorragico, e
observaram que aguelas com predisposicdo ao aparecimento da sindrome do figado

gorduroso e hemorréagico apresentaram niveis elevados de AST.

Segundo Bush (1991) e Willard et al.(1993) a enzima TGP ou ALT, é o melhor
indicativo de dano hepético em pequenos animais, porém, nem sempre é um fator de
verificacdo deste tipo de alteracdo em aves, portanto, tem valor limitado para o

diagnostico bioquimico nesta espécie animal.

Na analise de alanina aminotransferase os valores encontrados foram: Grupo
controle: 10-53, 4-18, 23-151, 11-30 e 23-35 e no Grupo BS foram: 11-54, 3-68, 6-40,
11-82 e 17-60 no 7°, 14° 21° 28° e 35° dias, respectivamente. Borsa et al. (2006)
definiram valores para ALT no soro de 2-13, 9-22, 14-34, 16-40 e 21-34para aves aos 7,
14, 21, 28 e 35 dias, respectivamente, o que revela resultados divergentes quanto aos
parametros bioguimicos de normalidade para esta enzima no tecido hepético. Todos 0s
valores encontrados no grupo BS e a primeira e a terceira coleta do grupo controle
mantiveram-se acima dos limites superiores considerados normais (Tabela 3), o que
pode indicar possiveis altera¢fes do figado e de seu metabolismo nas aves analisadas. O
aumento de ALT aos 21 dias no grupo controle talvez possa ser explicada pelo

incremento caldrico na racdo, pela mudanga de fase.
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Sheid eHirschberg (1967) afirmaram que a atividade de AST é crescente a
partir do nascimento até os sete dias de idade, permanecendo constante posteriormente.
Nossos resultados contrariam as afirmacdes desses autores, sendo no primeiro dia de
vida dosada a maior atividade sérica dessa enzima. Aos sete dias, ja se notou uma queda
acentuada na atividade enzimatica, que permaneceu até os 43 dias de idade, com
algumas oscilagdes. Ndo houve diferencas significativas entre as atividades enzimaticas

de AST em soros das aves dos dois grupos.

A ALT em pequenos animais é muito util para determinacdo de hepatopatias
(Kramer, 1989). Em frangos de corte Chandraet al.(1983) reportaram elevacao gradual
da atividade de ALT acompanhando a evolucdo de nefrite e envolvimento de outros
6rgdos como figado, intestinos, coracdo e musculatura esquelética. Ahmed et al. (1975)
observaram curva de elevacdo significativa de atividade de ALT em soros de patos
inoculados com virus da hepatite. Porém, em caso de lesdo hepética por histomoniase
em frangos de corte e perus ndo ocorre diferenca em ALT, apenas em AST,
segundoMcdougald e Hansen (1970). Borsa et al. (2011) relataram ndo haver diferenca

significativa para ALT em frangos contaminados por aflatoxina.

Tabela 3. Pesos médios dos figados das aves nos grupos Controle e BS nas idades

analisadas.

Peso médio dos figados(g)

Idade das aves Controle

(dias) BS
7 7,78+1,58 5,96+0,68
14 13,45+2,94 12,76+3,42
21 22,58+3,82 20,43+3,8
28 30,34+4,47 30,17+3,44
35 41,36+7,54 42,02+8,48

*N&o foi aplicado o teste de comparacdo de médias por que o F de interagdo ndo foi
significativo.

Os pesos dos figados (Tabela 3) nos grupos estudados ndo tiveram alteragdo ou
relacdo significante, contudo os figados do grupo BS tiveram modificaces
macroscopicas, tais como: arredondamento e abaloamento dos lobulos, deformacéo pela
compressdo nas costelas, perda da cor caracteristica (tornando-se amarelado) e friavel

(Figura 1), entretanto, ndo foi observado alteragcdes microscopicas relevantes no grupo
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BS em relagédo ao grupo Controle (Figuras 2 e 3). De acordo com Hochleithner (1994)
no caso de doenca hepatica,e comum observar um quadro histolégico normal e valores
bioguimicossignificativamente aumentados, sendo que esta perda da integridade pode
ser observadahistologicamente como um aumento no volume celular, e isso explicaria a

quantidade de vacuolizacdo encontrada nos exames histopatologicos.

Figura 1: Fotografia dos figados de aves : A) Grupo controle. B) Grupo suplementado
com BS.

Segundo Krammer e Hoffmann (1997), o aumento de uma enzima em
particulartambém depende de fatores como o seu padrdo de producdo, padrdo de
liberacdo e depermanéncia no plasma. Enzimas citoplasmaticas sdo liberadas mais
rapidamentedurante a degeneracdo celular, ao passo que enzimas mitocondriais serdo
liberadas maistardiamente, somente ap0s severa lesdo do érgdo.

Moraes (2004) analisando frangos de cortes provenientes de granjas comerciais
com casos de aflatoxicose, também n&o encontrou uma relacao entre os niveis séricos de
AST em relacdo aos escores de lesdes histopatoldgicos encontrados. Apenas que 0S

niveis de aflatoxinas sdo inversamente proporcionais aos de escore das lesoes.
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Figura 2:Fotomicrografias de aves, observar em: A) Grupo controle aos 7 dias,
vacuolizacdo com caracteristica cistica (seta cheia) e condensacdo dos ndcleos (seta
fina). B) Grupo tratado com BS aos 7 dias, vacuolizagdo com caracteristica lipidica
(seta cheia) e poucos nucleos condensados (seta fina). C) Grupo controle aos 14 dias,
com intensa vacuoliza¢do com caracteristica lipidica (seta cheia) e pouca condensacao
dos nucleos (seta fina). D) Grupo tratado com BS aos 14 dias, com intensa
vacuolizagdo com caracteristica lipidica (seta cheia) e poucos nucleos condensados
(seta fina). Aumento de 400x.
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Figura 3:Fotomicrografias dos figados de aves, observar: A) Grupo controle aos 21
dias, com intensa vacuolizacdo com caracteristica lipidica (seta cheia) e condensacao
dos nucleos (seta fina). B) Grupo tratado com BS aos 21 dias, com leve vacuolizagdo
com caracteristica cistica (seta fina). C) Grupo controle aos 28 dias, com intensa
vacuolizagdo com caracteristica lipidica (seta cheia). D) Grupo tratado com BS aos 28
dias, com intensa vacuolizacao (seta cheia) e desarranjo dos corddes sinusoidais (seta
fina). E) Grupo controle aos 35 dias, com intensa vacuolizagdo com caracteristica
cistica (seta cheia) e condensacdo dos nucleos (seta fina). F) Grupo tratado com BS
aos 35 dias, com leve vacuolizacdo com caracteristica lipidica (seta cheia) e
condensacao dos nucleos (seta fina). Aumento de 400x.
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Concluséao

Baseado em nossos resultados podemos concluir que o Butirato de sédio nédo
influenciou nos niveis das enzimas de funcdo hepatica estudadas, contudo o elevado
valor da atividade enzimatica pode ser a indicacdo das lesbes do figado em nivel
macroscopico. Pode-se afirmar também que a dosagem de AST e ALT ndo é um teste

eficiente para deteccdo de lesdo hepatica
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