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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
dieta suplementada com nucleotideos sobre taxa de turnover
da mucosa intestinal de frangos antes e apos lesdes causadas
por coccidiose por meio de analise isot6pica, utilizando a
variacdo do carbono-13 em plantas C, e C,. Foram utilizados
264 pintos submetidos a dois tratamentos: dieta controle e
dieta suplementada com 0,07% nucleotideos. Os pintos
possuiam sinais isotopicos em seus tecidos semelhantes ao de
ditas C,. Apos o alojamento, para avaliar taxa de turnover da
mucosa, as aves receberam dietas predominantemente C,. Com
16 dias de idade, 50% das aves de cada tratamento foram
inoculadas com oocistos de Eimeria acervulina e, a partir de
21 dias, para avaliar a taxa de turnover ap6s desafio, as aves
passaram a receber dieta predominantemente C,. Amostras de
mucosa foram analisadas isotopicamente por espectrometria
de massa. Na fase inicial, a suplementagdo com nucleotideos
propiciou aceleragdo na troca do carbono na mucosa, com
meia-vida de 1,06 e 1,01 dias para dieta controle e com
nucleotideos, respectivamente, acelerando o crescimento
intestinal. Na fase de 21 a 42 dias de idade, para os grupos
ndo desafiados com coccidiose, as meias-vidas do carbono
foram 1,81 e 1,80 dias para dieta controle e com nucleotideos,
respectivamente, ndo havendo influéncia dos tratamentos.
Porém, nos grupos desafiados, as meias-vidas foram 1,01 dias
no grupo controle e 0,75 dias no que recebeu dieta com
nucleotideos, indicando maior turnover da mucosa nesse
Gltimo grupo. A adicdo de nucleotideos promove aceleragéo
no processo de renovacdo da mucosa intestinal e na
regeneracdo ap6s danos causados por coccidiose.

Palavras-chave: Eimeria acervulina, Carbono-13, isétopos
estaveis, regeneracao.

ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of
nucleotides supplementation diet on the intestinal mucosa
turnover rate of broilers before and after injury caused by
coccidiosis, through isotopic analysis, using the carbon-13
variation in C® and C* plants. It was used 264 chicks under two
treatments: control diet and diet supplemented with 0.07%
nucleotides. The chicks had isotopic signals in their tissues
similar to C, diet. After housing, to assess mucosal turnover
rate, the birds were fed with a predominantly C, diet. At 16 days
of age, 50% of birds from each treatment were inoculated with
Eimeria acervulina oocysts and starting from 21 days, to assess
the mucosa turnover rate after challenge, the birds received
predominantly C, diet. Samples of intestinal mucosa were
isotopically analyzed by mass spectrometry. In the initial phase,
supplementation with nucleotides led acceleration in carbon
trading in the mucosa, with half-lives of 1.06 and 1.01 days for
control diet and with nucleotides, respectively, accelerating
intestinal growth. During the 21 to 42 days of age, for not
coccidiosis challenged groups, the carbon half-lives were 1.81
and 1.80 days for control diet and with nucleotides respectively,
without any influence of the treatments. However, in the
challenged groups, the half-lives were 1.01 days in control
group and 0.75 days in group receiving nucleotides diet
supplementetion, indicating a higher mucosa turnover rate in
the latter group. The addition of nucleotides promotes
acceleration in the cell renewal process of intestinal mucosa
and in regeneration after damage caused by coccidiosis.

Key words: Eimeria acervulina, Carbon-13, regeneration,
stable isotopes.
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INTRODUGCAO

Recentemente, tem crescido a preocupagao
dos consumidores em relacdo ao uso de antibidticos
melhoradores de desempenho e anticoccidianos na
alimentacdo animal, bem como com a qualidade dos
produtos, exigindo alimentos mais saudaveis com
auséncia de residuos quimicos. Diante dessa situagdo
e para evitar quedas de desempenho na producgéo
avicola, nutricionistas trabalham em uma série de
produtos e/ou nutrientes alternativos que auxiliam, por
meio de mecanismos especificos, a superar desafios
que favorecem a manifestacao de problemas entéricos
nos animais.

Estudos tém demonstrado que o0s
nucleotideos da dieta sdo capazes de melhorar a
resposta imune (YAMAUCHI et al., 1996), promover o
aumento da altura das vilosidades intestinais com
consequente aumento da absorg¢do dos nutrientes (YU
et al., 2002) e prevenir os efeitos negativos sobre a
estrutura do intestino (ADJEI et al., 1996), evitando-
se, assim, quedas de desempenho.

Segundo BUENO et al. (1994), a
suplementacdo com nucleotideos é especialmente
importante no desenvolvimento de tecidos com rapido
turnover celular, quando a capacidade de sintese
enddgena nao é suficiente para responder as maiores
exigéncias, como em periodos de rapido crescimento e
apos agressdes no organismo, tais como doencas ou
traumas.

A diferenca natural na razdo isotdpica de
carbono (**C/*2C) existente entre as plantas de ciclo
fotossintético distinto (C, e C,) oferece a possibilidade
de utiliza-las como marcadores nos tecidos animais,
sem a necessidade de sintetizar compostos
especificamente marcados, evitando problemas de
salide humana e de seguranga ambiental, associados
ao uso de is6topos radiativos (METGES et al., 1990).
Esses marcadores vém sendo utilizados com eficacia
em estudos com suinos (CALDARA et al., 2010), aves
(CRUZ et al., 2005; GOTTMANN et al., 2008), entre
outras espécies. Segundo GANNES et al. (1998), dietas
com assinaturas isotopicas distintas podem ser
utilizadas para mensurar o turnover de componentes
corporais e érgaos de animais.

Desse modo, com o presente trabalho,
objetivou-se avaliar o efeito da suplementacédo da dieta
com nucleotideos sobre a taxa de turnover do carbono
da mucosa intestinal de frangos de corte submetidos
ou ndo ao desafio por coccidiose e, consequentemente,
seu processo de renovacdo, utilizando-se a variacéo
natural do carbono-13, existente entre as plantas de
ciclo fotossintético distinto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Faculdade
de Medicina \eterindria e Zootecnia da UNESP, Campus
de Botucatu, nas instala¢es do Laboratério de
Nutrigdo de Aves. Foram utilizados 264 pintos de corte
machos, da linhagem Hybro, com um dia de idade. Em
camara climatica, com temperatura e ventilagdo
controladas e mantidas na zona de conforto térmico,
as aves foram alojadas em gaiolas de arame
galvanizado, nas quais foram criadas até 42 dias de
idade. O fornecimento de luz foi constante durante todo
periodo de criagao.

O periodo de criacéo foi dividido em apenas
duas fases: inicial (1 a 21 dias de idade) e crescimento
(22 a 42 dias de idade) para se obter menor variagdo
nos sinais isotopicos das dietas. As exigéncias
nutricionais das aves foram estabelecidas de acordo
com as tabelas de exigéncias nutricionais de
ROSTAGNO et al. (2005), adaptadas para as duas fases
de criagdo. Os pintos de corte foram obtidos de matrizes
que estavam recebendo dietas compostas
predominantemente por plantas do ciclo fotossintético
C, (a base de milho e soja). Estes, ao nascerem,
possuiam em seus tecidos corporais sinais isotdpicos
de **C semelhantes ao destas dietas (6**C=-19,31%o).
Apos o alojamento, para avaliar a taxa de turnover na
mucosa intestinal, os pintos de um dia de idade
receberam dietas compostas predominantemente por
plantas do ciclo C, (a base de arroz e soja), possuindo
sinal isotdpico de *C (6%C=-27,95 e -27,98%o) diferente
das dietas C, fornecidas as matrizes, provocando
mudanca no sinal isotdpico de seus tecidos corporais.
As aves foram distribuidas aleatoriamente em dois
tratamentos iniciais: T1 = dieta controle sem adi¢do de
nucleotideos e T2 = dieta suplementada com 0,07% de
nucleotideos (mistura em concentragdes iguais de
adenina, guanina, citosina e uracila - AccelerAid®).

A0s0;0,5;1;1,5;2;25; 3;3,5;4,4,5,5;7;9
e 14 dias de idade, foram retiradas aleatoriamente trés
aves por tratamento, sacrificadas por deslocamento da
articulacdo cranio-cervical, das quais foram colhidas
amostras de mucosa do intestino delgado (na altura da
porcdo final da alca duodenal) por meio de raspagem
com laminula de vidro. As coletas foram concentradas
nos primeiros dias de vida, devido a maior velocidade
na diluigdo isotdpica do **C nos tecidos durante essa
fase (HOBSON & CLARK, 1992). Cada ave retirada
dos tratamentos foi considerada uma repeticdo. As
amostras foram acondicionadas em frascos graduados
de 1,0mL, identificadas e imediatamente congeladas a -
18°C até a sua preparacdo para as analises isotdpicas.

Ciéncia Rural, v.41, n.9, set, 2011.



1654 Pelicia et al.

Com 16 dias de idade, 50% das aves de cada
tratamento foram transferidas para outra camara
climéatica e inoculadas oralmente e individualmente com
auxilio de pipeta com 500.000 oocistos de Eimeria
acervulina, causando de moderadas a fortes lesdes
no epitélio intestinal das aves, dose definida por
WILLIAMS (2001). Atransferéncia das aves para outra
camara teve por objetivo evitar contaminagao do grupo
ndo inoculado com os oocistos. A temperatura e
ventilagdo foram controladas e mantidas na zona de
conforto térmico igualmente nas duas camaras
climéticas. Como o ciclo da Eimeria acervulina é de
quatro a cinco dias, ocorrendo ao final desse periodo
as primeiras lesdes no epitélio intestinal, aos 21 dias de
idade, as aves passaram a receber dietas compostas
predominantemente por plantas do ciclo C, (a base de
milho e soja), possuindo sinal isotpico de *C, diferente
da dieta na fase inicial (6"°C = -19,94 e -19,93%o0). A
mudanga na composicao da dieta objetivou provocar
nova alteracdo no sinal isotopico para captar a
velocidade na taxa de turnover da mucosa intestinal
apos o desafio. Nesta fase, portanto, aves passaram a
receber quatro tratamentos distintos: T1 = controle,
sem suplementacdo com nucleotideos, T2 = dieta
suplementada com 0,07% de nucleotideos, T3 = T1 mais
desafio de coccidiose e T4 = T2 mais desafio de
coccidiose. Todas as racbBes eram isentas de
antibidticos melhoradores de desempenho,
anticoccidianos e ingredientes de origem animal. As
composicOes das racdes experimentais e seus valores
isotépicos estdo apresentados na tabela 1.

Foram colhidas amostras de mucosa aos 21,
22; 23; 26; 28; 35; 42 dias de idade, procedendo-se do
mesmo modo descrito para a fase anterior. Também,
nessas idades, foram avaliados os escores de lesdo na
mucosa intestinal de acordo com a metodologia de
JOHNSON & REID (1970) para fornecer classificagdo
numeérica de lesbes macroscopicas causadas por
coccidios.

Para realizacdo das analises isotopicas da
mucosa intestinal, as amostras foram descongeladas e
pesadas em capsulas de estanho, aproximadamente
300pg de amostras para determinagdo das razdes
isotdpicas do carbono. As capsulas foram introduzidas
no espectrémetro de massa DELTA-S (Finnigan Mat)
acoplado ao Analisador Elementar (EA 1108 CHN) da
UNESP - Botucatu - IB - Centro de Is6topos Estaveis.
As amostras foram queimadas quantitativamente para
obtencao de CO,.

Os resultados foram expressos em notacédo
8'C, em relagdo ao padréo Peedee Belemnite (PDB),
com erro de analise da ordem de 0,2%. e calculado pela
equagdo d“C = [(R,oure/ Roagrae) — 11 X 107,

(amostra, padréo) padréo

em que 3'*C = enriquecimento relativo da razéo *C/**C
da amostra em relagio ao padréo PDB (adimensional) e
R = raz&o isotdpica (**C/*2C) da amostra e do padrao
(adimensional).

Os dados isotépicos obtidos foram
compilados em curva isotopica padrdo com o auxilio
do software Origin® 6.0 Professional (Microcal Software,
1999) e serviram para mensurar quantitativamente a
velocidade de substituicdo do carbono das dietas na
mucosa intestinal depois de determinado intervalo de
tempo. Para isso, foi empregada a fungdo exponencial
do tempo expressa pela equacdo 5*C(t)=6C (f)+[3**C
(1)-8"C(f)le™, em que 3*C(t) = enriquecimento isotdpico
do tecido em qualquer tempo (t) (adimensional); 5**C(f)
= enriquecimento isotdpico do tecido no patamar de
equilibrio, ou condicdo final (adimensional); 3**C(i) =
enriquecimento isotopico dotecido, na condigao inicial
(adimensional); k = constante de troca (turnover) em
unidades de tempo™ e t = tempo (em dias) desde a
substituicdo da racdo (DUCAT Tl et al., 2002).

O tempo necessério para que ocorra a
substituicdo total dos atomos iniciais pelos atomos
finais (T,,,,,,) pode ser determinado pela equagdo
T g 009="1/K In(1-f), na qual o valor de f (atomos trocados)
pode variar de zero (0) a 0,9999. Ameia-vida (T, ) do
13C na mucosa intestinal na condicéo de substituicao
dos 50% dos &tomos trocados pode ser mensurada
pelaequagdo T,, =In2/kcomf=05emque T, =
meia-vida, unidade: tempo (dias); In = logaritmo
niperiano; k = constante do turnover, unidade: tempo?,
fornecendo uma ideia de velocidade no processo de
troca dos isotopos estaveis nos tecidos (DUCATTI et
al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1a, estdo apresentados os valores
isotopicos de 6*°C da mucosa intestinal dasaves de 1 a
21 dias de idade, as quais receberam dietas compostas
predominantemente por plantas do ciclo fotossintético
C, suplementadas ou ndo com nucleotideos. Aanalise
dos resultados de 8*C da mucosa intestinal, de 1 a 21
dias de idade, do grupo que recebeu dieta sem adi¢éo
de nucleotideos resultou na equagdo 6**C=-26,92+7,47
g06%7(R2=0,98) com meia-vida do carbono calculada
de 1,06 dias ou troca total em 10,5 dias. Para os animais
que receberam dieta com adigdo de nucleotideos, a
equagcéo obtida foi: 8°C=-27,14+7,53 e-06%2(R?=0,99)
com meia-vida do carbono de 1,01 dias ou troca total
em 10,1 dias para 0 mesmo periodo. Verifica-se que o
valor-meia vida encontrado foi menor para os animais
que receberam dieta suplementada, indicando que a
suplementacao com nucleotideos propicia aceleracdo
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Tabela 1 - Composicao e valores nutricionais calculados das ragdes.

Niveis de inclusdo de nucleotideos

Ingredientes(%)

1 a 21 dias de idade

22 a 42 dias de idade

(Predominantemente Cs)

(Predominantemente Cy)

0,00% 0,07% 0,00% 0,07%
Quirera de arroz 58,415 58,415 - -
Milho - - 61,844 61,844
AccelerAid®™ 0,000 0,300 0,000 0,300
Farelo de soja 34,425 34,425 30,928 30,928
Oleo de soja 3,095 3,095 3,343 3,343
NaCl 0,500 0,500 0,480 0,480
Suplemento vitaminico® 0,100 0,100 0,100 0,100
Suplemento mineral® 0,050 0,050 0,050 0,050
Calcério calcitico 0,810 0,810 0,830 0,830
Fosfato bicalcico 1,900 1,900 1,670 1,670
DL-metionina 0,155 0,155 0,175 0,175
L-lisina 0,190 0,190 0,230 0,230
Cloreto de colina* 0,060 0,060 0,050 0,050
Caulim® 0,300 0,000 0,300 0,000

Valores calculados
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3000 3000 3100 3100
Proteina bruta (%) 20,79 20,79 19,41 19,41
Calcio (%) 0,89 0,89 0,83 0,83
Fésforo disponivel (%) 0,44 0,44 0,41 0,41
Metionina (%) 0,50 0,50 0,48 0,48
Aminoécidos sulfurados (%) 0,81 0,81 0,79 0,79
Lisina (%) 1,27 1,27 1,19 1,19
Potéssio (%) 0,74 0,74 0,74 0,74
Sadio (%) 0,22 0,22 0,21 0,21
Cloro (%) 0,34 0,34 0,33 0,33
Acido linoléico (%) 2,10 2,10 3,14 3,14
Valores analisados

Valor isotépico em 5*C (%o)° -27,95 -27,98 -19,94 -19,93

tAccelerAid®: 22,5% de nucleotideos (concentracdes iguais de adenina, guanina, citosina e uracila). > Suplemento vitaminico (por kg de
racdo): vit. A, 15.000Ul; vit. D5, 3.000U1; vit. E, 30mg; vit. K3, 4mg; B1, 3mg; vit. B2, 6mg; vit. B6, 6mg; vit. B12, 30mcg; niacina, 40mg;
ac. folico, 1,5mg; 4c. pantoténico, 15mg; biotina, 120mcg; vit. C, 50mg; antioxidante. * Suplemento mineral (por kg de racéo): selénio,
180mcg; iodo, 700mcg; ferro, 48mg; cobre, 10mg; manganés, 78mg; zinco, 55mg. “Cloreto de colina (70%). ® Veiculo para substituir o
nucleotideo. ¢ Valor isotopico expresso em &'3C relativo ao padrio PeeDee Belemnite (PDB).

na velocidade de troca do carbono na mucosa intestinal
de frangos de corte na fase inicial de crescimento e,
portanto, maior aceleragdo no crescimento intestinal.
Esses resultados corroboram os encontrados por
outros autores, demonstrando que, ao suplementar a
dieta de ratos com nucleotideos, ocorre aceleracdo do
desenvolvimento do intestino (TSUJINAKA et al.,
1993) e aumento do contelldo de DNA da mucosa
intestinal (UAUY et al., 1990), suportando a teoria de
que os nucleotideos afetam positivamente o
crescimento e maturacgao do epitélio do intestino
delgado (ORTEGAet al., 1995).

Nas figuras 1 b e c, sdo apresentados 0s
valores isotopicos de 3**C da mucosa intestinal das

aves dos 22 aos 42 dias de idade, quando passaram a
receber dietas compostas predominantemente por
plantas do ciclo fotossintético C, e suplementadas ou
ndo com nucleotideos, bem como aves submetidas ou
néo a desafio por coccidiose.

A anélise dos resultados de 3**C da mucosa
intestinal do grupo que recebeu dieta sem adicdo de
nucleotideos e sem desafio resultou na expressdo
8BC=-21,61-6, 76 038292 (R2=0,99), com meia-vida do
carbono calculada de 1,81 dias ou troca total em 18,4
dias e, para os animais que receberam dieta com adicéo
de nucleotideos e sem desafio, a expressao obtida foi:
8BC=-21,37-5,90 g03¥+(-21 (R2=0,98) com meia-vida do
carbono de 1,80 dias ou troca total em 18 dias. Verifica-
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Figura 1 - Modelo exponencial do turnover dos is6topos estaveis do

carbono (média + desvio padrdo) da mucosa intestinal de
frangos de corte ndo desafiados de 0 a 21 dias de idade (a),
de 21 a 42 dias de idade (b) e desafiados de 21 a 42 dias de
idade (c), valores de meia vida (T), em dias e coeficientes
de determinacdo (R?).
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se que ndo houve influéncia da suplementagdo com
nucleotideos na velocidade de troca do carbono na
mucosa intestinal de aves ndo submetidas a desafio
durante a fase de 22 a 42 dias de idade. Aos 42 dias de
idade, as aves ja apresentam intestino maturado,
explicando, portanto, porque ndo se pode verificar
efeito dos nucleotideos sobre o desenvolvimento
intestinal como observado na fase inicial de 1 a 21 dias
de idade. Porém, os resultados de 3**C da mucosa
intestinal do grupo que recebeu dieta sem adicéo de
nucleotideos e com desafio resultou na expressdo
8BC=-21,24-5,99 g0&82t-21) (R2=0,99) com meia-vida do
carbono calculada de 1,01dias ou troca total em 10,8
dias e, para os animais que receberam dieta com adicéo
de nucleotideos e com desafio, a expressao obtida foi:
8*C=-21-6,08 e 022 (R?=0,96) com meia-vida do
carbono de 0,75 dias ou troca total em 7,45 dias.
Comparando os dois grupos desafiados, o valor de
meia-vida encontrado para o grupo que recebeu dieta
sem adicdo de nucleotideos foi quase 30% maior em
relacdoaqueles que receberam dieta suplementada com
nucleotideos.

Essa diferenca acentuada evidencia a
influéncia dos nucleotideos na velocidade de troca do
carbono no tecido lesado, indicando aceleragdo no
processo de renovacdo da mucosa intestinal e sua
regeneracao apds os danos causados por patdgenos.
Esses resultados corroboram os encontrados por
ADJEI et al. (1992) e FANSLOW et al. (1988), que
observaram melhora na integridade intestinal de ratos
apos lesBes provocadas por bactérias e fungos
patogénicos ao suplementéa-los com nucleotideos por
meio da dieta.

Em criat6rios comerciais, as aves estdo
constantemente sob desafio por patdgenos durante
todo periodo de criagdo. O mais comum na inddstria
avicola, especialmente para frangos de corte, sdo
patdgenos intestinais como bactérias e Eimeria sp.
que lesam a mucosa intestinal afetando a absorcéo dos
nutrientes. Sendo assim, os nucleotideos podem atuar
sob essas condices, favorecendo a regeneragdo da
mucosa intestinal lesada.

Na figura 2, sdo apresentados os dados de
escores de lesdo provocados por oocistos de Eimeria
acervulina. Os valores médios encontrados para as
aves que ndo estavam recebendo dieta suplementada
com nucleotideos foram 1; 2,3; 3; 3; 3,3; 3,3; 2e O nas
idades de 21, 22, 23, 24, 26, 28, 35 e 42 dias,
respectivamente. Por outro lado, para as aves que
estavam recebendo dieta suplementada com
nucleotideos, os valores encontrados foram: 1; 1,3; 2,3;
2,3;2,3; 2; 0 e 0, respectivamente, nas mesmas idades.
Verificam-se menores escores de lesdo e mais rapida
recuperacdo da mucosa intestinal de frangos recebendo
dieta suplementada com nucleotideos quando
comparados com o0s que recebiam dieta néo
suplementada. Esses resultados serviram de base de
comparagdo com a técnica isotopica utilizada para
avaliar taxa de turnover da mucosa intestinal,
concordando com GANNES et al. (1998) ao afirmar que
dietas com assinaturas isotépicas contrastantes podem
ser usadas para mensurar o turnover de componentes
corporais e érgaos de animais.
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Figura 2 - Escores de lesdo da mucosa intestinal de frangos de corte desafiados com
oocistos de Eimeria acervulina entre 21 e 42 dias de idade.
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CONCLUSAO

A suplementagdo com nuclectideos naragéo
de frangos de corte acelera o turnover da mucosa
intestinal durante o crescimento e maturagdo do
intestino e durante regeneracdo desse tecido apos 0s
danos causados em sua estrutura, mostrando que
nucleotideos sdo importantes para a manutencao e
funcdo da mucosa intestinal.

A técnica dos isétopos estaveis ambientais
mostrou-se eficiente para medir taxas de turnover na
mucosa intestinal de frangos de corte.
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