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RESUMO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a morfometria intestinal,
contagem do numero de células caliciformes, densidade de vilosidades duodenais,
desempenho animal e identificagdo dos transportadores intestinais de glicose (SGLT1 e
GLUT2) no jejuno de codornas japonesas de 1 a 49 dias de idade. A pesquisa foi
realizada no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba. Foram
alojadas 160 codornas japonesas, alimentadas com dieta controle durante todo o periodo
experimental. As aves foram distribuidas em oito gaiolas, com 20 aves, cada gaiola
consistiu em uma unidade experimental. A cada sete dias as aves foram pesadas e onze
aves foram selecionadas de cada gaiola para a colheita de amostras dos trés segmentos
do intestino delgado. Nas amostras preparadas para histologia e microscopia eletrdnica
de varredura, foram determinadas altura de vilosidade, profundidade de cripta e relagéo
vilosidade/cripta e densidade de vilosidades duodenais, respectivamente. A andlise de
transportadores intestinais foi realizada pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real semi-quantitativa (sQPCR). Foi observada reducdo na densidade das
vilosidades duodenais com a idade. A altura de vilosidades e profundidade de criptas no
duodeno, jejuno e ileo apresentaram efeito quadratico (p<0,001) com a idade. Na
contagem de células caliciformes, foi observado efeito quadratico (P<0,001) no
duodeno e ileo e efeito linear crescente no jejuno (P<0,001) em fungdo das idades
avaliadas. As taxas de desenvolvimento intestinal foram diferentes entre os segmentos
intestinais, sendo mais intensa no duodeno. Houve desenvolvimento da mucosa até o
41°, 40°, e 45° dia, no duodeno, jejuno e ileo, respectivamente. O numero de células
caliciformes é maior no ileo. A expressdo dos genes SGLT1 e GLUT2 no jejuno de

codornas japonesas apresentaram variagdo em funcéo da idade.

Palavras-chave: coturnicultura, células caliciformes, intestino delgado, transportador

intestinal
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ABSTRACT

This study evaluated the morphometry, morphology, intestinal villus density and the
presence of glucose transporters in the small intestine of Japanese quails from hatch to
49 days of age. A hundred and sixty Japanese quails were distributed into 8 cages (20
birds/cage) and were fed corn-soybean meal diet. The birds were weighed at 1, 7, 14,
21, 28, 35, 42 and 49 days of age and 6 birds were randomly chosen for sampling.
Duodenum, jejunum and ileum samples were taken and processed for light microscopy
and scanning electron microscopy. Villus height, crypt depth, goblet cell counts and
density of intestinal villi were assessed. Body weight increased linearly. There was a
quadratic effect on villus height and crypt depth in duodenum, jejunum and ileum
according to age. Goblet cell counts increased with age in the ileum. The development
of the intestinal mucosa was different between segments and ages, with different
intensities. The mucosa developed until 41, 40, and 45 days in the duodenum, jejunum,
and ileum, respectively. This is the first report on the mRNA expression of glucose
transporters (SGLT1 and GLUT2) in the jejunum of Japanese quails. SGLT1 and
GLUT2 mRNA expression was affected by age.

Keywords: intestinal morphology, intestinal transporter, quail production
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1. INTRODUCAO

A criacdo de codornas para fins de producéo destaca-se na avicultura por ser de
alta qualidade e de facil manejo. Fatores como pequena exigéncia de espaco de criacao,
elevada vida produtiva, baixo consumo de ragdo, pequeno intervalo de geracéo,
maturidade sexual precoce, alta taxa de crescimento inicial, alta taxa de postura e
principalmente o rapido retorno do capital investido, favorecem a caracterizacdo da
codorna como uma ave excelente, tanto para instituicbes de pesquisa como para
producdo em diferentes regides (Araljo et al.; Costa et al., 2007).

A coturnicultura é uma atividade alternativa para pequenos produtores.
Entretanto, em funcdo do potencial para a producéo de ovos, a exploracdo comercial de
codornas cresceu, encontrando-se em constante expansdo (Murakami & Garcia, 2006).

Com os altos indices produtivos alcangados pelo setor avicola, sdo necessarias
constantes pesquisas voltadas para a area de digestdo e absorcdo de nutrientes. As
pesquisas a fim de avaliar o efeito da nutricdo sobre potenciais alteracdes na morfologia
do trato gastrointestinal de aves apds a eclosdo sdo principalmente realizadas com
frangos de corte e poedeiras. No entanto, especificamente em codornas, existe a
necessidade de ampliar as pesquisas envolvendo tanto os conhecimentos basicos sobre a
morfofisiologia intestinal, incluindo descri¢cdo anatomo-histolégica pos-eclosdo, quanto
a caracterizacdo de transportadores intestinais ao longo das diferentes fases do
desenvolvimento animal.

O periodo pos-eclosdo é considerado critico para o para o desenvolvimento do
trato gastrintestinal das aves. Nos primeiros dias apds a eclosdo, ha um intenso
desenvolvimento morfolégico e funcional, com progressivo aumento na area de
absorcdo e secrecdo de enzimas pancreéticas, além da rapida transicdo no suprimento da
energia, a qual antes era fornecida por nutrientes presentes no saco vitelinico e passa a
ser fornecida por uma dieta exdgena, rica em carboidratos e proteinas. Observa-se
também, um aumento no desenvolvimento e nimero dos enterdcitos, responsaveis pela
absorcdo dos nutrientes (Sklan, 2001; Maiorka et al., 2002), sendo o crescimento do
intestino delgado mais rapido do que o crescimento do restante do corpo (Dibner et al.,
1998). Dessa forma, quanto antes os pintainhos alcangarem sua capacidade funcional,
mais cedo poderdo utilizar os nutrientes presentes na dieta, crescer eficientemente e

demonstrar seu potencial genético, resistir a infec¢des e a doengas metabdlicas.
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A fisiologia intestinal tem sido abordada por pesquisas relacionadas aos
transportadores intestinais, com o intuito de aprofundar o conhecimento do
envolvimento desses em respostas as manipulagdes dietéticas e na nutricdo das aves, em
busca de melhores resultados sobre o desempenho animal. Em face do potencial das
codornas e de seu papel estratégico como produtoras de proteina animal para o consumo
humano, a compreensdao dos mecanismos fisioldgicos e biofisicos de transporte e
absorcdo de nutrientes é fundamental para auxiliar no manejo alimentar e nutricional
das aves.

Objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar o desenvolvimento da mucosa
intestinal de codornas japonesas de 1 a 49 dias de idade, através do estudo da
morfometria do trato gastrointestinal, quantificacdo de células caliciformes, densidade
de vilosidades duodenais e a expressdo dos transportadores intestinais de glicose
(SGLT1 e GLUT2).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Coturnicultura

A coturnicultura, setor da avicultura destinado a criagdo de codornas para
producdo de ovos e carne, visa a producdo de proteina de origem animal a custo
reduzido, sendo que o sucesso da criacdo depende de varios fatores incluindo
melhoramento, controle sanitario, manejo e alimentag&o.

As codornas sdo originarias do norte da Africa, da Europa e da Asia,
pertencendo a familia dos Fasianideos (Fhasianidae), subfamilia dos Perdicinidae e
Género Coturnix (Pinto et al., 2002). De acordo com Silva (2007), para fins
econémicos, as codornas sdo subdivididas geograficamente em dois grupos: o grupo
asiatico e o grupo europeu. O primeiro é representado pelas codornas japonesas, que Sao
aves de pequeno porte e com alta producdo de ovos. O segundo € composto por aves
melhoradas geneticamente para a producdo tanto de carne como de ovos, porém o
ultimo em menor quantidade quando comparados com as codornas japonesas.

Os primeiros dados histéricos sobre a procedéncia da codorna selvagem
europeia (Coturnix coturnix coturnix) datam do século XII. No entanto, sugere-se que
esta ave foi introduzida no Japao no século XI, a partir da China, via Coréia. A criacdo
de codornas com a finalidade para producdo de ovos e carne teve inicio em 1910, por
meio dos japoneses e chineses, que, através de VAarios cruzamentos entre espécies
selvagens, obtiveram a codorna japonesa (Murakami & Ariki, 1998).

A producdo de codornas vem aumentando de maneira consideravel, desde sua
implantagcdo como atividade econdmica, em virtude do consumo em larga escala de
carne e ovos por varios paises do mundo, principalmente China, Japéo, Brasil, Franca e
Espanha (Minvielle, 2004). No Brasil, a criacdo de codornas iniciou-se por meio dos
imigrantes, que importaram as primeiras aves do continente europeu, na primeira
metade do século passado. No entanto, a coturnicultura expandiu-se mais no Brasil em
1989, quando uma grande empresa do setor avicola implantou o primeiro criatorio na
regido sul do pais (Silva & Costa, 2009). A criacdo de codornas destinada a produgéo de
carne e ovos tem se desenvolvido de forma expressiva no pais, sendo uma boa
alternativa para obtencdo de produtos de alta qualidade nutricional para a populagédo
(Mori et al., 2005). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE, o efetivo de codornas no Brasil em 2012 foi de 16.436.164 cabecas, registrando

um aumento de 5,58% em relagéo ao ano de 2011. A producdo de ovos de codorna foi



84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

de 284,97 milhdes de dazias, com aumento de 9,43% em relacdo ao ano anterior (IBGE,
2012).

No entanto no nosso pais, 0 aumento da coturnicultura tem encontrado
dificuldades para a exploracdo e maximizacdo da producdo. Uma dessas dificuldades é a
falta de estudo do potencial produtivo sobre os principais grupos genéticos disponiveis
(Teixeira et al., 2013). Para a obtencdo de materiais genéticos de qualidade, se faz
necessario a implantacdo de programas de melhoramento genéticos bem
fundamentados, embasados em parametros genéticos precisos (Dionello et al., 2008).

A indastria mundial de ovos esta primariamente ligada a producdo de ovos de
galinha. No entanto, os ovos de codorna tém obtido cada vez mais espaco no mercado
consumidor, seja de forma in natura ou em conserva. Ovos de codorna sdo bastante
nutritivos, minerais (ferro, potassio, fosforo, cobre e cloro), gordura (lipideos,
fosfolipidios e esterois), proteina (ovoalbumina, ovomucoide e ovoglobina) e vitaminas
(A, D, E e H, niacina, vitaminas do grupo B e vitamina C) (Fabichak, 2005).

O inicio da postura das codornas ocorre por volta de 38 a 42 dias e, apesar de
apresentarem ciclo reprodutivo pequeno, sua postura é regular. A taxa de producédo
média anual ¢ em torno de 250 a 300 ovos/ave. As fémeas sdo ligeiramente mais
pesadas, quando comparadas aos machos, em virtude do maior desenvolvimento do
aparelho reprodutivo, o qual pode chegar até 10% do seu peso vivo (Albino & Barreto,
2003).

2.2. Desenvolvimento da mucosa intestinal

O intestino delgado é o principal 6rgdo onde ocorre digestdo e absorcdo de
nutrientes. Apesar de encontrar-se anatomicamente completo em aves logo apds a
eclosdo, a capacidade funcional de digestdo e absorcdo de nutrientes do trato
gastrointestinal (TGI) ainda esta imatura (Maiorka et al., 2002). Assim, quanto antes 0s
pintainhos alcangarem sua capacidade funcional, mais cedo podera utilizar os nutrientes
presentes na dieta, crescer eficientemente e demonstrar seu potencial genético.

A maturidade do trato gastrointestinal leva ao aumento do peso do intestino
delgado, ocorrendo em uma velocidade maior do que o peso corporal, fato este
observado desde o terco final da incubacdo (Maiorka et al., 2000). O peso e o
comprimento do intestino delgado aumentam em taxas diferentes entre os seus

segmentos intestinais (Noy & Skan, 1999).
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Imediatamente apos a eclosdo, as aves utilizam suas limitadas reservas corporais
para conseguir um rapido desenvolvimento fisico e funcional do trato gastrintestinal, a
fim de desenvolver a capacidade de digerir alimentos e assimilar nutrientes (Uni &
Ferket, 2004). Nos primeiros dias de vida, os segmentos do TGI sofrem transicdo
metabolica e fisiologica em funcdo da troca da alimentacdo dos nutrientes do saco
vitelinico, com alto teor gordura, para um alimento exdgeno, com alto teor de
carboidratos e proteinas (Nitsan, 1995; Uni & Ferket, 2004).

O bom desempenho das aves depende da adequada obtencdo de energia e
compostos quimicos. No entanto, para que isso ocorra, 0 sistema digestorio deve
apresentar caracteristicas estruturais que possibilitem a ingestdo e a passagem do
alimento pelo trato gastrointestinal, as alteracGes fisicas e quimicas do alimento e a
absorcédo dos produtos resultantes da digestédo (Boleli et al., 2002). O crescimento inicial
da ave pode ser influenciado pela gquantidade de saco vitelino residual, qualidade e
quantidade de alimento fornecido na dieta, agua, nivel de enzimas pancreaticas e
intestinais, area de superficie do trato gastrintestinal, transportadores de nutrientes e
sobretudo, pela digestibilidade dos nutrientes (Dibner et al., 1998).

O intestino delgado é dividido em trés segmentos: duodeno, jejuno e ileo. O
duodeno é facilmente distinguido das demais regides do intestino pela posi¢do do
pancreas, o qual se encontra situado entre as por¢fes ascendente e descendente da alga
duodenal, e por seu maior diametro. O jejuno € o segmento intestinal mais comprido, e
é marcado pela presenca de pregas jejunais. O ileo é o segmento intestinal continuo ao
jejuno e é delimitado posteriormente pelo ponto de ligagdo com cecos e célon (Boleli et
al., 2002).

De acordo com Vieira (2002), sob o ponto de vista digestivo-absortivo, o
duodeno é um local de mistura de alimento com secrecGes digestivas e alcalinas,
enquanto que o jejuno € o local em que a maior parte da digestdo-absorcao ocorre. Apds
a digestdo de amido, os monossacarideos livres sdo absorvidos por processo de
transporte ativo dependente de sédio, como no caso da glicose e galactose, ou entdo por
difusdo facilitada, como no caso da frutose e pentose. Em relacdo a digestdo de
proteinas, a hidrélise dos aminoacidos ainda se encontra incompleta no duodeno,
portanto, a absor¢cdo € minima, enquanto grande parte de carreadores ou transportadores
de membrana estdo localizados no ileo, implicando ser esse o local de maior absorgédo
de aminoéacidos (Rutz, 2002).
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A parede do lIimen intestinal é composta por pregas microscopicas denominadas
de vilosidades, que proporcionam aumento na superficie interna do O6rgdo e,
consequentemente, da area de digestdo e absorcdo (Maiorka et al., 2002). As
vilosidades, por sua vez, sdo revestidas por epitélio simples constituido por trés tipos
celulares estruturais: enterocitos, células enteroendocrinas e células caliciformes. Os
enterocitos respondem pela digestéo final do alimento e pelo transporte transepitelial
dos nutrientes a partir do lamen e para o limen (Boleli et al., 2002).

As células enteroenddcrinas sédo produtoras de hormdnios peptidicos como a
gastrina, colecistoquinina, secretina e polipeptideo inibidor gastrico, substancias que
participam da digestdo, absorcdo e utilizacdo dos nutrientes. As células caliciformes
secretam glicoproteinas, que tem a funcdo de proteger o epitélio intestinal da acdo de
enzimas digestivas e efeitos abrasivos da digesta (Boleli et al., 2002). O muco é uma
glicoproteina insoldvel em agua, com funcdo protetora contra a acdo mecanica que
ocorre durante o processo de digestdo e lubrificante sobre alimentos sélidos. A camada
de muco tem papel importante também na protecdo contra infec¢Bes, pois funciona
como barreira protetora que impedindo contato direto de microorganismos com as
células epiteliais (Maiorka, 2001).

O desenvolvimento da mucosa intestinal € decorrente de dois eventos citoldgicos
primarios: renovacdo celular (proliferacdo e diferenciacdo), resultante das divisdes
mitoticas sofridas por células pluripotentes localizadas na cripta e ao longo das
vilosidades, e perda (extrusdo) de células por descamacao, que ocorre naturalmente no
apice dos vilos (Uni et al., 1999; Uni et al., 2000). O equilibrio entre esses processos
promove o “turnover” celular, ou seja, taxa de renovacdo celular; quando a taxa
permanece constante € também estavel a capacidade de digestdo e de absorcao intestinal
(Uni et al., 1998). No entanto, se houver aumento na taxa de proliferacdo celular
concomitante a auséncia, diminuicdo ou manutencdo da taxa de extrusdo, havera
aumento no namero de células e, consequentemente, observa-se aumento na altura e
densidade das vilosidades intestinais, resultando em maior taxa de absor¢éo (Maiorka,
2001; Furlan et al., 2004). Por outro lado, caso ocorra aumento na taxa de extruséo,
havera reducdo no tamanho do vilo e ocorrera aumento na producédo de células da cripta,
com consequente aumento na profundidade de cripta (Maiorka, 2001; Furlan et al.,
2004). A manutencdo da mucosa intestinal, em condic¢Oes fisiologicas normais, tem
custo energético elevado e estudos em perus mostram que até 60% da energia total do

neonato é direcionada para maturacdo e crescimento do tecido intestinal (Fan et al.,
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1997). O custo é ainda mais elevado em condic¢des de aumento da extrusdo por doenca
porque, além da reducdo da quantidade de substrato digerido e absorvido, ha ainda o
custo da restauracdo do epitélio intestinal.

A manutencdo da mucosa intestinal, em condic¢des fisiologicas normais, tem
custo energéetico elevado para o frango. Segundo McBride & Kelly (1990), a
manutencdo do epitélio intestinal e estruturas de suporte anexas corresponde a cerca de
20% da energia bruta consumida pelo animal, além da reducdo da quantidade de

substrato digerido e absorvido, ha ainda o custo da restauracdo do epitélio intestinal.

2.3. Transporte de nutrientes

Os mecanismos que envolvem transporte de nutrientes em aves selvagens, ainda
ndo estdo bem definidos. Estudos relacionados a absorcdo da glicose e aminoacidos em
frangos de corte indicam que ocorrem por meio de um transporte mediado por uma
proteina transportadora (Garcia-Amado et al., 2005).

A glicose é um importante monossacarideo na nutricdo e no metabolismo das
aves, visto que € o agucar de circulacdo sanguinea (Vieira, 2002) e a principal fonte de
energia para as células. Seu mecanismo de transporte transmembranar ocorre através de
duas familias de proteinas transportadoras de glicose que carreiam a molécula de glicose
pela bicamada lipidica: a familia dos co-transportadores de sddio e glicose (SGLTS),
localizada na borda em escova dos enterécitos e responsavel por transportar a glicose
acoplada ao sodio para o interior do enterdcito, e os transportadores de glicose (GLUT),
presentes na membrana basolateral, responsaveis pela passagem da glicose para a
corrente sanguinea (Aradjo & Martel, 2009).

O mecanismo de absorcdo da molécula de glicose na borda em escova dos
enterdcitos ocorre quando ha a unido de dois ions sodio aos sitios de ligacdo do SGLT1,
estimulando a ligacdo da glicose. Ocorre uma alteragdo na conformacdo da proteina,
resultando na abertura do poro de membrana para o interior da célula e a liberagdo da
molécula de sodio a favor do gradiente de concentracdo. Logo ap0s, ocorre outra
alteracdo conformacional da proteina, com liberagdo da molécula de glicose no interior
da célula. Os niveis de glicose aumentam no interior da célula e esta atravessa a
membrana basolateral dos enterdcitos para a circulacdo sanguinea por meio da difusao
facilitada (Boleli et al., 2002).

Em frangos de corte recém-eclodidos constatou-se uma baixa absorcdo de

glicose, elevando-se com a idade do animal e o consumo de ragdo (Noy & Sklan, 2001).
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A reduzida absorcdo de glicose observada pds-eclosdo pode estar atribuida ao fato de
uma escassa concentracdo de sodio no intestino desses animais necessaria para 0 bom
funcionamento dos co-transportadores de glicose (Sklan, 2003). De acordo com Noy &
Sklan (2000), a utilizacdo de niveis adequados de sédio em dietas para frangos de corte
¢ fundamental para os mecanismos de absor¢do de glicose, uma vez que 0 mecanismo
de absorcao envolve transportadores dependentes de sodio.

Em frangos e poedeiras, transportadores de glicose e diversos transportadores de
aminoacidos ja foram caracterizados (Gilbert et al., 2007). No entanto, em codornas,
foram encontradas poucas pesquisas envolvendo o0s mecanismos de transporte de
nutrientes, nos quais apenas dois estudos foram recuperados. Em um estudo avaliando o
transporte de sddio, Laverty (1997) demonstra que existem vias distintas para a
absorcédo apical de sodio no colon de codornas que sdo dependentes do nivel de sodio
presente no Idmen, incluindo canais de sodio dependentes de amilorida e co-
transportadores de s6dio com substancias organicas (glicose e aminoécidos). Garcia-
Amado et al. (2005) relataram a existéncia de co-transporte de sodio com L-alanina e D-
glicose no jejuno de codornas através de mudancas na corrente de curto circuito (Isc)
utilizando-se camaras de Ussing. O aumento do fluxo de sodio através da membrana,
detectado no estudo, foi interpretado como indicacdo de que ha dependéncia do sddio na
absorcdo de glicose e, portanto, que estd envolvido um transportador dependente de
sodio como o SGLT1. Porém, ndo foram recuperados estudos sobre o transporte
intestinal de glicose em codornas japonesas em que tenha sido avaliada a expressdo da
proteina ou do gene codificador da mesma.

Dessa forma, sdo necessarios ampliar os estudos sobre a morfofisiologia
intestinal em codornas, incluindo pesquisas envolvendo a expressdo de transportadores
intestinais ao longo do desenvolvimento animal, tendo em vista a importancia da
espécie no cenario avicola brasileiro. Estes estudos iniciais poderiam garantir e
respaldar pesquisas mais profundas, no intuito de elucidar os efeitos de fatores
dietéticos e ambientais sobre a expressdo de transportadores intestinais, melhorando a
eficiéncia intestinal como ferramenta para melhoria da eficiéncia produtiva nesta

espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

O experimento foi realizado no médulo de Avicultura do Centro Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba - CCA/UFPB, Areia, Paraiba. As analises laboratoriais
foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia Animal e Biologia Molecular -
CCA/UFPB, Laboratério de Histologia do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia
Animal da UFPB e no Laboratério de Microscopia e Microanalise do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste - CETENE, Recife, Pernambuco. Todos o0s
procedimentos envolvendo animais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais do Centro de Biotecnologia (CEUA-CBiotec) da Universidade Federal da
Paraiba (Protocolo n® 3705/14). O periodo experimental foi de janeiro a marco de 2014,

com uma duracéo de 49 dias.

3.2. Aves
Foram utilizadas 160 codornas japonesas de um dia de idade com peso médio
inicial de 6,9 gramas, distribuidas em 8 baterias de gaiolas de arame galvanizado, com

dimensodes de 70 x 50 x 30 cm.

3.3. Manejo dos animais

O manejo foi realizado diariamente as 08:00h, 15:00h durante todo o periodo
experimental. O fornecimento de agua e racdo ad libitum foi por meio de comedouros e
bebedouros para a fase inicial, substituidos gradativamente por bebedouro tipo nipple e
comedouro tipo calha. A temperatura e ventilagdo foram controladas por meio do
manejo de cortinas presentes nas laterais do galpdo. As aves foram vacinadas contra a
doenca de Newcastle por via oral no 9° dia de criagdo, seguindo as recomendagdes do
fabricante e debicadas aos nove dias de idade. As aves foram vacinadas contra
Newcastle. O programa de luz adotado até o decimo quarto dia foi 24 horas de luz
(natural + artificial), sendo a luz artificial por meio de ldmpadas incandescentes de 40

W e, a partir do 14° dia de idade, apenas luz natural.

3.4. Dieta experimental
A racdo experimental foi formulada de acordo com as recomendac6es de Silva
& Costa (2009).
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Tabela 1. Composicao percentual e quimica das racoes

10

FASES
INGREDIENTES (%) Cria Recria Pré-postura
(1-21 dias) (22-42 dias) (43 dias a 5% de postura)
Milho 7,88% 47,369 54,585 52,023
Farelo de Soja, 45% 46,852 38,837 39,972
Oleo de soja 2,682 3,641 1,870
Calcério 1,372 1,177 4,345
Fosfato Bicalcico 0,840 0,801 0,821
Sal comum 0,557 0,557 0,560
DL-Metionina, 99% 0,135 0,145 0,152
Colina 0,070 0,070 0,070
L-Treonina, 98% -- 0,063 0,063
Premix vitaminico® 0,025 0,025 0,025
Premix mineral® 0,050 0,050 0,050
Antioxidante® 0,010 0,010 0,010
Antimicrobiano* 0,015 0,015 0,015
Coccidiostético® 0,020 0,020 -
Total 100,00 100,00 100,00
Composigéo calculada
Energia metabolizavél, kcal/kg 2900 3050 2800
Proteina Bruta, % 25,000 22,000 22,000
Metionina digestivel, % 0,461 0,438 0,440
Metionina+Cistina Digestivel, % 0,800 0,740 0,800
Lisina digestivel, % 1,294 1,101 1,118
Treonina digestivel, % 0,8635 0,820 0,820
Valina digestivel, % 1,079 0,945 0,945
Triptofano digestivel, % 0,2954 0,252 0,225
Arginina digestivel, % 1,646 1,416 1,430
Isoleucina digestivel, % 1,013 0,876 0,882
Leucina digestivel, % 1,920 1,730 1,707
Célcio, % 0,850 0,750 1,950
Fdsforo disponivel % 0,320 0,300 0,300
Potassio, % 0,994 0,869 0,870
Sédio, % 0,240 0,240 0,240

IPremix vitaminico por kg de ragdo: vit. A - 15.000.000 UlI; vit. D3 - 1.500.000 Ul; vit. E - 15.000 UI; vit. B1 - 2,0 g;
vit. B2 - 4,0 g; vit. B6 - 3,0 g; vit. B12 - 0,015 g; acido nicotinico - 25 g; acido pantoténico - 10 g; vit. K3 - 3,0 g;

acido félico - 1,0 g;

2Premix mineral por kg de ragdo: Mn - 60 g; Fe-80g; Zn-50¢g; Cu-10g; Co-2g; | -1 g; veiculo g.s.p. - 500 g;

3Etoxiquim - 10 g; veiculo g.s.p. - 1.000 g;

4 Bacitracina de Zinco;
SPoulcox
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3.5. Analise de desempenho

Aos 1,7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias de idade dias de idade todas as aves foram

pesadas determinando-se os dados de peso vivo (g).

3.6. Andlise histoldgica

Para a colheita de tecidos dos segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo), as
aves foram eutanasiadas com 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias de idade. Para histologia
de rotina, foram escolhidas, ao acaso, 4 aves de cada idade para a colheita de amostras
(2 cm) da porcéo media de cada um dos trés segmentos do intestino delgado. Os tecidos
foram lavados com agua destilada e fixados em formol a 10% por 24 horas. As amostras
teciduais foram desidratadas em série crescente de alcoois (70, 80, 90 e 100%)
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Em seguida foi realizada a microtomia
semi-seriada com espessura de 5 um.

As laminas foram coradas pelo método de acido periodico-reativo de Schiff
(PAS) e analisadas em microscopia de luz. O estudo morfométrico foi realizado
utilizando-se o sistema analisador de imagens Image J. As varidveis estudadas foram
altura de vilosidade, profundidade de cripta e relacdo vilosidade/cripta. A altura de
vilosidade foi determinada a partir da sua regido basal que coincide com a superficie da
cripta até seu apice, e a profundidade de cripta foi medida a partir da regido de transicédo
vilosidade cripta até sua base. Para cada fragmento intestinal foram digitalizadas 5
fotomicrografias, e em cada fotomicrografia realizada uma mensuracdo (vilosidade e
cripta), perfazendo 20 mensuracdes por animal (4 animais X 5 mensuragdes) e 80 por
idade, para cada variavel e segmento estudado. A relacao vilosidade/cripta foi calculada
a partir da média da altura de vilosidade e profundidade de cripta.

Para a contagem das células caliciformes foi utilizada uma Iamina histoldgica
por animal, sendo digitalizadas 3 fotomicrografias por animal, totalizando 12
fotomicrografias para cada segmento intestinal em cada idade. As células caliciformes
foram contadas ao longo de 1000um lineares de epitélio em cada fotomicrografia,
utilizando o sistema analisador de imagens Motic Image Plus 2.0. Foram obtidas doze
contagens por idade, totalizando 12000um lineares, o que representou o nimero de

repeticdes.

3.7. Densidade de vilosidades duodenais
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Para a avaliacdo da densidade de vilosidades duodenais foram utilizadas
imagens de microscopia eletronica de varredura. Para o processamento dos fragmentos
intestinais a serem avaliados pela técnica de microscopia eletronica de varredura, foram
coletadas amostras do duodeno de 2 aves. Fragmentos de até 2 cm da por¢cdo média do
duodeno, tiveram seu contetdo intestinal removido com o fixador glutaraldeido 2,5%
mais tampdo cacodilato 0,1M. As amostras foram fixadas com o mesmo fixador,
durante 24 horas. Em seguida, foram lavadas por trés vezes consecutivas em tampéo
cacodilato 0,1M, durante 10 minutos, para retirada de todo o fixador; posteriormente, 0s
tecidos foram pos-fixados em solugdo de 6smio 2% e tampédo cacodilato na propor¢éo
de 1:1, durante 1 hora. Posteriormente, as amostras foram novamente lavadas com o
mesmo tampdo por duas vezes e &gua por duas vezes, durante dez minutos cada
lavagem. Em seguida, as amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de
alcool etilico (30, 50, 70, 80, 90 e 100%), 15 minutos em cada concentracdo, sendo que,
na Ultima, as amostras foram lavadas por trés vezes consecutivas, 15 minutos em cada
lavagem. Apds obtencdo do ponto critico de secagem, utilizando CO,, os fragmentos
foram metalizados em ouro e fotografados em microscopio eletronico de varredura
(modelo QUANTA 200 FEG).

A metodologia para avaliar a densidade de vilosidade foi realizada a partir da
contagem do numero de vilosidades existentes em cada imagem de microscopia
eletronica de varredura com aumento de 400x. Para cada um dos dois fragmentos foram
realizadas pelo menos 3 imagens, perfazendo, pelo menos 6 imagens por idade e por
segmento. A area de cada uma das imagens sob o aumento de 400x foi igual de
482.000pm?, sendo assim, os valores obtidos representam o niimero de vilosidade em

uma 4rea de 482.000pum?.

3.8. Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real semi-quantitativo (SQPCR)
3.8.1. Colheita de tecido e extracdo do RNA total

Aos 1, 14, 21, 28, 35 dias de idade, 3 aves de cada idade foram abatidas por
deslocamento cervical e amostras do jejuno de aproximadamente 3 cm foram colhidas
em duplicatas. Os tecidos foram abertos longitudinalmente, separados e lavados em
solugdo salina (NaCl), em seguida foi realizada a coleta do raspado da mucosa do
fragmento com o auxilio de uma lamina de bisturi. O conteido de 20 a 30 mg de
raspado foi colocado em microtubos de 1,5 mL e armazenados a -80 °C até o isolamento
do RNA.
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O RNA total foi extraido por meio do Illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit
(GE Healthcare), de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo e a
qualidade do RNA foram estimados através do espectrofotometro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE), através da absorbancia a 260/280 e 260/230.

3.8.2. Sintese do cDNA e sqPCR

O RNA total foi utilizado para a sintese do cDNA por meio da reacdo de
transcricdo reversa (RT), utilizando-se o kit Affinity Script gPCR cDNA synthesis
(Agilent Technologies), de acordo com as recomendacfes do fabricante. O método de
PCR em tempo real foi realizado utilizando o kit de PCR Brilliant Ill Ultra-Fast
SYBR® QPCR Master Mix (Agilent Technologies) e o termociclador Stratagene
Mx3005P (Agilent Technologies).

Foi utilizado um volume de 5ul do cDNA proveniente da RT, ao qual
acrescentou-se os seguintes componentes: 10 pl do 2xSYBR Green QPCR Master mix;
4 pl de cada primer; 0,3 pl do corante de referéncia diluido; 0,7 pl de agua destilada e
deionizada, com um volume final da reacdo de 20 ul. A reacdo em cadeia da polimerase
foi realizada sob as seguintes condic@es: 95 °C por 3 min (1 ciclo), 95 ° C durante 15 s,
e 60 ° C durante 20 segundos (40 ciclos), 95 ° C por 1 min, 55 °C durante 30 segundos,
e 95 ° C durante 30 segundos (1 ciclo). Foram utilizados os iniciadores para 0s genes
SGLT1, GLUT?2 e beta-actina descritos para frangos de corte, apresentados na Tabela 2.
A abundéncia relativa do mRNA de SGLT1 e de GLUT2 foi determinada usando o
método 2*“Ct (Pfaffl, 2001), os valores de Ct de cada amostra foi padronizada para o
MRNA de B-actina.
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Tabela 2. Genes em estudo, identificacdo da sequéncia de referéncia no GenBank e
sequéncia dos primes utilizados na sqPCR.

Gene (Nome) GenBank ID | Primer Direto/ Primer Reverso

SGLT1 (co- XM_415247 | 5> GCCATGGCCAGGGCTTA 3’/

transportador de sodio 5’CAATAACCTGATCTGTGCACCAGTA 3’

e glicose)

GLUT2 (proteina 222932 5> CACACTATGGGCGCATGCT 3°/

transportadora de 5> ATTGTCCCTGGAGGTGTTGGTG 3°

glicose 2)

B-actina x00182.1 5 ACCACTGGCATTGTCATGGACTCT 3/
5> TCCTTGATGTCACGGACGATTTCC 3’

3.9. Anélise estatistica

Os resultados de morfometria intestinal foram submetidos a analise de variancia
pelo PROC GLM (General Linear Models) do programa Statistical Analysis System
(SAS Institute, 2011). Posteriormente, os efeitos das idades foram estimados por meio
de analise das varidveis pelo modelo de regressdo. Altura de vilosidades entre
segmentos intestinais por idade foram submetidos a analise de variancia e as medias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, os dados de
vilosidade duodenal por éarea utilizando-se o Teste de Mann-Whitney através do
programa GraphPad Prism 5.0. Os dados de sqPCR foram avaliados por anélise

descritiva.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao peso vivo das aves nas diferentes fases estdo
apresentados na Tabela 3. O peso vivo aumentou (P<0,001) de forma linear crescente

nas diferentes idades de criacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Médias de peso vivo (g) de codornas japonesas em funcéo da idade.

PARAMETRO IDADES (dias)
1 7 14 21 28 35 42 49 CV% ER P
Peso (g) 6,91 26,10 56,03 89,08 11558 129,49 141,00 14529 247 L* 0,001

Y = 3,0765x + 12,927 (R?2 = 0,9512); CV= coeficiente de variagdo; L*=linear; R? =coeficiente de determinacéo
P=significancia.

O peso vivo das aves nas respectivas fases de criagcdo esta dentro do esperado;
numericamente, as aves quadriplicaram seu peso corporeo em uma semana. Segundo
Silva & Costa (2009), codornas japonesas apresentam pesos vivos aproximados de 5,
17, 36 e 64, 88 e 105 g, respectivamente, aos um, cinco, dez, quinze, vinte e dois e trinta
e um dias de idade. Sugere-se esta diferenca no peso das aves em razdo da variabilidade
genética existente e métodos de criag&o.

Os resultados referentes as médias da morfometria intestinal e contagem de
células caliciformes encontram-se na Tabela 4. Houve aumento da altura das
vilosidades, profundidade de cripta e na contagem do namero de células caliciformes no

intestino delgado de codornas japonesas com a idade (Tabela 4).
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Tabela 4. Morfometria e contagem de células caliciformes do intestino delgado de
codornas japonesas em fungdo da idade.

Variaveis Idade (dias)
Altura de 7 14 21 28 35 42 49 CV% ER P
vilosidade (um)
IDuodeno 561,81 59546 757,02 800,72 846,33 901,43 858,27 7,09 Q* 0,001
2Jejuno 416,07 459,27 511,37 544,75 561,69 568,16 57899 6,42 Q* 0,001
%fleo 271,88 303,94 35251 363,50 382,74 407,78 41442 10,16 Q* 0,001
Profundidade de
Cripta (um)
*Duodeno 46,31 54,70 57,64 57,82 61,93 60,02 60,85 821 Q* 0,001
%Jejuno 36,39 48,45 52,314 52,86 53,27 52,16 52,68 951 Q* 0,001
®fleo 32,75 35,19 38,31 44,40 45,97 47,01 48,34 7,14  Q* 0,001
Relagéo
Vilosidade:Cripta
Duodeno 12,21 10,928 13,23 13,93 13,87 14,34 14,18 1446 NS 0,001
7Jejuno 11,52 9,56 9,86 10,42 10,57 10,98 11,06 1143 Q* 0,001
fleo 8,33 8,64 9,25 8,20 8,36 11,40 8,61 12,17 NS 0,001
Células
Caliciformes (n)
Duodeno 34,08 425 42,75 50,5 42,67 58,25 47,00 16,54 Q* 0,001
®Jejuno 47,00 51,42 50,33 64,83 53,17 86,17 58,17 23,86 L* 0,001
Yfleo 4825 5025 57,00 69,83 6908 7908 7792 1256 Q* 0,001

1Y=298,48+ 28,294x -0,3441x*(R2=0,9626); 2Y¥=287,96+ 14,355x - 0,1774x* (R2= 0,9658); 3Y=181,62+ 10,035x -
0,1112x2 (R2= 0,9661); 4Y= 40,931+ 1,0363x -0,0132x* (R2= 0,9319); 5¥= 29,719 + 1,4191x -0,0201x* (R2 =
0,8905); 6= 26,99 +0,7382x - 0,0061x*(R2 = 0,9713); 7¥=233,59 - 2,482x +0,0482x? (R2= 0,471); 8¥=21,707+
1,5329x-0,02x% (R? 0,8214); 9Y=25,327+ 2,0333x-0,0248x> (R? = 0,6697); 10¥=30,522+ 1,7308x-0,0153x> (R? =
0,9561); CV= coeficiente de variagdo; Q*=quadratico; L*= linear; NS = ndo significativo; R? = coeficiente de
determinacéo; P= significancia.

A eclosdo, os enterdcitos e as vilosidades encontram-se pouco desenvolvidas e
poucas criptas sdo observadas, porém estas estruturas aumentam em quantidade e
tamanho, proliferam-rapidamente nos primeiros dias pos-eclosdo em frangos de corte
(Geyra et al., 2001), dados corroborados pelos encontrados no presente estudo. O
desenvolvimento e maturacdo intestinal pos-eclosdo foram estudadas por diversos
autores (Uni et al, 1995., Uni et al., 1998., Uni et al., 1999) devido a importancia
econdmica para aves comerciais, como também a pesquisas voltadas para a nutri¢éo.

Os resultados histologicos indicam méximo desenvolvimento das vilosidades
intestinais por volta da sexta semana de vida, com tendéncia a estabilizacdo com o
avancar da idade, sendo, portanto um fator importante para melhor aproveitamento dos
nutrientes presentes na dieta nesta fase. Segundo Geyra et al. (2001), uma das principais
modificagbes no desenvolvimento da mucosa das aves pos- eclosdo é descrita
inicialmente pelo fato de que as células presentes nas vilosidades possuem alta
capacidade mit6tica, a qual é reduzida com o passar da idade da ave. Esse processo de

mitose celular desempenha importante fungdo na hiperplasia pds-eclosdo, enquanto que
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a reducéo dessa atividade mitdtica das células observadas nas vilosidades com o passar
da idade é compensada através do crescimento em tamanho e largura das criptas.

Os dados referentes a altura dos vilos estdo apresentados na Figura 1, na analise
de regressdo observou-se efeito quadratico (P<0,001) para os valores de altura de

vilosidades em todos 0s segmentos do intestino delgado.

1000 7 AVD=-0,3441x% + 28,294x + 298,48 (R? = 0,9626)
900 | AVI=-01774x +14,355x + 287,96 (R? = 0,9658)
= AVI= -0,1112x* + 10,035x + 181,62 (R? = 0,9661)
S 800 -
N—r
o 700 -
3
- 600 -
K%
O 500 -
>
o 400 -
o
© 300 -
=}
g 200 @ Duodeno Jejuno Alileo
100 -
0 T T T T T T 1
0 7 14 21 28 35 42 49
Idade (dias)

Figura 1. Altura de vilosidade do duodeno, jejuno e ileo de codornas japonesas em
funcdo da idade

Uni et al. (1998), ao avaliarem o desenvolvimento pds-eclosdo da mucosa do
intestino delgado de frangos de corte, constataram que o desenvolvimento completo das
vilosidades duodenais ocorreu até os sete dias de idade; enquanto que os vilos do jejuno
e ileo, continuou até aos 14 dias. Esses achados diferem dos resultados obtidos neste
estudo, nos quais indicam que o desenvolvimento do duodeno esta completo aos 41 dias
pos-eclosdo, enquanto foi observado um crescimento das vilosidades no jejuno e ileo até
40 e 45 dias, respectivamente, apés esta idade tendem a estabilizacdo, com provavel
equilibrio na taxa de renovagdo celular (Tabela 4 e Figura 2). Murakami et al. (2007)
observaram que o desenvolvimento do duodeno completou-se aos 21 dias e houve
crescimento gradual do jejuno e ileo até os 41 dias, dados observados em frangos de
corte.

Os dados referentes as média da altura dos vilos entre 0s segmentos do intestino

delgado estéo apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Médias de altura de vilosidades (um) do duodeno, jejuno e ileo de codornas
japonesas em diferentes idades. Letras minlsculas iguais indicam auséncia de
significancia ao nivel de 5% (teste Tukey) entre segmentos na mesma idade.

O estudo morfométrico dos segmentos intestinais indicou maior
desenvolvimento das vilosidades duodenais, seguido por jejuno e ileo, indicando
diferenca entre a altura das vilosidades entre os trés segmentos do intestino delgado em
aves a partir dos 7 dias de idade (Figura 2). Ao comparar 0s trés segmentos, pode-se
observar maior desenvolvimento da vilosidade do duodeno em relagcdo ao ileo, o que
estd em consonancia com os resultados obtidos por Uni (1999), Kondo (2003) e
Sakamoto (2005) em frangos de corte. Esse maior desenvolvimento pode ser atribuido,
segundo Maiorka et al. (2002), ao fato de ser o duodeno o segmento de mais rapida
renovacdo celular e, ainda, por ser o primeiro segmento do intestino delgado a receber
estimulos fisicos, quimicos e hormonais desencadeados pela presenca da dieta no
[Umen.

No presente estudo, as aves foram mantidas em situacdo de termoneutralidade
recebendo racdo ad libitum durante toda o periodo experimental. A presenca do
alimento no intestino atua como efeito trofico para o desenvolvimento da mucosa
intestinal e em ambiente com temperaturas elevadas as aves reduzem o consumo de

racdo, prejudicando também a morfologia intestinal (Maiorka, 2001). Na presenga de
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nutrientes a capacidade de absorcdo do segmento sera diretamente proporcional ao
tamanho dos vilos e area de superficie disponivel para a absor¢do (Macari, 1999).
Assim, aves expostas a estresse como 0 jejum por um longo periodo e temperaturas
elevadas no ambiente de criacdo apresentardo mudangas na composicdo e quantidade do
muco e alteragdes bruscas na morfometria intestinal.

Foi observado efeito quadratico (P<0,001) para os valores de profundidade de
cripta em todos os segmentos do intestino delgado (Figura 3), sendo o ponto maximo
para a profundidade de cripta aos 39, 35 e 49 dias para duodeno, jejuno e ileo,
respectivamente. Embora as criptas intestinais sejam pequenas e rudimentares e
somente uma cripta por vilo seja observada a eclosdo, o nimero destas estruturas
aumenta rapidamente logo apds a eclosdo em frangos de corte (Uni et al., 1995; Noy &
Sklan, 1997; Uni et al., 1999; Geyra et al., 2001).

Uni et al. (1995) verificaram aumento da profundidade da cripta até os 10 dias
de idade em poedeiras leves (Lohmann), mas isso ndo ocorreu no ileo de frangos de
corte (Arbor Acres). Vale ressaltar que os animais foram avaliados até os 10 dias de
idade e ndo foi feita a analise de regressdo, portanto, ndo ha estimativa de crescimento

posterior.
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Figura 3. Profundidade de cripta do duodeno, jejuno e ileo de codornas japonesas em
funcdo da idade.

N&o houve efeito significativo (P>0,001) da idade sobre a relacdo
vilosidade/cripta do duodeno e do ileo (Tabela 4). No jejuno, a relacdo vilosidade/cripta
apresentou efeito quadratico (P<0,001), estimando-se menor relacdo com 14 dias de
idade (Figura 4).

A relacdo desejavel entre vilosidades e criptas intestinais ocorre quando as
vilosidades se apresentam altas e as criptas rasas, ou seja, quanto maior relacdo altura de
vilosidade/profundidade de cripta, melhor sera a absorcéo de nutrientes e menores serdo

as perdas energéticas com a renovacao celular (Li, 1991; Nabuus, 1995).
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Figura 4. Relacdo vilosidade/cripta do jejuno de codornas japonesas em funcdo da
idade.

Os dados referentes ao numero de células caliciformes nos trés segmentos do
intestino delgado de codornas estdo representados na Figura 5. O numero de células
caliciformes no duodeno e ileo apresentou efeito quadratico (P<0,001) e efeito linear
crescente no jejuno (P<0,001) nas diferentes idades avaliadas (Figura 5).

Neste estudo houve aumento do ndmero de células caliciformes entre os
segmentos intestinais. O ndmero de células caliciformes aumentou até 38 dias, no
duodeno. O ileo foi apresentou maior nimero destas células, corroborando estudos
anteriores em frangos de corte (Uni et al., 2003). Talvez por este segmento estrar mais
préximo do ceco e este por sua vez ser a regido mais colonizada por microrganismos e

muitos deles patogénicos, e 0 muco ser uma barreira de defesa do organismo.
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Figura 5. Contagem de células caliciformes no duodeno, jejuno e ileo de codornas
japonesas em funcéo da idade.

Uni et al. (2003) avaliaram as células epiteliais durante o terco final da
incubacdo e 7 dias pds-eclosdo para determinacdo dos tipos de células caliciformes
presentes no intestino delgado de frangos. Os autores observaram um rapido aumento
no numero de células caliciformes por area, no duodeno, no entanto, 0 aumento da
densidade das células caliciformes foi maior no jejuno e ileo, chegando a 50% e 150%
no jejuno e ileo respectivamente no final da incubacdo e continuando pds-eclosdo.
Segundo os autores, camada de muco é um componente estrutural do trato
gastrointestinal, possui a fungdo de protecdo, lubrificacdo e transporte entre o contetdo
luminal e celular, dessa forma, a ontogenia das células caliciformes é uma parte
importante dos estudos no desenvolvimento intestinal.

De acordo com Ozaydin & Celik (2012) o numero de células caliciformes
aumenta no sentido distal dos segmentos intestinais, esses dados séo corroborados com
0 presente estudo.

Os resultados de densidade de vilos no duodeno aos 1, 7, 14, 21, 28 e 42 dias

dias de idade esté&o apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Médias de densidade de vilosidades duodenais de codornas japonesas em
funcdo da idade. Letras mindsculas iguais indicam auséncia de significancia ao nivel de
5% (teste Tukey) entre segmentos na mesma idade.

Observou-se que as aves com um dia de idade apresentaram maior densidade de
vilosidades (p<0,005). Foi observado que densidade de vilosidades é maior momentos
pos-eclosdo, diminuindo posteriormente. Isso € supostamente devido a um processo de
proliferacdo muito intenso, caracterizado por hiperplasia celular e ndo hipertrofia
celular, conforme descrito em frangos e poedeiras (Uni et al., 1996). Pode-se sugerir
que, a partir de 7 dias de idade, as aves ja apresentavam um numero definido de
vilosidades por area do intestino delgado. Yamauchi e Isshiki (1991) relataram que a
densidade de vilosidades ¢é diferente nas varias por¢oes intestinais (duodeno, jejuno e
ileo) e 0 nimero vilosidades/area é reduzido em funcédo da idade, sendo observado uma
maior reducdo em frangos de corte do que em poedeiras. Apesar de ocorrer diminuigdo
no namero de vilosidades do primeiro ao 30° dia de idade em aves, ha aumento nas
dimens@es das vilosidades duodenais, 0 que compensaria a capacidade de absorgéo.
Aparentemente, 0 mesmo padrdo de frangos de corte foi apresentado nas codornas do
presente estudo.

Estudos anteriores referentes a morfologia macro e microscopica do intestino
delgado de codornas japonesas apresentaram dados descritivos (Ahmad et al., 2012) ou
se referem & fase de producdo (Lemos et al., 2013). O presente estudo contribui no
sentido de apresentar dados referentes a histomorfometria dos segmentos do intestino

delgado de codornas japonesas desde a ecloséo até 49 dias de idade.
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601 Na Figura 7 estdo apresentadas eletromicrografias do duodeno de codornas em
602  diferentes idades.
603

604
605

606  Figura 7. Eletromicrografias de varredura da superficie da mucosa do duodeno de
607 codornas em diferentes idades. A. 1 dia; B. 7 dias; C. 14 dias; D. 21 dias; E. 28 dias; F.
608 42 dias.

609

610 Observou-se que, no primeiro dia ap6s a eclosdo, as vilosidades intestinais do
611 duodeno das aves apresentaram-se uniformes, com algumas vilosidades apresentando
612  superficie apical lisa, no entanto outras com presenca de poros. Yamauchi e Isshiki
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(1991) avaliaram partes de vilosidades e revelaram superficies lisas e outras com varios
poros de células caliciformes e fendas. A partir dos 7 dias as vilosidades apresentaram-
se mais esparsas e com o formato de folha.

O resultado referente a expressdo de SGLT1 E GLUT2 no jejuno codornas aos 1,
14, 21, 28 e 35 dias de idade estdo apresentados na Figura 8. Nota-se que a expressao
relativa de SGLT1 é bem maior que a expressao relativa de GLUTZ2, exceto com 1 e 28
dias de idade.

Foram encontradas diferencas na expressao de mMRNA do gene SGLT1 e GLUT2
entre as idades avaliadas. Observou-se aumento expressivo na abundancia do mRNA
dos dois genes até os 14 dias de idade, declinando aos 21 dias e apresentando tendéncia
ao aumento até aos 35 dias.

Para dar suporte ao seu crescimento, as aves necessitam adquirir rapida
capacidade de absorver nutrientes externos (Jin et al., 1998). De acordo com
Sulistiyanto et al. (1999), em frangos, logo apds a eclosdo, a captacdo de glicose é
baixa, aumentando gradativamente com a idade da ave, sugerindo que o transporte pode
ser um fator limitante na assimilacé@o de glicose durante o periodo pds-eclosdo. Segundo
Christensen (2009), a mudanca brusca de uma dieta rica em lipideos (saco da gema)
para uma dieta rica em carboidrato e proteina (dieta exdgena) requer uma mudanca
dréstica e rapida do metabolismo digestivo, que deve ocorrer em cerca de 24 horas. De
fato, a capacidade de digestdo e absorcdo do alimento rico em glicose aparentemente
estd completa 48 horas apds a eclosdo em outras aves domésticas, incluindo a funcgédo
das dissacaridases e dos transportadores de glicose, assim como ocorre aumento da
massa intestinal concomitante ao aumento da ingestdo de alimento (Noy & Sklan, 1996,
Uni et al., 1999a). Gilbert et al. (2007) mostraram, utilizando PCR em tempo real
quantitativa (QPCR), que a expressao de SGLT1 e GLUT2 aumentou linearmente com a
idade em frangos de corte, sugerindo que a capacidade de assimilacdo de glicose
aumenta até os 14 dias apos a eclosdo, que foi a Ultima idade avaliada. Alem disso, a
expressdo de todos os transportadores foi maior no jejuno, sugerindo gque esse seja 0
maior sitio de absorc¢do de glicose. Finalmente, a expressdo de SGLT1 foi maior do que
de outros transportadores de glicose estudados, incluindo o GLUTZ, indicando que esta
seja a via principal de assimilacéo de glicose no intestino delgado de frangos.

Os dados aqui apresentados corroboram essas sugestdes, com aumento rapido na
expressdéo do mRNA dos transportadores de glicose até os 14 dias e diminuicdo

posteriormente, o que pode estar refletindo o aumento na capacidade de absorgdo da
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glicose nas duas primeiras semanas e ajuste nos niveis posteriormente. O mecanismo
de transporte paracelular de glicose é o predominante em aves silvestres e no célon de
frangos de corte (Garcia-Amado et al., 2005, Braun & Sweazea, 2008), enquanto o
mecanismo mediado por proteinas transportadoras (SGLT1 e GLUT2) é semelhante ao
mecanismo encontrado em mamiferos e foi demonstrado em outras aves de producao,
como poedeiras e frangos de corte (Braun & Sweazea, 2008). Os dados da pesquisa
sugerem a existéncia do transporte facilitado por proteinas carreadoras, mas ndo ha
possibilidade de uma avaliacdo conclusiva sobre a funcionalidade de tais proteinas.
Trabalhos anteriores em codornas sobre o transporte intestinal de aminoacidos
conjugado ao sodio, dependente de proteinas transportadoras, demonstraram evidéncias
da existéncia das proteinas através da avaliacdo da funcdo utilizando camaras de Ussing
e da inibicdo sua inibicdo atraves de drogas como florizina (Laverty et al., 1997, Garcia-
Amado et al., 2005), mas estes ndo demonstraram a presenca de proteinas
transportadoras, mMRNAs ou dos genes codificadores, pois ndo foram empregadas
técnicas imunohistoquimicas ou de deteccdo de &cidos nucleicos.

Os resultados sugerem a continuidade de pesquisas que envolvam o estudo da
ontogenia morfolégica e fisiolégica da mucosa intestinal de codornas desde a
incubacdo, incluindo identificagdo mais precisa dos processos responsaveis pelo
desenvolvimento da mucosa, da atividade enziméatica do péncreas e intestino, do
transporte de nutrientes, e das barreiras imunes intestinais primarias. O trato
gastrointestinal representa um sistema crucial para 0 bom desempenho das aves, ndo
somente pelo seu papel na obtencdo adequada de energia e compostos quimicos pelo

organismo, mas também como barreira & invasdao por microrganismos.
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Figura 8. Efeito da idade sobre a expressao relativa do mRNA de SGLT1 (A) e de
GLUT2 (B) no jejuno de codornas japonesas.
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5. CONCLUSOES
Ocorreu desenvolvimento da mucosa até o 41°, 40°, e 45° dia, no duodeno, jejuno e

ileo, respectivamente. A maior densidade de vilos duodenais foi observada em aves na
primeira semana pos-eclosao.

As taxas de desenvolvimento intestinal foram diferentes entre o duodeno, jejuno e
ileo sendo mais intensa no duodeno.

O numero de células caliciformes no duodeno, jejuno e ileo aumentou com a
idade, havendo maior quantidade no ileo.

Ocorreu variacGes na expressdo do gene SGLT1 e GLUT2 entre os estagios de

desenvolvimento avaliados.
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