UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS HUMANAS, SOCIAIS E AGRARIAS
CURSO DE EM LICENCIATURA EM CIENCIAS AGRARIAS

ANTONIO VENICIO DE SOUSA

ACESSO ALIMENTAR TARDIO POS-ECLOSAO SOBRE A
MORFOFISIOLOGIA INTESTINAL DE CODORNAS EUROPEIAS

Bananeiras
2023



ANTONIO VENICIO DE SOUSA

ACESSO ALIMENTAR TARDIO POS-ECLOSAO SOBRE A MORFOFISIOLOGIA
INTESTINAL DE CODORNAS EUROPEIAS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Coordenacdo do Curso de Licenciatura em
Ciéncias Agrarias, em cumprimento as exigéncias
para obtencao do titulo de Licenciado em Ciéncias
Agrérias.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Lemos de
Barros Moreira Filho

Bananeiras-PB
2023



Catalogacdo na publicacio
Segdo de Catalogacdo e Classificacdo

3725a Scusa, Antonio Venicio.

Acesso alimentar tardio péds-eclosdo scobre a
morfofisiologia intestinal de codornas europeias /
Antonio Venicio Sousa. - Bananeiras, 2023.

33 f.

Orientacdc: ALEXANDRE LEMOS DE BARROS MOREIRA FILHO.
TCC (Graduacdc - Licenciatura em Ciénicias Rgrérias)
- UFFB/CCHSA.

1. Absorgdo. 2. Histologia. 3. Restric3oc alimentar.
4, Transportadores intestinais. I. MOREIRA FILHO,
ALEXANDRE LEMOS DE BARROS. II. Titulo.

UFPB/CCHSA-BANANEIRAS CDU 636.59




ANTONIO VENICIO DE SOUSA

ACESSO ALIMENTAR TARDIO POS-ECLOSAO SOBRE A MORFOFISIOLOGIA
INTESTINAL DE CODORNAS EUROPEIAS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Coordenacdo do Curso de Licenciatura em
Ciéncias Agrarias, em cumprimento as exigéncias
para obtencdo do titulo de Licenciado em Ciéncias
Agrérias.

Aprovado em 07/11/2023

,ﬁemm

Orientador(a)

7_’-‘-/;1*\71 X | i Y IR AL L\ O &0
' Examinador(a)

/‘/\\LL 0;#%_3;#%& o 54 uou'\cA

Examinador(a)

Bananeiras-PB
2023



Agradecimentos

Agradego ao Bom Deus, por ser o sustento da minha vida: “eu te louvarei, Senhor, de todo o

meu coragdo proclamarei todas as tuas maravilhas.” (S1 9, 2).

A Virgem Santissima, por sua maternal protecao e intercesséo, por ser refugio e alivio durante

minhas preocupacdes.

Ao0s meus pais, Luiz e Erismar, por serem meus maiores apoiadores, exemplo de honestidade e

meu porto seguro; e a0 meu irmdo Henrique, amo Voceés.

A minha familia, av0s, tios e tias, primos e primas, de modo particular a vovo Nilza, por sempre

me apoiarem e rezarem por mim.

As irmds carmelitas do Carmelo Sagrado Coracéo de Jesus e Madre Teresa, na pessoa da Ir.

Maria Tereza, por sempre rezarem por mim.

Ao meu orientador, professor Alexandre Lemos, pelas oportunidades concedidas, por suas
orientagdes e seu exemplo de profissional.

A Hemilly e Thalis por terem aceitado avaliarem esse trabalho, mas também por sua amizade
e carinho, sou grato por todos os momentos de trocas de conhecimento e pela a alegria dos

NOsSOs encontros.

Ao Alan Douglas, meu amigo de todas as horas, e a sua familia, por todo o apoio durante a

graduacao.

A Universidade Federal da Paraiba, de modo particular ao Centro de Ciéncias Humanas Sociais

e Agrarias.

A Coordenacéo do Curso de Licenciatura em Ciéncias Agrarias, nas pessoas do Prof. Otavio,

Prof.2 Isabele e do secretério Leandro, pelo o trabalho e dedicacéo.

Ao CNPq pela concessao das bolsas de iniciacdo cientifica, especialmente da vigéncia 2021-
2022, da qual esse trabalho é um fruto.

A Gilmaria por todas as conversas de apoio, e pelos momentos de descontracdo. Ao amigo

Pedro Lucas por todo o apoio e carinho.

Ao Nucleo de Estudos em Fisiologia Aviaria (NEFA), do qual sou membro, de modo especial

ao Alvaro, Elyson, Jodo Lucas e Willyane.



Aos professores da graduacdo, por toda a troca de conhecimentos, pelos momentos de ensino-

aprendizagem durante esse periodo no CCHSA.

Ao professor Cicero Gabriel, por todos os didlogos acerca do processo de aprendizagem e da
pesquisa cientifica e; ao projeto Seminario académico/escolar, por ter sido essencial no meu

amadurecimento académico.

A todos, minha irrestrita e eterna gratidao.



A Deus, a Nossa Senhora, aos meus pais, aos

meus avoés (in memoriam) e minha familia,

Dedico.



Epigrafe
“E Deus quem da o estimulo inicial e completa o trabalho [...]. A fé dirige a inteligéncia para o
Criador de todas as coisas, aquele que € infinitamente maior, mais alto e mais digno de ser
amado do que todas elas. A fé permite conhecer os atributos de Deus, indica tudo quanto ele

fez para os homens e tudo quanto estes lhe devem.” (Santa Edith Stein)

“A fé procura, a inteligéncia encontra; por isso diz o profeta: ‘Se ndo acreditardes, ndo
compreendereis’. E, de novo, a inteligéncia procura ainda aquele que encontrou, ‘porque Deus
lancou o seu olhar sobre os filhos dos homens’, como se canta no Salmo sagrado: ‘Para ver se
ha alguém inteligente ou que procure Deus’. Portanto, é para isto que o homem deve ser

inteligente, a fim de que procure Deus.” (Santo Agostinho)
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Resumo
O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos do acesso alimentar tardio
pos-eclosdo, sobre a morfometria intestinal (altura de vilosidade, profundidade de cripta,
relacdo vilo:cripta e area de vilosidade) e as alteracfes na expressao dos genes relacionados
com o transporte de glicose (Sgltl e Glu2), em Codornas Europeias (Coturnix coturnix) aos 21
dias de idade. Foram utilizadas 180 codornas distribuidas em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com trés tratamentos experimentais, sendo trés tempos de acesso a
alimentacdo pds-eclosdo (acesso imediato a alimentacdo; acesso alimentar tardiopds-ecloséo
de 24 horas e acesso alimentar tardio pos-eclosdo de 48 horas), com cinco repeticdes de 12
animais cada. Aos 21 dias de idade, cinco animais por tratamentos foram eutanasiados, seguido
pela coleta de amostras com aproximadamente 2 cm da por¢do medial do jejuno para as analises
histomorfométricas e avaliacdo da expressdo génica dos transportadores intestinais, usando a
técnica de RT- PCR. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Observou-se que as aves submetidas ao acesso
alimentar tardio pos-ecloséo de 48h apresentaram reducdo (p<0,05) na altura das vilosidades e
na area de vilosidade do jejuno. N&o foram observadas diferencas (p<0,05) em nenhuma das
variaveis de morfometria, em codornas submetidas a 24h de acesso alimentar tardio pés-
eclosdo com relagdo ao tratamento de acesso imediato a alimentagdo. A expressao do gene do
cotransportador de glicose sédio dependente (Sgltl) foi maior (p<0,05) nas aves que tiveram
acesso imediato a alimentacdo. J& a expressdo do gene do transportador de glicose membrana
basolateral (Glut2), foi inferior(p<0,05) no tratamento de 48h de acesso alimentar tardio pos-
eclosdo. Conclui-se que o acesso alimentar tardio poOs-eclosdo afeta negativamente a
morfologia intestinal e expressao génica dos transportadores intestinais de glicose de codornas

Europeias, aos 21 dias de idade.

Palavras-chave: Absorcdo. Histologia. Restricdo alimentar. Transportadores intestinais.



Abstract

The present work was carried out with the objective of evaluating the effects of late post-
hatching food access on intestinal morphometry (villus height, crypt depth, villus:crypt ratio
and villus area) and changes in the expression of related genes with glucose transport (Sgltl
and Glu2), in European Quails (Coturnix coturnix) at 21 days of age. We used 180 quails
distributed in a completely randomized experimental design, with three experimental
treatments, with three times of access to food post-hatch (immediate access to food; late food
access post-hatch of 24 hours and late food access post-hatch of 48 hours), with five replications
of 12 animals each. At 21 days of age, five animals per treatment were euthanized, followed
by the collection of samples measuring approximately 2 cm from the medial portion of the
jejunum for histomorphometric analyzes and evaluation of the gene expression of intestinal
transporters, using the RT-PCR technique. The data were subjected to analysis of variance and
the means were compared using the Tukey test at 5% probability. It was observed that birds
submitted to late post-hatch food access of 48 hours showed a reduction (p<0.05) in the height
of the villi and in the villus area of the jejunum. No differences (p<0.05) were observed in any
of the morphometric variables in quails subjected to 24 hours of delayed food access post-hatch
in relation to the immediate access to food treatment. The expression of the sodium-dependent
glucose cotransporter gene (Sgltl) was higher (p<0.05) in birds that had immediate access to
food. The expression of the basolateral membrane glucose transporter gene (Glut2) was lower
(p<0.05) in the 48h post-hatch fasting treatment. It is concluded that late post-hatch food access
negatively affects intestinal morphology and gene expression of intestinal glucose transporters
in European quails at 21 days of age.

Keywords: Absorption. Histology. Food restriction. Intestinal transporters.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a coturnicultura tem ganhando espaco na avicultura brasileira,
incentivada pela precocidade no crescimento, alta produtividade, e rapido retorno
financeiro, a exemplo, a criacdo de Codornas Europeias (Coturnix coturnix), que tem
como finalidade a producao de carne. Dessa forma, diferentes pesquisas s@o realizadas,
buscando aprimorar as condi¢fes de criagcdo e melhorar a produtividade.

Para que seja possivel alcancar maior potencial produtivo, e os animais desenvolvam
sua aptiddo de forma eficiente, € importante que estes, aproveitem o0s nutrientes
disponiveis na dieta. Esse aproveitamento € garantido pela maturidade, integridade e
funcionalidade do trato gastrointestinal.

O intestino delgado € a porcdo mais longa do sistema digestério, sendo o maior sitio
de absorcao dos nutrientes, dividido em trés regides: duodeno, jejuno e ileo (FRANDSON
et al., 2005). A segunda porcdo do intestino delgado, o jejuno, é a parte mais longa,
disposto em varias al¢as, se configurando como o maior sitio de absorc¢do dos nutrientes
da dieta (MACARI et al., 2002).

O epitelio intestinal é formado principalmente por trés tipos de células, os enterécitos,
as células caliciformes e as células enteroenddcrinas, sendo os enterdcitos, as celulas mais
abundantes do intestino, responsaveis pela digestdo final e absor¢do do alimento, a partir
do limen (CRUZ, 2018). Assim, fatores que alterem negativamente a mucosa intestinal,
interferem diretamente no desempenho das aves.

Quando os pintainhos eclodem a anatomia do sistema digestorio estd completa,
entretanto, esse sistema é ainda imaturo para o aproveitamento dos nutrientes
provenientes da dieta exdgena (UNI e FERKET, 2004), dessa forma o acesso a
alimentacdo logo apos a eclosdo é fundamental, no processo de maturacdo do trato
gastrintestinal das aves.

No periodo apds a eclosdo o acesso a alimentacdo pode ser atrasado por até 48 horas,
dependendo da janela de nascimento e do tempo de transporte até a granja (CARVALHO
et al., 2013). O atraso a dieta, pode ocasionar alteracdes, que afetam sobretudo, a
morfologia e fisiologia do trato gastrintestinal. De acordo com Uni et al. (2003), o atraso
no acesso alimentar, prejudica o desenvolvimento da mucosa intestinal, bem como a
atividade de enzimas da borda em escova, causando retardo no amadurecimento e na

capacidade funcional do intestino. Periodos prolongados de atraso podem ainda
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comprometer o desenvolvimento dos 6rgaos que compdem o sistema digestdrio, como
figado, pancreas e intestinos (ALMEIDA et al., 2006).

A absorc¢do dos nutrientes presentes na dieta € mediada por proteinas transportadoras
de nutrientes, sendo a glicose transportada do Iimen para o interior do enterécito pelo
cotransportador de sdédio e glicose (Sgltl); ja a transferéncia de glicose do interior do
enterdcito para corrente sanguinea ¢ mediada pela proteina transportadora de glicose 2
(Glut2), localizada na membrana basolateral (Gilbert et al., 2008). Assim, além dos
efeitos observados sobre a mucosa intestinal e anatomia do TGI, sdo observadas ainda
alterac@es fisiologicas no intestino das aves. Dessa forma, o acesso tardio ao alimento
pode alterar a dindmica de absorcdo de glicose, atrasando a capacidade de o intestino
absorver essa hexose, que em outras aves estd completa 48 horas apds a eclosdo
(ANDRADE, 2015).

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do acesso alimentar tardio pés-
eclosdo, sobre a morfometria intestinal e as alteracBes na expressdo dos genes
relacionados com o transporte de glicose, em Codornas Europeias (Coturnix coturnix)

aos 21 dias de idade.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.Estrutura da mucosa do intestino delgado das aves

O intestino delgado das aves € uma estrutura tubular, dividido em trés partes:
duodeno jejuno e ileo, sendo o principal 6rgao de absorcdo dos nutrientes presentes na
dieta (BOLELI et al., 2002). A diferenca de uma porcao para outra, pode ser observada
na morfometria das vilosidades presentes no intestino, que se tornam mais curtas e
delgadas na direcéo do ileo (PORTO, 2018). Além disso, a presenca do vestigio do saco
vitelino é frequentemente utilizada para demarcar a transicédo jejuno-ileo (SAKOMURA
et al., 2014). Ao eclodirem as aves apresentam o sistema digestorio anatomicamente
desenvolvido, entretanto sua capacidade fisioldgica ainda é imatura (MAIORKA et al.,
2002), sendo a presenca do alimento essencial para essas alterac6es funcionais (BOLELI
et al., 2002).

O intestino delgado é formado por trés camadas: a membrana mucosa, submucosa
e serosa (SOUSA et al., 2015). Na mucosa do intestino, existem invaginac6es epiteliais,
camadas de criptas. Essas criptas foram identificadas pela primeira vez por Jonathan
Lieberkihn (ZHANG et al., 2019), por isso ficaram conhecidas por criptas de
Lieberkiihn, sendo responsaveis pelo potencial proliferativo das células da mucosa. Nelas
sdo encontradas as células-tronco (totipotetentes) intestinais, que tem capacidade de
autorrenovacdo e diferenciacdo, promovendo constante renovacao das células intestinais
(RODRIGUES et al., 2016).

As celulas presentes nas criptas se diferenciam ao longo das vilosidades, que sdo
constituidas por células absortivas, caliciformes e enteroenddcrinas. Os enterdcitos sdo
as células absortivas, com um formato estreito e alto, tendo em seu &pice uma borda
escova, gque consiste em um aglomerado de microvilosidades, aumentando a capacidade
de absorcédo de 14 a 40vezes (GAVA, 2012).

As células absortivas(enterdcitos) sdo as mais abundantes nas vilosidades,
responsaveis pela digestdo e absorcao final dos nutrientes presentes na alimentacao, por
meio do transporte transcelular. Nas aves, a proliferagdo dos enterécitos ocorre ao longo
dos vilos e nas criptas (DIBNER, 2004). De acordo com Gava (2012), os enterécitos sao
células que apresentam formato estreito e altas medindo de 50um de altura e 8 a 10um de
largura, podendo variar de acordo com a idade da ave, sua posi¢do na vilosidade e a
porcdo do intestino em que se localizam. Contudo, as células precisam de maturidade
para desempenhar sua funcionalidade. Essa maturidade ocorre no processo de migracao
celular da cripta ao apice do vilo (MACARI, 2003).
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A diferenciacdo celular se dar de acordo com a necessidade que o intestino
apresenta para desempenhar sua funcdo. Dessa forma as células podem se diferenciar em
absortivas, produtoras de muco (caliciformes) e enddcrinas (BOLELI et al., 2008). As
células caliciformes, morfologicamente se aparentam ao formato de calice, tendo
continua producéo e acimulo de muco, que é composto de 95% de agua e 5% de mucinas
(NOGUEIRA, 2006). As mucinas produzidas pelas células caliciformes tém funcéo de
lubrificar e proteger o epitélio intestinal, formando uma barreira fisica nesse epitélio,
sendo essas células distribuidas entre os enterdcitos (RODRIGUES et al., 2016).

O muco produzido pelas células caliciformes € composto de mucinas
glicoprotéicas (SMIRNOV et al., 2006), podendo ser &cidas ou neutras (UNI et al., 2003).
Desempenha importante papel na protecdo do epitélio contra microrganismos
patogénicos e infecgdes. Quando 0s microrganismos tentam atacar a mucosa, se
envolvem na camada de muco e ndo expressam sua capacidade patogénica (FURLAN,
2010).

As células enteroendocrinas sdao menos abundantes com variados subtipos. Nelas
ocorre a producdo de importantes substancias que desempenham fungao na regulacdo da
digestéo e absorcdo dos nutrientes (FASINA et al, 2010). De acordo com Maiorka (2004),
essas células produzem hormonios peptidios (gastrina, secretina e colecistoquinina) e
monoaminas biogénicas, que participam na regulacdo da utilizacdo dos nutrientes.

Dessa forma, & importante garantir a manutencdo funcional de todas as
caracteristicas estruturais e fisiologicas da mucosa intestinal, permitindo maior eficiéncia
nos processos de digestdo e a absor¢do dos nutrientes presentes na dieta, para garantir a
homeostase metabolica das aves (BARBOSA, 2014).

2.2.Efeitos do acesso alimentar tardio pés-ecloséo

A presenca da alimentacdo exdgena no trato gastrointestinal (TGI) das aves é um
fator determinante para favorecer o desenvolvimento das estruturas do sistema digestorio
(MAIORKA et al., 2003). Os nutrientes presentes no alimento agem como agentes
troficos na ativacao das funcbes gastrointestinais, além de ser um estimulo quimico para
ativacdo dessas funcbes (BOARO, 2009). Dessa forma, quanto mais rapido o pintinho
atinge essa capacidade funcional, mais rapido podera utilizar os nutrientes presentes na
dieta e atingir sua maturidade morfofisiolégica (NOY e UNI, 2010).

No final da incubacao, entre os dias 16 e 16,5 (estagio 45), a gema residual é quase
que completamente internalizada (AINSWORTH et al. 2010), sendo a principal fonte de

nutrientes e energia para as codorninhas, das primeiras horas pds-ecloséo até o acesso a
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dieta inicial. O vitelo é incorporado ao intestino delgado para fornecer nutrientes e
protecdo imunoldgica para as aves recém eclodidas (GODBERTE e GUYOT, 2018).
Entretanto, estudos observaram que animais submetidos ao jejum alimentar, apresentam
menor absor¢do do vitelo, devido a diminuicdo metabdlica causada pelo jejum
(GONZALES et al., 2003; BHANJA et al., 2009; CARDEAL et al., 2021).

Ao eclodirem, as aves apresentam o TGI anatomicamente desenvolvido,
entretanto, a maturidade fisioldgica sé ocorre entre 14 e 21 dias ap6s a eclosdo, dessa
forma as aves ainda ndo conseguem aproveitar todos os nutrientes da dieta exdgena nesse
periodo (UNI e FERKET, 2004). De acordo com Uni et al. (2003), o atraso no acesso
alimentar, prejudica o desenvolvimento da mucosa intestinal, bem como a atividade de
enzimas da borda em escova, causando retardo no amadurecimento e na capacidade
funcional do intestino. A dindmica da secrecdo de mucinas também é afetada pelo acesso
tardio ao alimento, as células caliciformes secretam maior quantidade de mucinas, devido
a reducdo da camada de muco (FURLAN et al., 2004).

Os efeitos negativos do acesso tardio ao alimento podem ser observados nos
demais Orgdos do sistema digestorio. Pintinhos com retardo no acesso a racao,
comparados aos que sdo alimentados logo apos a eclosdo, apresentam menor pesos de
figado e do duodeno, além de terem reducéo no peso e comprimento do jejuno e do ileo,
(MAIORKA et al. 2003; ALMEIDA et al., 2006). Em codornas que sdo submetidas ao
acesso alimentar tardio pos-eclosdo, é possivel observar redugdo no peso relativo do
proventriculo, moela e intestinos (CRUZ, 2018).

O acesso tardio a alimentacdo apos a eclosdo reduz a superficie absortiva do
intestino delgado (GONZALES et al., 2003). Devido essa reducdo na area das vilosidades
o transporte de nutrientes é afetado negativamente. De acordo com Shimizu et al. (2018),
e expressdo dos transportadores de glicose é reduzida em frangos submetidos ao acesso
tardio. E possivel observar que o esse atraso afeta principalmente a expressio de proteinas
estruturais e proteinas envolvidas no transporte lipidico (SIMON et al., 2019). Esses
efeitos negativos podem ocasionar o baixo desempenho das aves.

De acordo com Elbaz et al., (2022), codornas submetidas ao retardo no acesso
alimentar apresentam menor peso de carcaga. O mesmo foi observado por Cruz (2018),
ao relatar que os animais submetidos a 48h de acesso tardio apresentaram reducéo do peso
aos 14 dias de idade, entretanto apresentaram ganho compensatorio aos 42 dias. Em
frangos e perus foram observados que os diferentes tempos de atraso alimentar pos-

eclosdo também ocasionaram menor peso corporal das aves (GONZALES et al., 2003;
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MAIORKA et al., 2003; POTTURI et al., 2005; RICCARDI et al. 2009; CARVALHO et
al. 2013; FONDEVILA et al., 2020).

Além dos efeitos negativos sobre o desenvolvimento intestinal e o desempenho

das aves, o acesso tardio ao alimento pode afetar ainda o sistema imunol6gico e seu
funcionamento. De acordo com Rammouz et al. (2011), o atraso no acesso a alimentacao
p3ode afetar a resposta imune contra patdégenos. Em estudo realizado por Smirnov et al.
(2004), foi observado a diminuicdo da camada de mucina. Simon et al. (2019) observaram
uma diminuicédo significativa da expressdo da proteina de muco em aves submetidas ao
jejum alimentar. E importante observar que em aves, aproximadamente 70% do sistema
imune se concentra no TGl (PANDA et al. 2015).
Os nutrientes consumidos na fase pds-eclosédo séo direcionados em grande parte para o
desenvolvimento do TGI das aves (CANCADO e BAIAO, 2002; GONZALES et al.,
2003; MAIORKA et al., 2003). Dessa forma, o periodo logo apds a eclosdo pode ser
considerado critico, devido as rapidas transformacdes morfofisioldgicas sofridas por
esses animais.

Sendo assim, garantir o acesso imediato a racdo é fundamental para os animais
pos-eclosdo, para que a maturacao do intestino e ativacdo de suas fun¢des ocorra de forma
eficiente, favorecendo o melhor desenvolvimento das aves.

2.3.Transporte de glicose no intestino de aves

A absorcdo dos nutrientes acontece principalmente, no limen intestinal, através das
células absortivas que se encontram nas vilosidades do intestino delgado. A absorc¢do dos
produtos da digestdo pode ocorrer por dois mecanismos: difusdo paracelular e transporte
transcelular (KORASOV, 2017). Os produtos da digestdo de carboidratos, glicose,
frutose e galactose, sdo absorvidos por via transcelular, sendo necessaria a presenca de
proteinas transportadoras de monossacarideos nos enterécitos (SUN et al., 2015).

De acordo com Silva et al., (2014), a glicose do amido é o monossacarideo central no
metabolismo energético de todos os vertebrados. Conforme Nelson (2019), a glicose é
relativamente rica em energia potencial e, por isso, um bom combustivel, para
manutencdo do metabolismo. Com excecao do cérebro e do figado, os demais tecidos sao
insulina-dependente. Ja para outras células, a exemplo dos eritrécitos, a glicose é Unica
fonte de energia (SILVA et al., 2014).

Na membrana apical do enterdcito a absorcdo de glicose é mediada pelo
cotransportador de sdédio e glicose (Sgltl), ja a transferéncia de glicose do interior do
enterdcito para corrente sanguinea € mediada pela proteina transportadora de glicose 2
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(Glut2), localizada na membrana basolateral (Gilbert et al., 2008). Segundo Andrade et
al., (2018), a expressao de ambos os transportadores de glicose em codornas apresentam
aumento até 14 dias apos a eclosao.

A proteina Sgltlrealiza absor¢do de glicose por meio de transporte ativo
secundario, utilizando o gradiente de sédio (Na®. Essa concentracdo é mantida pela
bomba de sddio e potassio (Na/K ATPase), dessa forma o transporte ocorre com gasto de
energia (WOOD e TRAYHURN, 2003), quando duas unidades de Na* e uma molécula
de glicose se agregam ao transportador (RODRIGUES et al., 2016). No interior do
enterdcito, devido a diferenca de concentragéo, o transportador libera as moléculas de Na
e glicose, e volta a sua conformacdo normal para que o processo de transporte seja
repetido (BOLELI et al., 2002).

De acordo com Gilbert et al. (2007), o Sglt1 € o principal meio pelo qual a glicose é
absorvida no intestino. Neste sentido, a auséncia da expressdo desse transportador, € um
fator limitante para os animais, causando a perdas significativas na produtividade, dado
0s registros da incapacidade de sobrevivéncia dos animais que ndo possuem essa proteina
transportadora (RODER et al., 2014).

A atividade do Sgltl aumenta a concentragdo de glicose no meio intracelular,
ativando assim o transportador de glicose da membrana basolateral oGlut2, onde o
transporte ocorre por difusdao facilitada. De acordo com Rodrigues et al., (2016), esse
transportador atua independente da presenca de Na®, possui elevada capacidade de
transportar glicose. Apesar de estar presente em maior abundancia na membrana
basolateral, estudos demonstram que o Glut2, pode ser induzido a transloucar-se para a
membrana apical e participar da absorcdo de glicose diretamente do limen intestinal
(MUECKLER e THORENS, 2012).

De acordo com Cardeal (2014), a absorcao de glicose e de aminoécidos no dia da
eclosdo varia de 43 a 53%. Entretanto, a capacidade de digestao e absorcao dos nutrientes
presentes na dieta, aumenta continuamente na primeira semana (SKLAN, 2001). Apds a
eclosédo as aves passam por uma mudanca brusca na composicao da dieta, que deixa de
ser lipidica (saco da gema) e passa a ser rica em carboidratos e proteinas (dieta exgena),
necessitando uma mudanca no metabolismo digestivo, que deve ocorrer em cerca de 24
horas (CHRISTENSEN, 2009). Dessa forma o acesso tardio ao alimento pode alterar a
dindmica de absorcao de glicose, atrasando a capacidade de o intestino absorver essa

hexose, que em outras aves esta completa 48 horas apos a eclosdo (ANDRADE, 2015).
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3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1. Exigéncias Legais
Todas as praticas de manejo, bem como abate e procedimentos de amostragem da
presente pesquisa, foram submetidas para aprovacéo pela Comissio de Etica no Uso de
Animais, do Centro de Biotecnologia, da Universidade Federal da Paraiba
(CEUA/UFPB), nimero de protocolo n°1214260121.
3.2. Localizagéo
O experimento foi realizado no Laboratorio de Avicultura, pertencente ao Centro de
Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), na
cidade de Bananeiras - PB. As amostras coletadas na presente pesquisa foram enviadas
para serem processadas no Laboratdrio de Produtos de Origem Animal, localizado no
Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal da Paraiba na cidade de Areia-PB
(UFPB/CCA).
3.3.Desenho experimental
Apos a eclosdo, 180 codornas foram pesadas individualmente e distribuidas em
delineamento  experimental inteiramente casualizado, com trés tratamentos
experimentais, sendo trés tempos de acesso a alimentacdo pos-eclosdo (acesso imediato
a alimentacdo; acesso alimentar tardio pds-ecloséo de 24 horas e acesso alimentar tardio
pos-eclosdo de 48 horas), com cinco repetices de 12 animais cada.
3.4.Instalac0es e dieta
Os animais foram alojados em gaiolas de arame galvanizado. As gaiolas foram
equipadas com aquecedor elétrico, comedouros e bebedouros recomendados para fase
inicial. A dieta experimental (tabela 1) foi elaborada a base de milho e farelo de soja para

a fase inicial de criacdo (1-21 dias), seguindo as recomendac6es de Silva e Costa (2009).
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Tabela 1 - Composicdo percentual e calculada da dieta®

Fase
Ingrediente la?l
%
Milho Grao 51,837
Farelo de Soja 43,780
Calcério calcifico 1,241
Fosfato bicélcico 1,041
Oleo de soja 0,866
Sal comum 0,276
DL-Metionina 0,403
L-Treonina 0,216
L-Lisina HCL 0,187
Premix Mineral? 0,050
Premix Vitaminico® 0,025
BHT 0,010
Cloreto de colina 0,070
Total 100,000
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2900,000
Proteina bruta (%) 25,000
Metionina + Cistina total (%) 1,040
Lisina Total (%) 1,370
Treonina total (%) 1,040
Calcio (%) 0,850
Fosforo disponivel (%) 0,320
Sédio (%) 0,170

'RecomendagBes nutricionais segundo Silva & Costa (2009);
2Suplementacdo mineral: manganés —140 g/kg; zinco —100 g/kg;
ferro —100 g/kg; cobre —16 g/kg; iodo —400 mg/kg. 3Suplementagio
vitaminica: Vit. A-16.000.000 Ul/kg; Vit. D3 -4.600.000 Ul/kg;
Vit. E -90.000 Ul/kg; Vit. K3 —-4.600 mg/kg; Vit. B1 -5.400
mg/kg; Vit. B2 -11 g/kg; Vit. B6 —-8.000 mg/kg; Vit. B12 —30.000
mg/kg; niacina —50 g/kg; &cidopantaténico —20 g/kg; cidofdlico -
2.000 mg/kg; biotina —300 mg/kg; selénio —300 mg/kg.

3.5.Anéalise histologica
Aos 21 dias de idade, cinco animais por tratamentos foram eutanasiados, seguido pela
coleta de amostras com aproximadamente 2 cm da por¢do medial do jejuno. As amostras
foram lavadas com solucéo salina 0,9% NaCl e fixadas em formol a 10%. Em seguida,
foram submetidas a desidratacdo em série crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Foi realizada microtomia semi-seriada e os cortes colocados em

laminas, sendo coradas com hematoxilina e Alcian Blue e analisadas em microscopia de
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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,
relacdo vilosidade:cripta, largura do &pice da vilosidade, largura da base da vilosidade e
area de vilosidade. A altura de vilosidade foi determinada do apice até a sua regido basal
que coincide com a superficie da cripta até seu apice; a profundidade de cripta foi medida
a partir da regido de transicao vilosidade cripta até sua base; e a largura de vilosidade
medida no &pice e na base da vilosidade. Para cada animal foram realizadas 10
mensuracdes, totalizando 50 mensuragdes por tratamento e para cada varidvel estudada
foi retirada a média das leituras por variavel e por animal. A partir dos resultados obtidos
para altura de vilosidade e profundidade de cripta, foi realizado o calculo da relagéo
vilosidade:cripta. A area de superficie das vilosidades foi calculada de acordo com a
equagao descrita por Uni et al., (1998): ((LA+LB)/2)*AV.

Onde:

LA: largura no apice da vilosidade

LB: largura na base da vilosidade

AV: altura de vilosidade

3.6. Extracdo de RNA e Expressdo Génica
Aos 21 dias de idade, foram colhidas amostras de mucosa jejunal de cinco animais
por tratamento. As amostras foram imersas em solucdo de RNA Later (Ambion®) e
incubados em temperatura ambiente por 24 horas e posteriormente armazenados a -20°C,
permanecendo até o processo de extragdo ser iniciado. O RNA foi extraido utilizando o
kit Qiagen RNeasy®Mini Kit (Cat. n.74106) de acordo com as recomendacbes do
fabricante. A concentracdo e pureza do material extraido foi avaliada em
espectrofotdbmetro (Nano Drop 2000, Thermo Scientific, Wilmington, DE), utilizando as
relacGes de absorbancia de 260/280 e 260/230, para atestar a qualidade do RNA extraido.
3.7.Sintese de cDNA e RT-PCR
A sintese do cDNA foi realizada utilizando o AffinityScript QPCR cDNA Synthesis
Kit (Agilent Technologies) de acordo com as recomendagdes do fabricante. A expressao
génica relativa foi determinada através reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-PCR), utilizando o Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR QPCR MM (Agilent
Technologies). Os ciclos da gPCR foram realizados no termocicladorStratageneMx3005P
(Agilent Technologies). A expresséo relativa foi calculada com base no método 244,
descrito por Livake Schmittgen (2001). Os dados de expressdo foram normalizados
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utilizando o gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapdh) e o
Hidroximetilbilanosintase (Hmbs) como gene de referéncia. A sequéncia dos primer’s
envolvidos na anélise do desenvolvimento intestinal (Sgltl e Glut2) foi gerada a partir de
software especifico e estdo apresentadas na tabela 2.A reacdo em cadeia da polimerase
foi realizada sob as seguintes condi¢6es: 95°C por 3min (1ciclo), 95°C durante 15s, e
60°C durante 20 segundos (40 ciclos), 95°C por 1 min, 55°C durante 30 segundos, e 95°C
durante30 segundos (1 ciclo).

Tabela 2. Genes e sequéncia dos primers utilizados no estudo de transportadores

Gene Iniciador Direto/Reverso (5°-3%)
F: GAAGCTTACTGGAATGGCTTTCC
Gapdh R: CGGCAGGTCAGGTCAACAA
F: TGACCTGGTAGTTCACTCCTT
Hmbs R: TTGCAAATAGCACCAATGGTAAAG
F: GCCATGGCCAGGGCTTA
sgitd R: CAATAACCTGATCTGTGCACCAGTA
Glut2 F: AGAGGAAACTGTGACCCAATGA

R: AACGAAGAGGAAGATGGCGA

F: Direto; R: Reverso;
3.8.Anélise Estatistica

As anélises dos dados foram realizadas de acordo com delineamento experimental
inteiramente casualizado com trés tratamentos (acesso imediato a alimentacdo; acesso
alimentar tardio pds-eclosdo de 24 horas e acesso alimentar tardio pés-eclosdo de 48
horas). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias de todos os
tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade utilizando-se o
software estatistico SAS (Versdo 9.1, 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da histomorfometria do jejuno de codornas aos 21 dias de idade,
submetidas a diferentes tempos de acesso a alimentagdo ap6s a eclosdo, estdo
apresentados na tabela 3. Observou que as aves submetidas ao acesso alimentar tardio
pos-eclosdo de 48h, apresentaram reducdo (p<0,05) na altura das vilosidades e na area de
vilosidade do jejuno. Nesse estudo, aos 21 dias de idade, ndo foram observadas diferencas
(p<0,05) em nenhuma das variaveis de morfometria, em codornas submetidas a 24h de
acesso alimentar tardio pos-eclosdo com relacdo ao tratamento de acesso imediato a
alimentacdo. As varidveis de profundidade de cripta e relagdo vilo:cripta ndo
apresentaram diferencas (p<0,05) entre os tratamentos.

Tabela 3 - Efeito do acesso alimentar tardio pds-eclosdo sobre altura de vilosidade,
profundidade de cripta, relacdo vilo:cripta e area de vilosidade no jejuno de codornas
europeias aos 21 dias de idade.

Acesso a alimentacéo (h)
CV (%) p-valor

0 24 48
Alturade vilosidade (um) 638,042 643,392 503,88" 13,22 0,001
Profundidade de cripta (um) 50,76 51,23 48,89 18,46 0,768
Relacéo Vilo:Cripta(um/pm) 13,04 13,05 10,61 14,41 0,056
Area de vilosidade(um?) 46174,96° 46474,42% 35364,58° 17,33 0,001

Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes foram observados por Shinder et al., (2015), Cardeal et
al., (2020) e Liu et al., (2020) em estudos com frangos, ao relatarem que pintinhos que
tiveram acesso a alimentacdo logo apds a eclosdo apresentaram maior altura de
vilosidades. A presenca do alimento no Iumen intestinal € um fator importante que
estimula o desenvolvimento das vilosidades (MAIORKA et al., 2003).Para Uni et al.
(2003), o desenvolvimento da mucosa intestinal € dependente da acao de agentes tréficos
que estimulam o processo mitético, aumentando o numero de células e o tamanho dos
vilos. Apesar da baixa capacidade de digerir e absorver alimentos na fase logo apds
eclosdo, a ingestdo de racdo de maneira precoce é fundamental, pois 0s nutrientes
presentes na dieta atuam como agentes troficos no desenvolvimento da mucosa intestinal.
Assim, as caracteristicas quimicas dos nutrientes parecem ser o estimulo primario para o
desenvolvimento da mucosa (UNI et al., 2003).

Em estudo realizado por Cruz (2018), codornas que tiveram acesso a alimentacéo

logo apds a eclosao, tiveram vilosidades do jejuno maiores, quando comparadas com as
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aves submetidas a 48h de acesso tardio, corroborando com os resultados aqui descritos.
Reicher et al., (2020), também evidenciaram que pintos que tiveram acesso precoce a
alimentacdo, apresentaram vilosidades maiores, além de aumentar a propor¢éo de células
proliferativas € o0 nlimero de enterdcitos. Esses autores, sugerem que a falta de
alimentacdo nas primeiras 24h, reduz a funcionalidade da mucosa intestinal, nas
primeiras horas de vida dos pintinhos. Tais resultados potencializam o conceito da
alimentacdo agir como um agente trofico, potencializando a maturacdo morfofisiolégica
do TGI das aves.

Gonzales et al., (2005), observaram que pintinhos submetidos a 18 e 36 horas de
acesso alimentar tardio pos-eclosao, apresentam menor biometria do intestino delgado.
De acordo com Bigot et al., (2003) a alimentacdo precoce aumentou o peso das porcdes
intestinais nos primeiros quatro dias apds a eclosdo. Esse desenvolvimento, promovido
pela a presenga do alimento, confere ao TGI das aves, maior capacidade de
aproveitamento dos nutrientes da dieta. No estudo de Wang et al., (2020), além de
observarem diminuicdo da altura de vilosidades e na area de superficie de absorcao nas
aves submetidas ao acesso tardio, os autores relataram terem observado microvilosidades
esparsas e desorganizadas na mucosa do duodeno. De acordo com Reicher et al ., (2020),
a alimentacdo logo ap6s a eclosdo provocou hiperplasia de células progenitoras e
diferenciadas nas criptas e vilosidades ao longo de 10 dias apds a eclosdo.

O presente estudo demonstrou que 0 acesso alimentar tardio pos-eclosdo de 24h,
ndo afetou negativamente as variaveis estudadas para morfometria do jejuno. Entretanto,
em estudos com frangos, a histomorfometria intestinal é prejudicada quando o atraso ao
acesso alimentar ultrapassa as 12h. Dessa forma, pode ser observado que as codornas
apresentam maior tolerdncia acesso alimentar tardio pds-eclosdo, sem danos na
morfometria do jejuno.

Os mecanismos envolvidos na absor¢do de nutrientes sdo dependentes de células
epiteliais que revestem a mucosa intestinal das aves, portanto, alteracdo em sua
morfometria pode tornar inviavel o transporte de nutrientes. O fornecimento tardio de
racdo aumenta a morte celular nas vilosidades do intestino delgado, resultando em perda
de enterdcitos, limitando a capacidade de absor¢édo de nutrientes, contribuindo assim para
a diminuicdo no ganho de peso das aves (POTTURI et al., 2005).

A expressdo dos genes dos transportadores de glicose (Sgltl e Glut2) no jejuno
de codornas europeias aos 21 dias de idade encontram-se apresentadas na figura 1. Foi
possivel observar que o tratamento de acesso imediato a alimentacao logo apds a ecloséo,
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apresentou maior (p<0,05) expressdo do gene do cotransportador de glicose sédio
dependente (Sgltl) em comparagdo aos demais tratamentos. A expressdo do gene do
transportador de glicose da membrana basolateral (Glut2), foi inferior(p<0,05) no
tratamento de 48h de acesso alimentar tardio pds-eclosdo. Ja o tratamento de 24h de
acesso tardio, ndo apresentou diferenca (p<0,05) do tratamento controle, na expressao de
Glut2
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Figura 1. Expressao génica do transportador de glicose sodio dependente (Sgltl) e do
transportador de glicose da membrana basolateral (Glut2), aos 21 dias de idade, de
codornas europeias submetidas a diferentes tempos de acesso alimentar tardio pos-
ecloséo.

Os resultados do presente estudo demonstram maior expressdo de Sgltl, no jejuno
das aves que ndo tiveram atraso no acesso a alimentacao pos-eclosdo, demonstrando uma
diferenca na dindmica da expressdo desse transportador em codornas. Nos estudos
realizados por Gal-Garber et al., (2000), Gilbert et al., (2008) e Shinde et al., (2015), foi
evidenciado maior expressdo dos transportadores glicoses, em pintinhos que foram
submetidos a restricdo alimentar. De acordo com esses autores 0 aumento na expressao
de mRNA do Sgltl pode indicar que o transportador foi regulado positivamente por
baixaconcentracdo de substrato. Esse aumento pode ser um mecanismo que as aves
adotam para suprirem a demanda de glicose, fazendo com que mais particulas de hexoses
sejam transportadas para as células.

Em aves silvestres foi observada a auséncia do transportador Sgltl, demonstrando
predominancia do transporte passivo na absorcéo de glicose (FERRARI, 2001). Andrade
et al., (2019) evidenciou em seus achados que a expressaio de mRNA de ambos 0s
transportadores (Sgltl e Glut2) mostrou-se aumentar até 14 dias em pintinhos de codorna,

sugerindo que a capacidade de captacdo de glicose aumenta até os 14 dias de idade.
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Nesse estudo, a diminuicdo da expressdo génica dos transportares de glicose, pode
ter estreita relacdo com a diminui¢do da altura e area de vilosidades, tendo em vista a
consequente diminuicdo de células absortivas. De acordo com Gilbert et al. (2007), o
Sgltl é o principal meio pelo qual a glicose é absorvida no intestino. Neste sentido, a
diminuicdo da expressdo desse transportador, € um fator limitante para o0s animais,
causando perdas significativas na produtividade, dado os registros da incapacidade de
sobrevivéncia dos animais que ndo possuem essa proteina transportadora (RODER et al.,
2014).

No presente estudo, foi observado que as 48h de acesso alimentar tardio pds-eclosédo
afetaram negativamente a expressao do transportador de glicose da membrana basolateral
(Glut2). De acordo com Andrade (2015), a diminuicdo na expressdo de Glut2 pode
representar uma resposta para manter as concentracgdes de glicose intracelular, o que pode
ser benéfica para o proprio enterécito, como fonte de energia.

O transporte de nutrientes entre o limen intestinal e o interior dos enterdcitos é
essencial para que haja assimilagdo dos nutrientes, garantindo o crescimento e
desenvolvimento do animal. A absorcéao de nutrientes no intestino delgado é mediada por
diferentes transportadores intestinais presentes na membrana apical ou basolateral dos
enterdcitos. Apos transporte apical para o interior dos enterdcitos, os produtos finais
podem ser utilizados para o metabolismo celular ou transportados para a corrente
sanguinea através dos transportadores basolaterais (GILBERT et al., 2008). O acesso
precoce a alimentacdo estimula a digestao e utilizacdo de compostos hidrofilicos, como
glicose e proteina (WANG et al., 2020), favorecendo um melhor desenvolvimento das
aves e a homeostase (LINGENS et al., 2021).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que o atraso no acesso a alimentacéo de 48 horas, afetou negativamente o
desenvolvimento da mucosa jejunal das codornas. Os efeitos negativos também foram
observados na expressao dos transportadores de glicose, SGLT1 e GLUT2 aos 21 dias de
idade. Dessa forma, recomenda-se que as aves tenham rapido acesso a alimentacao para
evitar danos morfofisioldgicos. Estudos posteriores se fazem necessarios, para avaliarem

formas de mitigar os efeitos negativos do acesso tardio ao alimento pds-ecloséo.
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