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MANIPULACAO TERMICA EMBRIONARIA E DIFERENTES NiVEIS DE
TREONINA NA RESPOSTA DE FRANGOS LABEL ROUGE DESAFIADOS COM
SALMONELLA ENTERITIDIS

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da manipula¢do térmica embrionaria e niveis de treonina
sobre a resposta de frangos Label Rouge desafiados com Salmonella Enteritidis. A
pesquisa foi realizada no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), no Municipio de Areia—PB. Foram utilizados 240 ovos provenientes de
matrizes reprodutoras da linhagem Label Rouge. Os ovos foram pesados e distribuidos
em trés incubadoras artificiais, sendo oitenta ovos em cada. Do primeiro ao décimo
primeiro dia de incubagdo, todos os ovos foram mantidos em condi¢bes normais de
incubacdo com temperatura de 37,7°C e umidade relativa de 60%, com viragem a cada
duas horas. A partir do 11° dia, os ovos foram divididos em trés tratamentos: baixa
temperatura de incubacdo (36,7°C), temperatura ideal de incubacdo (37,7°C) e alta
temperatura de incubagdo (38,7°C). Apds a eclosdo, os pintinhos foram distribuidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x2+1 [trés
temperaturas de incubacdo x dois niveis de treonina (0,857 e 0,956%) + grupo
testemunha]. Aos dois dias de idade, todos os pintinhos foram inoculados pela via intra-
esofagica com 0,5mL da cultura de S. Enteritidis (1,9 x 10’ UFC/mL), exceto os
animais do grupo testemunha. No oitavo dia apds a inoculacdo (8dpi) ou dez dias de
idade, todos os animais foram pesados e eutanasiados para colheita de amostras.
Avaliou-se o efeito dos tratamentos sobre os parametros de incubacdo, desempenho,
colonizacdo cecal por S. Enteritidis, morfometria intestinal e contagem diferencial de
células sanguineas. Foi observado que a alta temperatura de incubacdo associada ao
nivel elevado de treonina amenizaram os efeitos negativos da Salmonella Enteritidis no
desempenho, na morfometria do intestino delgado, na colonizacdo e numero de
pintinhos infectados.

Palavras-chave: Amino&cido. Frango caipira. Intestino delgado. Nutri¢do. Patdgenos.
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EMBRIONIC THERMAL MANIPULATION AND THREONINE DIETARY LEVEL
ON THE RESPONSE OF LABEL ROUGE BIRDS INOCULATED WITH
SALMONELLA ENTERITIDIS

ABSTRACT

The effects of thermal manipulation during incubation and dietary threonine levels on
Label Rouge birds challenged with Salmonella Enteritidis were assessed in the present
study. Two hundred and forty fertile eggs of Naked Neck birds were weighed and
distributed in three artificial incubators set to 37.7 °C and 60% of relative humidity. At
the eleventh day of incubation (DE11), the temperature of the incubators were set to
one of the following treatments: cold (36.7°C), standard (37.7°C) and high
incubation temperature (38.7°C). After hatching the birds were distributed according to
a 3x2+1 factorial (three incubation temperatures, two threonine levels and sham
control). Two-day old chicks were inoculated with S. Enteritidis (1.9 x 10’ UFC/mL),
except for the sham control birds. Eight days after inoculation, all birds were weighed
and slaughtered for sampling. High incubation temperature and high threonine levels
improved the response of birds to Salmonella Enteritidis, a shown by improved
performance and intestinal integrity, lower colonization and number of infected birds.

Keywords: Amino acid. Naked neck. Nutrition. Pathogen. Small intestine.
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1 INTRODUGCAO

A atividade avicola tem se destacado cada vez mais no agronegdécio brasileiro.
Em decorréncia desta evolucdo, estratégias nutricionais associadas a parametros
ambientais vém sendo desenvolvidas no intuito de aprimorar cada vez mais a produgéo
de frangos sem comprometer seu bem-estar. Segundo Takahashi (2003), a criagéo
alternativa de frangos de corte tem evoluido nos ultimos anos, tornando-se uma
atividade economicamente viavel para pequenas propriedades rurais que podem
explorar este nicho de mercado com produtos diferenciados.

A linhagem Label Rouge tem sido muito utilizada como producdo alternativa,
principalmente por possuirem um diferencial, a auséncia de penas no pescoco. Isto
permite que haja aumento na eficiéncia do gradiente térmico para a perda de calor com
0 ambiente, as tornando mais resistentes a esse tipo de estresse quando comparadas com
as aves gque possuem penas nessa regido.

Diversas técnicas de manejo nutricional tém sido recomendadas como formas de
amenizar efeitos maléficos que o estresse térmico causa sobre a producdo avicola. O
estresse prejudica o desempenho do animal, pois parte da energia ingerida precisa ser
direcionada para a manutencdo da homeostase corporal. A inducdo de termotolerancia
foi sugerida como pratica de manejo para melhorar a resposta fisioldgica das aves ao
estresse térmico, pois a inducdo de termotolerancia ndo apenas aumentaria a resisténcia
ao estresse térmico, como também a resisténcia a outros tipos de estresse (STAR et al.,
2009). A exposicdo de animais durante o periodo embrionario ou ao nascer tem
resultado, aparentemente, em maior habilidade para resistir ao estresse quando estes
estdo mais velhos. A conjugacdo de fatores favoraveis extrinsecos (técnicas de manejo e
nutricdo) e intrinsecos (termotolerancia) provavelmente possibilitaria respostas mais
efetivas, evitando-se perdas na producao.

Outro grande desafio é a sanidade avicola, que com a intensificacdo da
producdo, as aves tornaram-se mais susceptiveis a maior contaminacdo por agentes
patogénicos, como a Salmonella, que causam modificagdes no trato gastrointestinal com
consequente queda no desempenho animal, ocasionando prejuizo econdémico para
cadeia de producdo avicola. Gast (2003) ressalta que Salmonella é um agente
patogénico com distribuicdo mundial, apresentando prejuizos elevados causado pela alta
mortalidade, e queda na producdo, além de apresentar problemas referentes a saude

publica. Nos Estados Unidos da Ameérica e também no Brasil, a Salmonella é o
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patogeno responsavel pela maioria das intoxicacfes de origem alimentar em humanos,
sendo que a Salmonella Enteritidis esta entre as espécies de maior ocorréncia devido ao
consumo de carne e ovos contaminados, assim como de seus derivados (SILVA et al.,
2003). Uma das formas de protecdo contra Salmonella spp. e outros agentes entéricos é,
em parte, dada pela camada de muco presente no intestino (OVIEDO-RONDON, 2006).

Segundo Oviedo-Ronddn (2006), a treonina é o aminoacido essencial mais
amplamente usado pelo metabolismo intestinal, podendo ser uma alternativa viavel na
melhoria da resposta de aves a patdgenos por estar intimamente relacionada com a
producdo de mucinas, formando uma barreira de protecdo contra a acdo de enzimas
digestivas e dano fisico da digesta (FAURE et al., 2007).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito manipulacdo térmica embrionaria e
nivel elevado de treonina na resposta de frangos Label Rouge desafiados com

Salmonella Enteritidis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Linhagem Label Rouge

No Brasil, as elevadas temperaturas durante a maior parte do ano sdo um fator
limitante a producéo de aves, visto que estas ndo possuem glandulas sudoriparas para
auxilia-las no processo de perda de calor diante de situacdes de estresse por calor.
Procurando contornar esse problema, a indudstria avicola tem desenvolvido genoétipos de
alto rendimento e adaptados a elevadas temperaturas (SHARIFI et al. 2010).

Dentre as linhagens caipiras utilizadas na producdo avicola, a maioria possui
uma camada de penas na regido do pescoco, que funciona como isolante térmico e as
desfavorece no processo de dissipacdo de calor com o ambiente (LIN et al., 2006).
Assim, o desenvolvimento das linhagens de “pescoco pelado”, disponibilizou no
mercado avicola aves mais tolerantes ao calor. A presenca do gene Na determina o
aumento da area descoberta de penas, facilitando a transferéncia térmica sensivel, e
assim, tornando estas aves mais tolerantes ao calor (SILVA et al., 2001).

Uma das linhagens de pescoco pelado que é bastante utilizada no Brasil é a
Label Rouge, a qual é considerada por alguns como uma galinha caipira. Ela foi
desenvolvida na Franca a partir do cruzamento de racas rusticas, € uma ave versatil, que
tem uma boa producdo de ovos e de carne bastante apreciada. A palavra Label Rouge
significa “selo vermelho”, que foi criado em 1965 para garantir um produto de
qualidade tanto no paladar quanto nas condi¢bes de produgdo, processamento e
comercializacdo (SOUZA JUNIOR, 2012). Essas caracteristicas conferem a linhagem
Label Rouge alta capacidade produtiva associada & adaptacdo as condigdes de estresse

por calor.

2.2 Salde intestinal

O intestino é o principal local de digestdo e absorcdo de nutrientes das aves, cuja
integridade e funcionalidade afetam diretamente no crescimento e expressdo de seu
potencial genético. Ele é dividido em dois principais segmentos: em intestino delgado e
intestino grosso. O intestino delgado é a por¢do mais longa do sistema digestorio,
compreendido pelo duodeno, jejuno e ileo, regibes em que ocorrem 0s principais

processos de digestdo enzimatica e absorcdo de nutrientes. O intestino grosso € o
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segmento subsequente ao intestino delgado, formado pelas regides dos cecos e colon.
Apresenta maior funcionalidade dos processos fermentativos das aves, no entanto, e
essa propriedade € de pouca relevancia na aquisicao de energia destes animais.

O trato digestdrio da ave tem seu desenvolvimento iniciado com 18 horas de
incubacdo. Ao décimo oitavo dia, comega o mecanismo fisiologico da absor¢do do saco
da gema, fenémeno que da origem ao desenvolvimento da mucosa intestinal. Segundo
Maiorka (2002), assim que o pintinho nasce, seu sistema digestorio ainda ndo possue a
mesma capacidade funcional de digestéo e absor¢do quando comparado ao de uma ave
adulta.

Os primeiros dias de vida dos pintinhos séo caracterizados por uma importante
transicdo metabdlica e fisiologica em fungédo da troca da alimentacdo dos nutrientes do
saco vitelinico (com alto teor de gordura) para um alimento exdgeno (com alto teor de
carboidratos e proteinas) (UNI; FERKET, 2004). Desde entdo, a ingestdo de alimento
torna-se o principal fator desencadeador do crescimento das vilosidades e maturidade
funcional das ceélulas intestinais. As alteracbes morfologicas intestinais mais
significativas sdo: aumento no comprimento do intestino e aumento na altura e
densidade dos vilos, 0 que corresponde a um aumento em numeros de suas células
epiteliais (enterdcitos, células caliciformes e enteroendocrinas) (MACARI et al., 2002).

As vilosidades revestem a parede intestinal e proporcionam maior area de
contato entre nutrientes e mucosa, permitindo digestdo e absorcdo mais eficientes. Os
vilos sdo constituidos por trés tipos de células: enterdcitos, células caliciformes e as
células enteroendocrinas (MAIORKA, 2004). Os enterocitos séo celulas que respondem
pela digestdo final do alimento e pelo transporte dos nutrientes a partir do limen. As
células caliciformes sdo responsaveis pela sintese de mucina, a qual tem a fungédo de
proteger o epitélio intestinal da acdo de enzimas digestivas e efeitos abrasivos da
digesta. As células enteroenddcrinas sdo produtoras de hormdnios e substancias que
participam na regulacdo da digestdo, absorc¢ao e utilizacdo dos nutrientes (MAIORKA et
al., 2000).

A integridade fisica das células e a camada protetora de muco funcionam como
uma barreira fisica seletiva de protecdo do interior do organismo. No entanto, estes
mecanismos ndo possuem suficiente eficdcia para impedirem a penetracdo de
microrganismos por si s6s. Assim, a mucosa intestinal possui "refor¢co” no mecanismo
alternativo de defesa junto ao sistema imunolégico, conhecido como tecido linfoide

associado ao intestino (GALT). A presenca e a funcionalidade do GALT sdo muito
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importantes para a saude do animal, pois todo trato intestinal estd continuamente
exposto a antigenos do alimento, aos microrganismos mutualisticos e patogenos
entéricos (BAO; CHOCT, 2010).

Na verdade, o epitélio da mucosa ndo € apenas uma barreira fisica, mas também
um iniciador de resposta imune inata contra patdgenos. Células epiteliais especializadas
podem produzir enzimas bactericidas. Berndt et al. (2007) dizem que o encontro de
células epiteliais com bactérias estimula a liberacdo de quimiocinas pro-inflamatdrias,
atraindo as células imunitéarias inatas, tais como heteréfilos, macrofagos e células
dendriticas imaturas, as quais sdo responsaveis por constituirem a primeira linha de
defesa da ave, pois fagocitam e matam agentes patogénicos desencadeando novas
formas de respostas imunes.

Todo esse mecanismo de protecdo do epitélio e defesa conferida pelo sistema
imune das aves é de extrema importancia porque o intestino é um importante local de
desenvolvimento, residéncia e porta de entrada para microrganismos patogénicos nos
tecidos mais profundos do corpo, sendo assim, qualquer perturbacdo da fisiologia do
intestino muitas vezes resulta em consequéncias clinicas significativas. Portanto, uma
capacidade imunoldgica eficaz no intestino é essencial para combater uma variedade de

microrganismos patogénicos que podem se alojar neste tecido (SMITH; BEAL, 2008).

2.3 Salmonella Enteritidis

A Salmonella spp. € uma bactéria responsavel pela maioria das intoxicacdes de
origem alimentar em humanos, sendo a Salmonella Enteritidis uma das espécies de
maior ocorréncia. Segundo Spolaore et al. (2007), esses tipos de bactérias pertencem a
familia das Enterobacteriaceae, que se dividem em duas espécies: a Salmonella
enterica, que contém mais de 2.519 sorovares, e a Salmonella bongori, com 22
sorovares, sendo que a espécie enterica subdivide-se em seis subespécies e infectam
uma grande namero de animais.

Estudos epidemioldgicos demonstram que a Salmonella spp. € responsavel pela
maioria das intoxicacGes de origem alimentar em humanos, sendo que Salmonella
Enteritidis esta entre os sorovares de maior ocorréncia devido ao consumo de carne de
aves e ovos contaminados, assim como de seus derivados (SILVA; DUARTE, 2002). A
epidemiologia da Salmonella em aves é complexa porque ocorre duas formas de

transmissao, a transmissao vertical e a horizontal. A transmissdo vertical ocorre atravéns
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da contaminacgdo do tecido reprodutivo na matriz e, durante formacdo do foliculo da
gema ou do albumen, os ovos férteis sdo contaminados com a bactéria (COX et al.,
2000). Ja a transmissdo horizontal ocorre por disseminacdo dos microrganismos no
ambiente e a nas ragdes, passando a doenca entre as aves no mesmo ambiente (STERZO
et al., 2008).

Ao infectar as aves, a Salmonella invade o organismo através da mucosa
intestinal da ave, provocando rupturas e o afastamento das microvilosidades, migrando
através das células para a corrente sanguinea, tecido linfatico, figado, bagco, medula
Ossea, e epitélio intestinal, causando lesbGes severas no organismo do animal
(CHADFIELD et al., 2003).

A capacidade do patogeno de invadir diferentes tipos de células no organismo
compromete a capacidade produtiva dos animais e inviabiliza a comercializagdo de
carcaca e demais produtos de origem animal. A capacidade de Salmonella spp. invadir
células do intestino e sobreviver no interior de macrofagos deve-se a regides do genoma
cromossomo denominadas ilhas de patogenicidade (SPI — “Salmonella Patogeniticy
Islands”) (MORGAN, 2008; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

A SPI-1 contém genes responsaveis por codificar o sistema de secrecdo tipo trés
(SSTT), com finalidade de injetar proteinas efetoras diretamente no citoplasma celular,
reorganizando o citoesqueleto e permitindo que o microrganismo invada o epitélio
intestinal. A SPI-2 contém genes que codificam outro tipo de SSTT, necessario para a
sobrevivéncia de Salmonella spp. no interior dos macrofagos, estabelecendo o transito
de proteinas bacterianas no ambiente intracelular. Aliado a isso, SPI-2 atua na
inativacdo da enzima NADPH-oxidase, evitando a morte de SG por “intermediarios
reativos de Oxigénio” (HACKER et al., 1997, HENSEL, 2000).

A avicultura industrial fez, por muito tempo, uso dos antimicrobianos como a
principal ferramenta no combate aos patogenos, contribuindo em altos indices na
producdo. Contudo, o uso indiscriminado de antimicrobianos acarretou no surgimento
de estirpes bacterianas resistentes, e por isso, cada vez mais tem se restringido o uso de
antimicrobianos no setor (GABRIEL et al., 2006). A Unido Europeia , como uma das
maiores importadores de carne de frango, condicionou 0s paises exportadores a se
erradicarem o uso de antimicrobiandos na producdo avicola, incentivando a busca por
alternativas tecnoldgicas e estratégias de potencializacdo da resposta de defesa desses
animais. Dentre as estratégias adotadas, o0 aumento da protecdo do epitélio intestinal e
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da resposta imunoldgica mostrou-se uma alternativa relevante no controle da
Salmonella, que podem ser obtidas através da utilizacdo de nutrientes da dieta

relacionados com a funcdo intestinal.

2.4 Treonina

A treonina é o terceiro aminoacido limitante em dietas para frangos de corte
ap6s a metionina e a lisina, utilizando-se racGes a base de milho e farelo de soja
(ATENCIO et al., 2004). A treonina esta envolvida em importantes funcdes bioldgicas
como a manutencdo, integridade e imunidade do trato gastrintestinal (TGI) e de algumas
mucosas e, como consequéncia, sua exigéncia pode variar de acordo com a importancia
de cada funcdo (AZZAM et al., 2011). Estudos demonstraram, por exemplo, que os
niveis de treonina digestivel para maximizar o ganho de peso e a converséo alimentar de
leitbes sdo inferiores aqueles necessarios para otimizar a resposta imune (WANG et al.,
2006).

A deficiéncia de treonina pode comprometer a eficiéncia funcional dos sistemas
imunoldgico e digestivo, devido a importante participacdo desse aminoacido na sintese
de anticorpos e mucina, os quais conferem a protecdo e integridade da mucosa. O
envolvimento da treonina nos processos fisiolégicos da mucosa intestinal é muito
extenso, pois aproximadamente 62% da treonina dietética ndo é recuperada pelo sistema
porta, sendo a maior parte dessa parcela (90%) utilizada na sintese de mucina e
catabolizacdo por enterdcitos para sua mantenca (STOLL et al., 1998; CORZO et al.,
2007). As mucinas sao glicoproteinas de alto peso molecular, sintetizadas pelas células
caliciformes, componentes organicos principais ha composi¢ao do muco (95% de agua e
5% de mucina) (TON, 2010). O muco, por sua vez, recobre a parede do trato digestério
e a protege contra as enzimas digestivas e o dano fisico provocado pela digesta (LE
BELLEGO; NOBLET, 2002).

O fornecimento limitados de treonina pode prejudicar a sintese de mucina e
alterar a integridade da barreira de protecdo do epitelio intestinal (LAW et al., 2007),
pois em situacbes de inflamacdo gastrintestinal, a treonina é bastante retida pelo
intestino para manter a sua integridade. Em situacdo de contaminacdo patogéncia , 0s
processos de defesa e reparagdo da mucosa aumentam a demanda por aminoacidos,
principalmente a treonina (FAURE et al., 2006, 2007).
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Segundo Santos et al. (2013), a suplementacdo de treonina associada a
mananoligossacarideo (MOS) beneficia as caracteristicas microbiolégicas, histoldgicas
e de desempenho em pintos de corte desafiados com Salmonella Enteritidis.

Além da sintese de mucinas intestinais, outra importante funcdo desempenhada
pela treonina para prote¢cdo da mucosa intestinal relaciona-se com a sintese de
imunoglobulinas A (IgA). Azzam et al. (2011) relataram aumento linear nos niveis de
IgA na mucosa do ileo de galinhas poedeiras submetidas a estresse por calor a medida
gue aumentaram 0s niveis de treonina na dieta. Segundo Bai et al. (2000), a
imunoglobulina A bloquear a adesdo dos penetracdo dos microrganismos  nas
membranas da mucosa, neutralizando a acdo das toxinas bacterianas.

Assim, a utilizacdo de treonina na dieta auxilia na melhoria da resposta de
frangos de corte quando submetidos a desafios sanitarios pela otimizacdo da sintese de
muco e melhora da resposta imunoldgica dos animais, conferindo & mucosa intestinal

maior de protecdo contra a a¢cdo de patdgenos.

2.5 Manipulagéo térmica durante a incubacéo

A temperatura € o principal fator fisico que determina o sucesso da incubacéo,
pois, a temperatura de incubacdo pode ter efeito significativo sobre a taxa de ecloséo, a
qualidade do pintinho, e no desempenho da ave na vida adulta (LOURENS et al., 2007).

Durante a primeira metade do periodo de incubacdo, a taxa metabdlica
embrionaria é baixa e a temperatura do ovo € menor que a da incubadora, assim, o
embrido ganha apenas o calor do meio. Na segunda metade, a producdo de calor
metabolico pelo embrido aumenta, a temperatura do ovo fica acima da temperatura da
incubadora, fazendo com que o embrido perca calor para 0 ambiente neste periodo de
incubacdo (PIAIA, 2005). Certos periodos sdo criticos durante o desenvolvimento
embrionario, e as condicdes ambientais dentro da incubadora podem predeterminar
alteracGes na fisiologia da ave que permaecem durante a vida pés-eclosdo (WASLTRA
et al., 2010), o que pode resultar em adaptacdes epigenéticas (TZSCHENTKE, 2007).

Tem-se observado que as manipulagdes térmicas durante a incubacdo podem ser
uma forma de melhorar a resposta de animais a estresse patogénico ou ndo. Estudos
desenvolvidos por Yahav et al. (2004) observaram maior resisténcia ao desafio térmico
e reducdes nos niveis de corticosterona em pintinhos de trés dias de idade previamente

tratados por calor entre décimo sexto dia de desenvolvimento embrionario e décimo
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oitavo. Contudo, Piestun et al. (2008) observaram que a exposicdo de embrides ao calor
por doze horas no sétimo e no décimo sétimo dia de incubagdo induziu a ecloséo
precoce e reduziu as concentracdes plasmaticas de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) e
corticosterona aos 35 dias quando submetidos a estresse térmico de 35°C. No estudo
desenvolvido por Walstra et al. (2010), foi observado que o aumento na temperatura de
incubacgédo proporcionou reducdo no tempo de incubacdo e da temperatura cloacal dos
pintinhos, ndo sendo observados efeitos sobre o peso do pintinho na eclosdo e
eclodibilidade.

A exposicdo de embrides a temperatura reduzida durante a incubacdo também
vem sendo estudada na aquisi¢do de termotolerancia. Segundo Mortola (2006), a baixa
temperatura na incubacdo reduziu a termogénese corporal durante a incubacdo e na
vida pos-eclosdo, diminuindo a eclodibilidade e o peso dos pintinhos, com consequente
reducdo na taxa de crescimento dos frangos de corte.

Tem sido sugerido que aquisicdo de termotolerancia esta relacionada com a
sintese de grupo de proteina chamadas proteinas do choque térmico (HSPs). Quando a
temperatura excede o limite de estabilidade térmica intrinseca das proteinas, estas
sofrem disfuncdo por desnaturacdo. Durante a incubacdo, disfuncdo de uma ou mais
proteinas podem causar malformacdes ou morte embrionéria. Para que isso ndo ocorra,
a resposta celular aos fatores de estresse envolve a ativacdo ou inibicdo dos genes de
proteinas de choque térmico, cujos niveis de atividade podem ser utilizados como
indicadores de altos ou baixos niveis de estresse (MACARI et al., 2013).

A resposta ao estresse € uma resposta inespecifica e, portanto, situacdes que
induzam a termotolerancia poderiam aumentar, além da resisténcia ao estresse térmico,
a resisténcia a outros tipos de estresse. Nesse sentido, segundo Norup et al. (2008), a
exposicdo a situacdes de estresse ndo infecciosas pode preparar o sistema imune para
combater desafios infecciosos. Portanto, a manipulacdo térmica durante a incubacao se
torna importante para estudar formas de amenizar os efeitos deletérios causados por
patdgenos, e assim contribuindo na maximizacdo do potencial produtivo de aves Label
Rouge.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Animal e
Microbiologia pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) na cidade de Areia - PB. O estudo foi submetido e aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba sobre o
protocolo de nimero CEUA 0311/13.

3.1 Parametros de Incubacéo

Foram utilizados 180 ovos com peso médio de 65,06 £ 3,6g provenientes de
matrizes da linhagem caipira Label Rouge com 52 semanas (FerrazAvicola, Sdo Bento
do Una-PE). Assim que chegaram, os ovos ficaram em repouso em uma sala com
temperatura ambiente durante 12 horas e em seguida foram distribuidos em trés
incubadoras artificiais desinfetadas (IP130, incubadoras Premium Ecologica Ltda., Belo
Horizonte, MG, Brasil) com controle de temperatura e virador automatico. Do primeiro
ao décimo primeiro dia (DE11), todos os ovos foram mantidos em condi¢cdes normais
de incubacdo com temperatura de 37,7°C e umidade relativa de 60% com viragem a
cada duas horas. No décimo primeiro dia de incubacédo (DE11) procedeu-se a ovoscopia
com o objetivo de descartar os embrides mortos e ovos claros. A partir do 11° dia os
ovos foram divididos em trés tratamentos: temperatura ideal de incubacéo (37,7°C), alta
temperatura de incubacdo (38,7°C) e baixa temperatura de incubacdo (36,7°C). Foi
utilizado lote misto de pintinhos (GIVISIEZ et al., 2003).

As variaveis avaliadas foram o0 peso do pinto a eclosdo, o percentual de
eclodibilidade fértil levando-se em consideracdo total de ovos férteis, mortalidade
embrionaria através da quebra dos ovos ndo eclodidos para definir a idade aproximada
da morte embrionaria (MACARI et al., 2013) e o inicio da eclosdo determinado a partir

do inicio da eclosdo do primeiro ovo.
3.2 Ecloséo e instalagcfes
A eclosdo, os pintinhos foram pesados individualmente e o estado negativo de

Salmonella spp. foi confirmado através de “swab” cloacal realizado em dez animais por

temperatura de incubacdo. Em seguida, os animais foram distribuidos em um
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delineamento experimental inteiramente ao acaso em esquema fatorial 3x2+1, com trés
temperaturas de incubacdo (baixa, ideal e alta), dois niveis de treonina na dieta (nivel
basal e nivel elevado) e um grupo testemunha (sem Salmonella, nivel basal de treonina
e temperatura ideal de incubacdo), totalizando seis tratamentos com 10 repeticdes,
considerando cada ave uma repeticao.

Os animais foram alojados em caixas de madeira com tampas de nylon para
evitar contaminacdo do ambiente, as caixas foram equipadas com bebedouro e
comedouro. A temperatura e umidade da sala foram controladas com o uso de trés
termohigroémetros digitais posicionados proximos as caixas de alojamento dos pintinhos
(Oregon Scientific, Portland, EUA).

3.3 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram compostas principalmente por farelo de soja e
milho para as fases pré-inicial e inicial seguindo as recomendac@es de Rostagno et al.
(2011) exceto pelo nivel elevado de treonina utilizado em uma das dietas. O valor de
treonina elevada para as fases pré-inicial e inicial foi de aproximadamente 11,5% acima

das recomendacdes de Rostagno et al. (2011).

Tabela 1. Composicao nutricional das dietas experimentais.

(continua)
Nivel de treonina
Ingredientes Fase pré-inicial Fase inicial
(1a7dias) (7 a 14 dias)
Basal Elevado Basal Elevado
Milho Gréo 57,56 57,56 58,00 58,00
Farelo de Soja 45 % 27,30 27,30 25,00 25,00
Gluten de milho 60% 6,50 6,50 6,35 6,20
Oleo de Soja 3,50 3,50 4,10 4,10
Fosfato de bicélcico 1,95 1,95 1,55 1,55
Calcério 0,85 0,85 0,88 0,87
L-Lisina HCI 0,57 0,57 0,48 0,47
DL-Metionina 0,30 0,30 0,24 0,23
L-Treonina 0,15 0,27 0,10 0,20
Inerte 0,78 0,66 1,31 1,41
Sal Comum 0,40 0,40 0,33 0,38
Cloreto de Colina 0,07 0,07 0,07 0,07
Minerais! 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitaminas? 0,03 0,03 0,03 0,03
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

Premix mineral (concentragdo/kg do produto): Mn — 60g; Fe — 80g; Zn - 50g; Cu — 10g; Co — 2g; | — 1g; veiculo
g.s.p. — 1000g. 2Premix vitaminico (concentracdo/kg do produto): vit. A — 15.000.000 UI; vit. D3 — 1.500.000 Ul; vit.
E- 15.000 Ul; vit. B1 — 2,0g; vit. B2 - 4,0g; vit. B6 — 3,0g; vit. B12 — 0,015g; Acido nicotinico — 25¢; Acido
pantoténico — 10g; vit. K3 — 3,0g; Acido félico — 1,0g; Antioxidante BHT — 10g; veiculo g.s.p. — 1.000g.
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Tabela 1. Composicdo nutricional das dietas experimentais.
(concluséo)

Composicdo calculada

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2.950 2.943 3.002 3.001
Proteina Bruta (%) 22,16 22,17 20,80 20,79
Célcio (%) 0,9210 0,9176 0,8219 0,8182
Fdsforo Disponivel (%) 0,4708 0,4691 0,3905 0,3903
Metionina + Cisteinadig(%) 0,9398 0,9363 0,8490 0,8409
Lisina dig(%) 1,3120 1,3072 1,1779 1,1691
Treonina (%) 0,857 0,956 0,764 0,852
Saédio (%) 0,1964 0,1957 0,1663 0,1861
Cloro (%) 0,2745 0,2735 0,2315 0,2612
Potassio (%) 0,6886 0,6881 0,6442 0,6442

1Premix mineral (concentragdo/kg do produto): Mn — 60g; Fe — 80g; Zn - 50g; Cu — 10g; Co — 2g; | — 1g; veiculo
g.s.p. — 1000g. 2Premix vitaminico (concentragdo/kg do produto): vit. A — 15.000.000 Ul; vit. D3 — 1.500.000 Ul;
vit. E- 15.000 UI; vit. B1 — 2,0g; vit. B2 - 4,0g; vit. B6 — 3,0g; vit. B12 — 0,015g; Acido nicotinico — 25g; Acido
pantoténico — 10g; vit. K3 — 3,0g; Acido félico — 1,0g; Antioxidante BHT — 10g; veiculo g.s.p. — 1.000g.

3.4 Preparo do inoculo e inoculagéo

Nal+

O desafio por Salmonella Enteritidis™ foi realizado aos 2 dias de idade. Para o

preparo do indculo, foi realizado o cultivo a partir de uma estirpe bacteriana induzindo o

gene de resisténcia ao acido nalidixico (Salmonella EnteritidisN*'®

) em caldo nutriente
(Acumedia, EUA) em estufa bacterioldgica durante 24 horas a 37°C, o que indica
desenvolvimento satisfatorio da bactéria. Em seguida foi retirada aliquota de 0,1 mL da
cultura e cultivado novamente em um novo caldo nutriente a 37°C por quatro horas, em
incubadora com agitacdo orbital de 78 rotagfes/minuto. Para determinacdo da
concentracdo do indculo foi realizado o plaqueamento das diluigdes decimais seriadas
em agar verde brilhante (Acumedia, EUA) contendo acido nalidixico (100 pg/mL), com
posterior incubacdo a 37°C e contagem das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) de
Salmonella Enteritidis"®®. Para determinar o tempo de concentracdo necessaria de
UFC/ml foi realizada uma curva de crescimento. Todos os pintinhos de cada caixa
foram inoculados no papo utilizando-se 0,5mL de cultura de Salmonella (1,9 x 10’

UFC/mL) exceto os animais do tratamento testemunha.
3.5 Analise de desempenho
Para avaliagdo do desempenho os animais foram pesados no inicio e ao final do

periodo experimental, obtendo-se assim, os valores de peso inicial (Pl) e peso final

(PF), atraves desde dados procedeu-se o calculo do ganho de peso (GP). Por falta de
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espaco todos os animais se alimentaram em um mesmo comedouro, portanto ndo foi

coletado os dados do consumo de cada animal e a conversao alimentar.

3.6 Analise microbioldgica

Aos 10 dias de idade ou oito dias pds-inoculagdo (8dpi) todos os animais foram
pesados e abatidos por deslocamento cervical. Para realizacdo das andlises
microbioldgicas procedeu-se a colheita do contetdo cecal de todos os animais por
tratamento (n=10). O conteudo cecal foi pesado e em seguida realizou-se a dilui¢cdo em
série com solucdo de agua peptonada (Acumedia, EUA) em microtubos de 1,5mL.
Aliquotas de 20ul foram cultivadas em agar verde brilhante contendo acido nalidixico
(100 pg/mL), em seguida as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por
24 horas, procedeu-se entdo a contagem das colonias e os valores foram expressos em

unidades formadoras de colénia por grama de conteudo cecal (UFC/Qg).

3.7 Anélise morfométrica do intestino delgado

Para as analises histologicas realizou-se a colheita de amostras de
aproximadamente 3 cm da porcdo medial do duodeno, jejuno e ileo de quatro animais
por tratamento. As amostras foram lavadas com soro fisiologico NaCl 0,9% e fixadas
em formol a 10% por 24 horas. Em seguida, foram desidratadas em série crescentes de
alcoois (70, 80, 90 e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foi realizada
a microtomia semi-seriada a uma espessura de 5 pum, sendo 5 a 7 cortes colocados em
cada lamina, para cada animal foram confeccionadas duas laminas por segmento
intestinal. As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em
microscopia de luz. O estudo morfometrico foi realizado utilizando-se o sistema
analisador de imagens Image J (ABRAMOFF et al., 2004).

As variaveis 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 transi¢do vilosidade-cripta até sua base. Para cada
animal foram realizadas 20 mensuracdes totalizando 80 mensuragdes por tratamento,
para cada variavel estudada. A partir dos resultados obtidos para altura de vilosidades e

profundidade de cripta, procedeu-se o célculo da relacao vilosidade:cripta.
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3.8 Analise sanguinea

A colheita do sangue foi realizada pelo método de puncdo cardiaca, sendo
colhidas cinco amostras de sangue por tratamento no dia do abate (8dpi). Imediatamente
apos a colheita foram confeccionadas as extensdes sanguineas de sangue circulante sem
anticoagulante (esfregaco). Em seguida, as laminas foram coradas utilizando-se a
coloracdo de May-Grunwald-Giemsa-Wright.

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada por microscopia dptica, em
objetiva de imersdo (aumento de 1000x) e os resultados foram expressos em
porcentagem. Na contagem sdo diferenciados os heterofilos, linfécitos, eosinofilos,
monocitos e basofilos. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em forma de
“torre” a cada 3 ou 4 campos, proximo a borda do esfregaco, contando 100 células em
uma borda e 100 células na outra borda, totalizando a contagem de 200 células. O valor
relativo das células foi obtido calculando-se a média das duas contagens.

3.9 Analise estatistica

Os dados referentes aos parametros de incubacdo foram analisados através do
aplicativo Microsoft Excel, empregando-se estatistica descritiva simples. O teste de
Dunnet a 5% de probabilidade foi utilizado para comparar os dados de desempenho,
morfometria e pardmetros sanguineos dos tratamentos infectados com Salmonella
(temperaturas de incubacdo e niveis de treonina) em relacdo ao grupo testemunha, o
qual consistiu de animais incubados em temperatura ideal, alimentados com nivel basal
de treonina e ndo infectados. Os dados de desempenho, de contagem bacteriana, de
morfometria e hematologia foram analisados seguindo delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x2+1 (trés temperaturas de incubacao x
dois niveis de treonina na dieta e um grupo testemunha). Para desempenho (peso inicial,
peso final e ganho de peso) e contagem bacteriana, utilizou-se dez repeticdes,
considerando cada ave uma repeticdo. No estudo morfométrico, foram realizadas 20
leituras por animal (4) por tratamento, totalizando 80 repeti¢Bes por tratamento e para
cada variavel estudada. Para hematologia foram utilizadas 5 repeticdes por tratamento.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia no programa estatistico Assistat
versdo 7.6 beta (UFCG, 2012). Médias diferentes foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de incubacdo de ovos férteis da linhagem Label Rouge incubados
em temperaturas baixa (36,7°C), ideal (37,7°C) e alta (38,7°C) estdo apresentados na
Tabela 2. O numero de pintinhos nascidos foi maior na incubadora com alta temperatura
e menor na baixa temperatura. As eclodibilidades total e fértil foram maiores para ovos
incubados em alta temperatura e menor para aqueles incubados em baixa temperatura.
Collin et al. (2007) relatam que a reducdo da temperatura cloacal e eclosdo precoce
quando os ovos foram aclimatados a 39,5°C durante trés horas entre o oitavo e décimo
dia de incubacao ou do décimo sexto ao décimo oitavo dia.

Houve mortalidade apenas na terceira semana de incubacdo e esta foi maior para
ovos incubados em baixa temperatura quando comparados as demais temperaturas de
incubagdo. A incubacdo foi mais curta para ovos incubados em alta temperatura e mais
longa para ovos incubados em baixa temperatura. A manipulagdo da temperatura de
incubacdo ndo interferiu negativamente sobre o peso dos pintinhos, pois ndo houve

diferenca estatistica (P>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 2. Parametros de incubacdo de ovos férteis da linhagem Label Rouge incubados
em diferentes temperaturas.

Temperatura de incubacio

Paradmetros de incubacéo

Baixa (36,7°C) Ideal (37,7°C) Alta (38,7°C)
Ovos incubados (n) 60 59 60
Ovos claros (n) 3(1) 1 3
Ovos férteis 57 58 57
Pintinhos nascidos (n) 47 51 54
Eclodibilidade total (%) 78,3 86,4 90,0
Eclodibilidade fértil (%) 82,5 87,9 94,7
Mortalidade total (%) 18,3 10,0 6,7
Inicio da ecloso (h) 479 4733 471
Peso do pintinho (g) 475277 a 482+3,09a 48,1+281la

h=horas; g=gramas.
Meédias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Na Tabela 3, dados serdo primeiramente discutidos em relacdo ao grupo
testemunha (teste de Dunnet) e depois entre os tratamentos de incubacdo e niveis de
treonina (teste de Tukey).

O peso inicial das aves do tratamento testemunha foi semelhante (P>0,05) ao
peso dos pintinhos incubados em diferentes temperaturas de incubacdo ou alimentados
com diferentes niveis de treonina. Aves incubadas a baixa temperatura ou alimentadas

com nivel basal de treonina apresentaram peso final e ganho de peso menores (P<0,05)
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em relacdo ao grupo testemunha, evidenciando o efeito prejudicial da infec¢do por
Salmonella nesses animais. Porém, ndo houve diferenca para animais incubados em alta
temperatura, temperatura ideal ou treonina elevada. Esses dados corroboram estudos
anteriores em que frangos de corte Cobb500 incubados em baixa temperatura ou
alimentados com nivel basal de treonina e desafiados com Salmonella Enteritidis aos 2
dias de idade apresentaram menor peso final e ganho de peso que o grupo testemunha
(MOREIRA FILHO et al., 2015).

Para peso inicial ndo houve interacdo (P>0,05) entre temperatura de incubacéo e
niveis de treonina, portanto, os dados foram analisados pelo teste de Tukey apenas para
os fatores principais (temperatura e nivel de treonina) e estdo apresentados na Tabela 3.
Para peso final e ganho de peso, houve interacdo entre os fatores principais, portanto,
apenas os dados desdobrados serdo discutidos (Tabela 4, teste de Tukey).

O peso inicial de pintinhos incubados em alta temperatura foi maior (P<0,05) do
que o de pintinhos incubados em baixa temperatura, e esses tratamentos ndo foram
diferentes (P>0,05) da temperatura ideal. O peso inicial de animais alimentados com
nivel de treonina basal foi semelhante (P>0,05) ao peso inicial de animais alimentadas

com treonina elevada (Tabela 3).

Tabela 3. Desempenho produtivo de frangos Label Rouge (10d) submetidos a
manipulacdo da temperatura de incubacdo e alimentados com diferentes niveis de
treonina pds-eclosdo. Os animais foram desafiados com Salmonella Enteritidis aos dois
dias de idade. Cada valor corresponde a média + desvio padrdo (n=20 para temperaturas
de incubagdo e n=30 para niveis de treonina).

Temperatura de

incubagao Peso inicial (g) Peso final () Ganho de peso (g)
Baixa 47,40 £ 2,1 bA 181,54 +17,3B 134,13+ 16,8 B
Ideal 48,04 £ 2,1 abA 19450+ 126 A 146,45+ 14,0 A
Alta 49,59 + 2,0 aA 194,32 + 20,1 A 144,77 + 19,7 A
Testemunha 478122 A 197,18+ 92 A 149,36 + 10,6 A

Niveis de Treonina

Basal 48,01 + 2,0 aA 181,70+ 134 B 133,68 +13,7B
Elevada 48,66 + 2,2 aA 198,54 + 18,2 A 149,88 + 179 A
Testemunha 478122 A 197,18+ 92 A 149,36 + 10,6 A
Temperatura (A) <0,05 <0,05 <0,05
Treonina (B) NS <0,01 <0,01
Interacdo (A x B) NS <0,01 <0,01
Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna ndo diferem a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna nédo diferem do tratamento testemunha a
5% de probabilidade pelo teste Dunnet.
NS - Néo significativo.
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Animais incubados em temperatura baixa ou alta apresentaram peso final e
ganho de peso maiores (P<0,05) quando alimentadas com nivel elevado de treonina.
Para animais incubados em temperatura ideal ndo houve diferenca estatistica no peso
final entre os animais alimentados com diferentes niveis de treonina, no entanto, o
ganho de peso foi maior (P<0,05) em animais alimentados com dieta basal.

Animais alimentados com dieta basal apresentaram maior (P<0,05) peso final e
ganho de peso no tratamento temperatura ideal de incubacdo. No entanto, animais
alimentados com nivel elevado de treonina apresentaram maior (P<0,05) peso final e
ganho de peso no tratamento de alta temperatura de incubagéo.

O dados de Moreira Filho et al. (2015) ndo corroboram com o presente estudo,
pois ndo houve interacao entre os fatores temperatura de incubacéo e niveis de treonina,
como também ndo foi observado efeito destes fatores. Por outro lado, quando os
tratamentos de temperatura de incubacdo foram comparados a testemunha, foi
observado que animais tratados com frio apresentaram menor (P<0,05) peso final e
ganho de peso quando comparados a testemunha. O mesmo efeito ndo foi observado
para os tratamentos de temperatura ideal e calor, 0s quais apresentaram desempenho

semelhante.

Tabela 4. Desdobramento das interagcdes de peso final (g) e ganho de peso (g) de
frangos Label Rouge (10d) submetidos a manipulagdo da temperatura de incubacéo e
alimentados com diferentes niveis de treonina pds-eclosdo. Os animais foram desafiados
com Salmonella Enteritidis aos dois dias de idade. Cada valor corresponde a média +
desvio padrdo (n=20 para temperaturas de incuba¢do e n=30 para niveis de treonina).

Niveis de Temperatura de incubacdo
treonina Baixa Ideal Alta
Peso Basal 173,3+15,3bB 197,5+9,2aA 1743+ 4,3bB
final (g) Elevada 189,8 + 20,0 aB 1914+ 143aB 2144+ 117 aA
Ganho de Basal 125,01+ 15,4 bB 150,2 + 9,4 aA 126,4+4,1bB
peso (9) Elevada 142,3 + 18,9 aB 142,7 + 16,5 bB 164,5 + 10,6 aA

Médias seguidas de mesmas letras, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Na Tabela 5, os tratamentos de temperatura de incubacdo, ndo houve diferenca
(P>0,05) entre o nimero de animais infectados. O tratamento de nivel basal de treonina
apresentou maior nimero de animais infectados quando comparado a dieta de nivel
elevado (P=0,0127, Teste Exato de Fisher). Ndo houve interacdo entre temperatura de
incubacdo e niveis de treonina para a contagem bacteriana no conteudo cecal, logo, 0s
dados foram analisados apenas para os fatores principais (temperatura e nivel de

treonina).
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A alta temperatura de incubagéo reduziu significativamente (P<0,05) a contagem
bacteriana quando comparada as demais temperaturas. Isso pode ter ocorrido porque
essas aves passaram por estresse por calor durante a fase embrionaria resultando em
mudancas no metabolismo durante a incubacéo, podendo potencializar o sistema imune.
Segundo Wasltra et al. (2010), as condi¢Ges ambientais dentro da incubadora podem
predeterminar alterac6es na fisiologia do animal que persistem durante toda a vida apés
0 nascimento.

O tratamento de nivel elevado de treonina apresentou menor (P<0,05) contagem
bacteriana no contetdo cecal com relagdo ao nivel basal. Isso pode indicar que frangos
caipira possuam maior resisténcia a desafios patogénicos que frangos Cobb500.
Contudo, a temperatura de calor (38,7°C) durante a incubacdo reduziu (P<0,05) a
contagem de Salmonella Enteritidis, concordando com o atual trabalho. Os dados de
Santos (2009) também evidenciaram maior resisténcia de aves Label Rouge ao desafio
por Salmonella Enteritidis do que aves de genétipo para crescimento rapido. A maior
resisténcia de aves caipira ao desafio por Salmonella pode ter sido devido a rusticidade
genotipica que é caracteristica dessas espécies. Para confirmar essa suposi¢cdo, novos
estudos estdo sendo realizados para avaliar a diferenca entre os gendtipos de forma mais

aprofundada, incluindo expressao génica intestinal e microbioma intestinal.

Tabela 5. Contagem bacteriana do contetdo cecal (Logl0 UFC/g) de frangos Label
Rouge (10d) submetidos a manipulacdo da temperatura de incubacéo e alimentados com
diferentes niveis de treonina pds-eclosdo. Os animais foram desafiados com Salmonella
Enteritidis aos dois dias de idade.

Temperatura de incubacio Infectados/Total de aves! UFC2 (Log10)
Baixa 14/20 A (70%) 44+24a
Ideal 16/20 A (80%) 49+19a
Alta 10/20 A (50%) 26+16b

Niveis de Treonina
Basal 25/30 A (83%) 46+17a
Elevada 15/30 B (50%) 3,1+29b
Temperatura (A) <0,05
Treonina (B) <0,05
Interacdo (A x B) NS

ILetras maitsculas indicam diferenca pelo teste exato de Fisher (P=0,0958 entre Alta e Ideal; P=0,332 entre Alta e
Baixa; P = 0,7164 entre Ideal e Baixa; P=0,0127 entre Treonina Basal e Elevada).

2\/alores médios de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por grama de contetido cecal transformados em Log10.
Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nédo diferem a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

NS - Né&o significativo.

No segmento duodenal (Tabela 6), animais do tratamento de temperatura alta de
incubacdo ou do tratamento alimentado com alto nivel de treonina tiveram altura de

vilosidade (AV), profundidade de cripta (PC) e relagédo vilo:cripta (V:C) semelhantes
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(P>0,05) ao grupo testemunha. Animais submetidos a baixa temperatura de incubacéo
ou baixo nivel de treonina tiveram menor AV, maior PC e menor V:C e com rela¢éo ao
tratamento testemunha (P<0,05). Finalmente, o tratamento de temperatura ideal resultou
em menores AV, PC e V:C (P<0,05) quando comparado ao tratamento testemunha.

No jejuno, os trés tratamentos de temperatura de incubacdo e nivel basal de
treonina apresentaram menor (P<0,05) AV com relagdo ao grupo testemunha, contudo,
animais do tratamento de nivel elevado apresentaram altura semelhante (P>0,05).
Tratamento de alta temperatura de incubacdo ou tratamento com nivel elevado de
treonina tiveram PC semelhante (P>0,05) ao grupo testemunha. A relagéo V:C de todos
os tratamentos foi inferior (P<0,05) ao tratamento testemunha.

No segmento ileal, todos os tratamentos de temperatura de incubacéo e niveis de
treonina apresentaram menor (P<0,05) AV com relacdo ao grupo testemunha, exceto o
tratamento de alta temperatura de incubacdo, que apresentou altura semelhante
(P>0,05). Na PC observa-se que ndo houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os
tratamentos da dieta e o grupo testemunha, contudo, os tratamentos de temperatura
baixa e ideal apresentaram resultados melhores (P<0,05) com relagdo ao grupo
testemunha. A relacdo V:C dos tratamentos nivel elevado de treonina, temperatura ideal
e alta foi semelhante (P>0,05) ao grupo testemunha. Em conjunto, os dados mostram
que o nivel elevado de treonina na dieta ou a temperatura alta de incubacdo foram
capazes de preservar os pardmetros de morfologia intestinal mesmo na presenca de
Salmonella Enteritidis, mas ndo o nivel basal de treonina ou a temperatura baixa de
incubacdo. Pois, segundo Strober et al. (2002), a inflamagdo no intestino causa o
aumento da perda de enterdcitos no apice da vilosidade assim como a hiperplasia da
cripta, tendo como consequéncia a diminuicdo da altura de vilosidade e aumento da
profundidade de cripta. Observa-se que 0s tratamentos treonina elevada e alta
temperatura de incubacdo apresentaram mais resultados semelhantes ao grupo
testemunha em relagcdo aos demais tratamentos. Isso mostra que estes tratamentos
amenizam significativamente os efeitos negativos da Salmonella. Quando a ave é
submetida a um desafio térmico durante a fase embrionéria, pode ocorrer mudancas
fisiolégicas permanentes na fase pds eclosdo (TZSCHENTKE, 2007) que, por sua vez,
pode modificar de forma benéfica o metabolismo e o sistema imune, tornando a ave
mais resistente a diversos desafios.

Quando foi realizada a anélise de variancia, ndo houve interacdo (P>0,05) entre

temperatura de incubacdo e niveis de treonina para altura de vilosidade do duodeno,
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deste modo, os dados foram analisados apenas para os fatores principais (temperatura e
nivel de treonina). No entanto, houve interagdo entre os fatores principais para
profundidade de cripta e relagcdo vilo:cripta do duodeno, assim como nos segmentos
jejuno e ileo, que apresentaram interacdo (P<0,05) para todas as analises morfométricas
(AV, PC e V:C), portanto, esses foram desdobrados e os dados estdo apresentados na
Tabela 7.

A altura de vilosidade duodenal foi maior (P<0,05) em animais incubados a alta
temperatura de incubacdo ou animais alimentados com nivel elevado de treonina,
quando comparados aos demais tratamentos de incubagéo e os animais alimentados com
baixo nivel de treonina, respectivamente.

Esses dados confirmam o efeito benéfico desses dois tratamentos, mas ndo dos
demais tratamentos de incubacdo, em face ao desafio com Salmonella. A treonina
elevada pode ter resultado em maior protecdo da mucosa intestinal, ja que os niveis de
suplementacédo de treonina para otimizar o sistema imune em leitdes sdo maiores que 0s
niveis necessarios para otimizar o desempenho produtivo (WANG et al., 2006). Em
estudos anteriores, Moreira Filho (2014) observou que animais tratados com calor
apresentaram melhores resultados (P<0,05) para altura de vilosidade, profundidade de
cripta e relacdo vilo:cripta, contudo, o tratamento testemunha apresentou maior relagdo
V:C quando comparado aos demais tratamentos de temperatura e niveis de treonina.
Isso pode mostrar que aves da linhagem Cobb500 sdo mais sensiveis aos efeitos
deletérios da Salmonella que aves Label Rouge. Santos et al (2013) confirmam que
nivel elevado de treonina aumenta a altura de vilosidade e relacdo V:C de aves

desafiadas com Salmonella.

Tabela 6. Efeito da manipulacdo térmica embrionaria e niveis de treonina sobre a
morfometria [altura de vilosidade, profundidade de cripta e relac¢éo vilo:cripta (VC)] do
intestino delgado de frangos Label Rouge. As aves foram desafiadas ou ndo com
Salmonella Enteritidis (8dpi).

(continua)
Duodeno (um)
Temperatura de Altura de vilosidade Profundidade de cripta ~ Relagéo V:C
Incubacgéo
Baixa 1286,5 bB 50,2 A 26,4B
Ideal 1241,1 bB 452 B 29,1B
Alta 1383,9 aA 442 B 326 A
Testemunha 1431,3 A 40,8 B 354 A

Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nédo diferem a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna nédo diferem do tratamento testemunha a
5% de probabilidade pelo teste Dunnet.

NS - Néo significativo.
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Tabela 6. Efeito da manipulacdo térmica embrionaria e niveis de treonina sobre a
morfometria [altura de vilosidade, profundidade de cripta e relacdo vilo:cripta (VC)] do
intestino delgado de frangos Label Rouge. As aves foram desafiadas ou ndo com

Salmonella Enteritidis (8dpi).

(concluséo)

Niveis de Treonina

Basal 1242,8 bB 54,6 A 23,3B
Elevada 1364,9 aA 38,4 B 355A
Testemunha 14313 A 40,8 B 354 A
Temperatura (A) <0,05 <0,01 <0,01
Treonina (B) <0,05 <0,01 <0,01
Interacéo (A x B) NS <0,01 <0,05

Jejuno (um)

Temperatura de Altura de vilosidade Profundidade de Relagao (v:)

Incubacdo cripta
Baixa 641,12 B 65,62 A 10,07 B
Ideal 659,73 B 67,84 A 9,82B
Alta 605,22 B 64,29 B 9,54 B
Testemunha 672,73 A 63,56 B 10,67 A
Niveis de Treonina
Basal 598,62 B 69,30 A 9,78 B
Elevada 672,02 A 62,53 B 9,86 B
Testemunha 672,73 A 63,56 B 10,67 A
Temperatura (A) 0,01 0,01 0,05
Treonina (B) 0,01 0,01 NS
Interacdo (A x B) 0,01 0,05 0,01
ileo (um)

Temperatura de

Altura de vilosidade Profundidade de cripta Relagdo (V:C)

Incubacgéo
Baixa 411,16 B 67,67 C 6,17 B
Ideal 425,63 B 66,19 C 6,41 A
Alta 494,72 A 78,28 A 6,36 A
Testemunha 495,53A 71,55 B 6,57 A
Niveis de Treonina
Basal 440,36 B 72,28 A 6,21 B
Elevada 437,31 B 69,14 A 6,42 A
Testemunha 495,53A 71,55 A 6,57 A
Temperatura (A) 0,01 0,01 0,01
Treonina (B) NS 0,01 0,01
Interacdo (A x B) 0,01 0,01 0,01
Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna nao diferem do tratamento testemunha a
5% de probabilidade pelo teste Dunnet.
NS - N&o significativo.

Em todas as temperaturas de incubacdo, foi encontrado menor (P<0,05)
profundidade de cripta e maior (P<0,05) relacdo vilo:cripta no duodeno de animais
alimentados com nivel elevado de treonina. Animais alimentados com nivel basal de
treonina tiveram maior (P<0,05) profundidade de cripta em aves submetidas a baixa e
alta temperatura de incubacdo, e a relacdo vilo:cripta ndo teve diferenca estatistica
(P>0,05) entre os tratamentos de temperatura de incubacdo. Animais alimentados com

nivel elevado de treonina apresentaram menor profundidade de cripta e maior relacdo
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vilo:cripta em animais submetidos a alta temperatura de incubacéo (P<0,05), enquanto
animais incubados em baixa temperatura apresentaram maior PC e menor V:C que 0s
demais tratamentos (P<0,05). A PC diminuiu e a relacdo V:C foi maior com o aumento
na temperatura de incubacédo de baixa para ideal e depois para alta (P<0,05).

No jejuno, as temperaturas de incubacdo ideal e alta apresentaram maior
(P<0,05) AV em animais alimentados com nivel elevado de treonina, porém, o
tratamento de baixa temperatura ndo apresentou diferenca (P>0,05) significativa. Para
PC, todos os tratamentos de temperatura de incubacdo apresentaram melhor resultado
(P<0,05) em animais alimentados com nivel basal de treonina. Aves submetidas a baixa
temperatura de incubagdo apresentaram melhor (P<0,05) relacdo V:C quando
alimentados com nivel basal de treonina, contudo, as mantidas em temperatura ideal ndo
tiveram diferenca (P>0,05) estatistica, e por fim, animais do tratamento de alta
temperatura de incubacdo apresentaram maior (P<0,05) relagdo V:C quando
alimentados com nivel elevado de treonina. Aves alimentadas com dieta de nivel basal
de treonina obtiveram melhor (P<0,05) resultado de AV em aves submetidas a
temperaturas baixa e ideal, porém em nivel elevado, as temperaturas ideal e alta
apresentaram maior (P<0,05) AV. N&o houve diferenca estatistica (P>0,05) na PC nos
tratamentos de temperatura de incubacdo de aves alimentadas com nivel basal de
treonina, porém, em animais alimentados com nivel elevado, observou-se melhor
(P<0,05) resultado nos tratamentos de baixa e alta temperatura. Em aves alimentadas
com nivel basal de treonina, a melhor (P<0,05) relagdo V:C foi em aves incubadas em
baixa temperatura, bem como em aves alimentadas com nivel elevado, foi observado
melhor resultado (P<0,05) naquelas mantidas em alta temperatura de incubacao.

No ileo de aves mantidas em baixa temperatura de incubacdo obtiveram maior
(P<0,05) AV quando alimentadas com nivel elevado de treonina, porém, as que foram
mantidas em temperaturas ideal e alta, foi observado melhor resultado (P<0,05) quando
alimentadas com nivel basal. A baixa temperatura de incubacao associada ao tratamento
de nivel basal apresentou melhor (P<0,05) PC, entretanto, nos demais tratamentos de
temperatura, o nivel elevado de treonina foi melhor (P<0,05). O resultado da relagdo
V:C deste segmento foi semelhante ao jejuno, em que aves submetidas a baixa
temperatura de incubagdo apresentaram melhor (P<0,05) relacdo V:C quando
alimentadas com nivel basal de treonina. As mantidas em temperatura ideal ndo tiveram

diferenca (P>0,05) estatistica, e animais do tratamento alta temperatura de incubacgéo
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apresentaram maior (P<0,05) relacdo V:C quando alimentados com nivel elevado de
treonina.

A AV em aves alimentadas com nivel basal foi maior (P<0,05) no tratamento
alta temperatura de incubacdo, nas alimentadas com nivel elevado, os tratamentos baixa
e alta temperatura foram melhores (P<0,05). Em aves alimentadas com nivel basal, a PC
foi melhor (P<0,05) em aves submetidas a temperaturas baixa e ideal de incubacéo, mas
em aves alimentadas com elevado nivel de treonina, as temperaturas baixa e alta
obtiveram PC mais rasa (P<0,05). Por fim, aves alimentadas com nivel basal
apresentaram melhor relagdo V:C quando mantidas em temperaturas baixa e ideal, e
para as alimentadas com nivel elevado, a relacdo V:C foi melhor (P<0,05) nos
tratamentos de temperaturas ideal e alta. Esses dados demonstram que o tratamento de
incubacdo com alta temperatura, uma vez combinado ao alto nivel de treonina na dieta,
é capaz de dar suporte a integridade do duodeno na presenca de Salmonella, o que néo é
visto no caso da baixa temperatura de incubacao.

Anteriormente, no tratamento de treonina elevada, a melhor integridade
provavelmente esta envolvida na diminuicdo do namero de animais colonizados e
também no menor nimero de coldnias de Salmonella nos animais positivos (Tabela 5).

O tratamento de alta temperatura de incubacéo, apesar de ndo diminuir 0 nimero
de animais positivos, foi capaz de diminuir a contagem de Salmonella nos animais
positivos. A treonina esta intimamente relacionada com as células caliciformes e a
produgdo de mucinas no intestino, que é a primeira linha de defesa do mesmo frente a
desafios sanitarios e infecciosos. Segundo Faure et al (2006), o fornecimento limitado
de treonina ou situacdes de estresse prejudicam a sintese de mucinas intestinais, pois
guando a treonina é muito utilizada, a sua disponibilidade pode tornar-se limitante para
a sintese de mucinas intestinais €, como consequéncia, ocorrera comprometimento da
barreira de protecdo do epitélio intestinal.

De fato, em aves Cobb500, Moreira Filho et al. (2015) relataram maior nimero
de células caliciformes no tratamento elevado de treonina, além de maior expressdo do
gene muc2 no duodeno dos animais alimentados com maior nivel de treonina e
submetidos a temperatura alta de incubacéo, o que indica maior producdo de mucina e,
consequentemente, maior prote¢do da mucosa intestinal.

Finalmente, esses dados sdo refletidos no desempenho dos animais incubados
em temperatura alta e alimentados com nivel elevado de treonina, que apresentaram

melhor ganho de peso e peso final (Tabela 3).
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Os tratamentos de incubacdo tém efeitos diversos sobre os trés segmentos
intestinais, de tal forma que ha efeito conjunto da treonina dietética. Em aves
alimentadas com nivel de treonina usado em criacdes comerciais (basal), a temperatura
de incubacdo ndo tem efeito sobre a relacdo V:C no duodeno, porém nos demais
segmentos a relacdo é menor em alta temperatura de incubacdo. Por outro lado, em aves
alimentadas com nivel elevado de treonina, a relacdo V:C é maior nos trés segmentos do
intestino delgado de aves incubadas em alta temperatura. O segmento ileal também
apresentou maior relacdo V:C em aves do tratamento de temperatura ideal alimentadas
com treonina elevada. Esses resultados indicam que os dois fatores atuam
conjuntamente para amenizar os efeitos deletérios da Salmonella sobre a mucosa do
intestino delgado. Zaefarian et al. (2008) verificaram efeito benéfico da suplementacéo
de treonina em diferentes linhagens de frangos de corte sobre a altura de vilosidade,

espessura epitelial, namero de células caliciformes e profundidade de cripta.

Tabela 7. Desdobramento das interacbes de altura de vilosidade (exceto duodeno),
profundidade de cripta e relacéo vilo:cripta (V:C) do intestino delgado de frangos Label
Rouge (10d) submetidos a manipulacdo da temperatura de incubacao e alimentados com
diferentes niveis de treonina pos-eclosdo. Os animais foram desafiados com Salmonella
Enteritidis aos dois dias de idade.

Nivel de Treonina Temperatura de incubacgéo
Duodeno
Profundidade cripta Baixa Ideal Alta
Basal 57,43 aA 51,73 aB 54,70 abA
Elevada 42,98 bA 38,62 bB 33,69 bC
Relacdo V:C
Basal 22,67 bA 23,25 bA 23,96 bA
Elevada 30,31 aC 35,09 aB 41,34 aA
Jejuno
Altura de vilosidade Baixa Ideal Alta
Basal 652.74 aA 622.74 bA 520.37 bB
Elevada 629.50 aB 696.72 aA 690.76 aA
Profundidade cripta
Basal 62.30 bA 62.56 bA 62.73 bA
Elevada 68.94 aB 73.11 aA 65.86 aB
Relacéo (V:C)
Basal 10.80 aA 10.04 aB 8.50 bC
Elevada 9.34 bB 9,60 aB 10.65 aA
ileo
Altura de vilosidade Baixa Ideal Alta
Basal 369.94 bC 450.80 aB 500.34 aA
Elevada 452.38 aA 400.37 bB 459.09 bA
Profundidade cripta
Basal 57.67 bB 71.54 aB 87.64 aA
Elevada 77.66 aA 60.85 bB 68.93 bA
Relacédo (V:C)
Basal 6.47 aA 6.40 aA 5.76 bB
Elevada 5.87 bB 6.69 aA 6.69 aA

Médias seguidas de mesmas letras, mintscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Cada valor corresponde a média e desvio padréo de 80 observagoes.
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A Tabela 8 apresenta a contagem de heterdfilos, linfocitos e relacdo
heteréfilo:linfocito (H:L) de frangos Label Rouge submetidos a manipulagdo da
temperatura de incubacéo, alimentados com diferentes niveis de treonina pos-ecloséo e
desafiados com Salmonella Enteritidis. O nivel de treonina ndo afetou os parametros
sanguineos avaliados, e ndo houve interagdo entre os fatores. Portanto, apenas as
comparagOes dos tratamentos com o grupo testemunha e os efeitos da temperatura de
incubacéo serdo discutidos.

No fator temperatura de incubacdo, animais do tratamento baixa temperatura
apresentaram maior (P<0,05) numero de heterdéfilos em relacdo ao tratamento
testemunha. Na contagem de linfécitos, o resultado do tratamento de temperatura alta de
incubacdo foi semelhante (P<0,05) ao tratamento testemunha. Todas as temperaturas de
incubacdo tiveram a relacdo heterdfilo:linfécito maior (P<0,05) que tratamento
testemunha. A relacdo heterdfilo:linfocito foi considerada um pardmetro confidvel para
avaliar o nivel de estresse em aves por Gross e Siegel em 1983 e vem sendo utilizada
desde entdo em diversos estudos. A relacdo H:L aumentou em animais estressados por
calor (JAHANIAN; RASOULI, 2015; ALTAN et al., 2003; ZULKIFLI et al., 2003).

N&o houve interacdo (P>0,05) entre temperaturas de incubacdo e niveis de
treonina, portanto, os dados foram analisados pelo teste de Tukey apenas para os fatores
principais (temperatura e nivel de treonina).

O tratamento de baixa temperatura de incubacdo apresentou maior (P<0,05)
namero de heterdfilos e relacdo heterdfilo:linfécito, e menor (P<0,05) numero de
linfocitos. No fator niveis de treonina, ndo houve diferenca (P>0,05) para os parametros
sanguineos avaliados. Esse resultado confirma novamente os resultados previamente
apresentados, indicando que a presenca da Salmonella é um fator estressante para as
aves e que o estresse é aliviado em parte nos animais incubados em alta temperatura.
Segundo Kogut et al. (1998), os heterofilos sdo células da familia dos fagocitos, que
desempenham uma importante funcdo como mediadores da imunidade natural das aves.

No estudo de Moreira Filho et al. (2015), ndo foi avaliada a relacdo
heteréfilo:linfocito como indicador de estresse, mas a expressdo da proteina de choque
térmico de 70 kD (Hsp70) diminuiu no intestino das aves inoculadas com Salmonella
quando estas haviam sido submetidas a alta temperatura de incuba¢do ou nivel elevado
de treonina na dieta. A expressdo de Hsp70 aumenta em tecido de animais estressados
por calor, conforme descrito em diversos estudos. Segundo Liew et al. (2003), animais

que apresentam aumento na expressdo de HSP possuem ndo s6 maior tolerancia ao
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calor, como também maior resisténcia a doengas, e isso pode ser atribuido a maior
expressdo de Hsp70. Givisiez et al. (2003) ressaltam que 0 aumento da expressao de
Hsp70 é um dos fatores que contribuem para melhoria da resposta dos animais pré
tratados termicamente ao estresse térmico na fase p6s-eclosao.

Apesar do indicador sanguineo H:L mostrar que os animais desafiados estéo
estressados quando comparados com o grupo testemunha, os dados de microbiologia,
morfometria e desempenho mostram que aves alimentadas com nivel elevado de
treonina e incubados em alta temperatura respondem melhor ao desafio do que aves
incubadas em baixa temperatura e alimentadas com nivel comercial (basal) de treonia.
Esses dados mostram que 0 estresse térmico serviu como preparacao para O estresse

causado por Salmonella, conforme sugerido por Norup et. al (2008).

Tabela 8. Contagem de heterofilos, linfocitos e relacdo heteréfilo:linfécito (H:L) de
frangos Label Rouge (10d) submetidos a manipulagdo da temperatura de incubacgéo e
alimentados com diferentes niveis de treonina pés-eclosdo. Os animais foram desafiados

com Salmonella Enteritidis aos dois dias de idade.

Temperatura de

Incubagao Heterdfilo Linfocito H:L
Baixa 209+ 29aA 67,6 + 5,2 bB 0,31 £0,06 aA
Ideal 15,4+ 3,0bB 745+ 7,2 abB 0,22 + 0,10 abA
Alta 15,8 £ 3,9bB 76,8 £ 45 aA 0,21 + 0,05 bA
Testemunha 104+21B 850+14A 0,12+0,02B

Niveis de Treonina

Basal 17,2+ 4,7 aA 731+76aB 0,25+0,02 aA
Elevada 17,3+5,2 aA 729+53aB 0,25+ 0,09 aA
Testemunha 104+21B 850+14A 0,12+0,02B
Temperatura (A) <0,05 <0,01 <0,05
Treonina (B) NS NS NS
Interacdo (A x B) NS NS NS
Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna néo diferem a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

Dentro de cada fator, médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna ndo diferem do tratamento testemunha a
5% de probabilidade pelo teste Dunnet.
NS - Néo significativo.
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5 CONCLUSOES

O efeito conjunto de treonina elevada com alta temperatura de incubagéo
resultou em menor nimero de aves colonizadas com Salmonella, dentre as colonizadas,
houve reducgdo da contagem de col6nias, e tambem atenuou a injuria intestinal causada

por Salmonella Enteritidis, amenizando o impacto negativo sobre o desempenho.
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