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sobre o desempenho e resposta imune em frangos de corte desafiados
com a vacina de coccidiose

Assessment of beer yeast diet and organic minerals on the performance
and immune reponse of broilers immunized against coccidiosis vaccine
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da
suplementacéo de levedura de cerveja e minerais organicos sobre
o0 desempenho, morfometria intestinal e resposta imune humoral
de frangos de corte, desafiados com a vacina de coccidiose. Foram
utilizados 384 pintos de corte, distribuidos aleatoriamente em um
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos (1.
controle, 2. minerais organicos 3. levedo de cerveja, 4. associagao
de minerais orgéanicos e levedo de cerveja) e 4 repeticdes de
24 aves cada. No alojamento, 12 aves de cada repeti¢cdo foram
identificadas com anilha e receberam a vacina contra coccidiose
via ocular. Aos 7, 21, 35 e 42 dias, foi coletado sangue para
andlise de proteinas séricas totais e perfil eletroforético de IgA
e 1gG e um segmento do duodeno para analise morfométrica. A
suplementacédo de levedo de cerveja ou de minerais organicos
nao afetou o desempenho de frangos de corte ou a produgédo de
anticorpos. O desafio imunolégico com a vacina de coccidiose ndo
foi suficientemente eficaz em provocar uma resposta imune capaz
de alterar a morfometria da mucosa duodenal e a producéo de
anticorpos.

Palavras-chave: microelementos minerais, sistema imune,
vitaminas do complexo B, morfometria
intestinal, coccidiose.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the
effects of beer yeast and organic minerals supplementations on
the performance, intestinal morphometry and humoral immune
response of broilers that were challenged with coccidiosis vaccine.
Three-hundred-eighty-four chicks were used, randomly distributed
in an entirely random design total with four treatments (1. control,
2. organic minerals on top, 3. beer yeast, 4. association between
organic minerals and beer yeast) and four treatments with 24-
bird repetition each. At housing, 12 birds of each repetition were
identified and received the eye-drop vaccine against coccidiosis.

At 7,21, 35 and 42 days it was collected blood to analyze the total
serum proteins and the eletrophoretic profile of IgA and IgG and
a duodenal segment for morphometric analysis. Neither the beer
yeast nor the organic minerals supplementation affected the broiler
performance or the antibodies production. The immunological
challenge like the coccidiosis vaccine was not efficacious enough
to provide an immune response able to modify the duodenal
mucosa morphometry and the antibodies production.

Key words: microelements minerals, immune system, vitamin B
complex, intestinal morphometry, coccidiosis.

INTRODUCAO

O suplemento nutricional levedo de
cerveja € um composto concentrado de leveduras
da espécie Saccharomyces cerevisiae, uma fonte
natural de vitaminas do complexo B. No mercado,
estdo disponiveis produtos a base de levedura
com caracteristicas diferenciadas, como leveduras
vivas, mortas, parede celular, contetdo celular e
leveduras enriquecidas por minerais (GRAHAM
& MCCRACKEN, 2005). Em fungdo disso, ha
uma grande variacdo nutricional entre os produtos
disponiveis comercialmente, dependendo da natureza
do substrato, da espécie da levedura (BUTOLO,
2002) e do método de secagem adotado pela inddstria.

O extrato de leveduras é um aditivo que
promove a integridade, o desenvolvimento e o bom
funcionamento da mucosa intestinal, e também possui
niveis elevados de nucleotideos livres, que participam
da divisdo e crescimento celular, e de vitaminas do
complexo B (GRAHAM & MCCRACKEN, 2005).
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De acordo com OYOFO et al. (1989), a levedura
integra é estruturalmente composta por uma parede
celular rica em mananoligossacarideos, que atuam
sobre a mucosa intestinal, impedindo a fixagdo de
microrganismos patogénicos, evitando que estes se
liguem aos sitios nos enterdcitos, movendo-se com o
bolo fecal sem colonizar o trato intestinal.

GRANGEIRO et al. (2001) observaram
que a levedura de cana-de-agucar pode ser usada em
inclusédo de até 7,5% como um suplemento em dietas
de frangos de corte, sem afetar significativamente o
desempenho zootécnico, as caracteristicas de carcaga
e teor de umidade da cama. ZHANG et al. (2005)
verificaram que frangos de corte alimentados com
dietas contendo parede celular de levedura obtiveram
melhor conversdo alimentar, maior altura de vilos
e relacdo vilo:cripta na mucosa ileal. RUTZ et al.
(2006) avaliaram a suplementacéo de dietas com 2%
de extrato de leveduras e observaram maior ganho de
peso e melhor conversdo alimentar.

Fontes minerais quelatadas ou organicas
de minerais tém sido utilizadas visando a melhoria
da resposta imune (RIBEIRO et al., 2008).
Particularmente, elementos tracos estdo relacionados
a células mediadoras da imunidade humoral e da
resposta imune ndo especifica, como na fungdo das
células T-B, atividade das células NK e na liberagao
de citocinas (Marcos et al., 2003). Dessa forma,
durante a reacdo imunoldgica, o nivel de minerais
como zinco (Zn), selénio (Se) e cobre (Cu) no
sangue decresce drasticamente e, em contrapartida,
a absorcdo é aumentada e, consequentemente, nessas
situacOes, a exigéncia dietética desses minerais pode
ser maior (RIBEIRO et al., 2008).

Os efeitos do zinco e selénio sobre a
imunidade sdo bastante conhecidos. Ha descri¢bes de
melhora na resposta imune da progénie, quando zinco-
metionina é adiciondado a dieta das matrizes de frangos
de corte (KIDD et al., 1996). O selénio por sua vez atua
como componente da enzima glutationa peroxidase, que
age protegendo as células contra o ataque de radicais
livres a nivel de citoplasma (SURAI, 2002).

O trato intestinal das aves, além de garantir
0 suprimento de nutrientes para o organismo, é o
orgao de maior responsabilidade no desenvolvimento
da imunidade geral inespecifica. De acordo com
LIM et al. (1997), através do estimulo imunolégico
da mucosa, ha producédo de anticorpos tipo IgA, que
bloqueiam os receptores e reduzem o ndmero de
bactérias patogénicas na luz intestinal.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito
da suplementacdo de minerais organicos e da levedura
de cerveja sobre o desempenho, morfometria da
mucosa intestinal, concentracdo sérica de proteinas
totais e o perfil eletroforético de imunoglubulinas

(IgG e IgA) em frangos de corte, desafiados com
vacina de coccidiose.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Avidrio
Experimental da Universidade Federal do Parana -
Campus Palotina, Palotina-PR. Foram utilizados
384 pintos de corte machos da linhagem Cobb, de
um dia de idade e provenientes de matrizes de 42
semanas. No alojamento, 0s pintos foram distribuidos
aleatoriamente de acordo com um delineamento
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos
e quatro repeticGes de 24 aves cada, compondo 16
unidades experimentais. Os tratamentos foram
compostos por: T1: controle; T2: minerais organicos
on top (Cu (150mg kg?), Mn (250mg kg?), Zn
(250mg kg?') e Se (150mg kg?); T3: levedura de
cerveja (300mg/kg) e T4: associacdo de minerais
organicos (T3) e levedura de cerveja (T4). Para
obtencdo dos tratamentos, foram adicionados os
minerais organicos e ou a levedura de cerveja a
racdo controle em substituicdo ao inerte. Agua e
racdo foram fornecidas ad libitum em um programa
de alimentac&o dividido em duas fases: a inicial (1
a 20 dias de idade) e a de crescimento/abate, (21 a
42 dias de idade). Na tabela 1, estd demonstrada a
composicao nutricional das ragdes experimentais e da
levedura de cerveja utilizada.

Doze aves por unidade experimental
foram devidamente identificadas e anilhadas para, em
seguida, serem desafiadas com vacinagdo comercial
via ocular, a base de oocistos vivos atenuados de
Eimeria spp. no momento do alojamento. Para
as demais aves do box, utilizou-se &gua destilada
no procedimento de vacinagdo. A vacina utilizada
¢ comercializada para imunizacdo de frangos de
corte. A temperatura cloacal de aves vacinadas e
ndo vacinadas foi aferida 12, 24, 48 e 72 horas ap0s
a aplicacdo da vacina. O efeito pirogénico (febre)
faz com que ocorra um aumento de 10 a 15% na
taxa metabdlica basal para cada 1°C de elevagdo de
temperatura corporal. Essas mudangas metabdlicas,
mediadas pelas citocinas, fazem com que a glicose
seja mobilizada em tecidos periféricos e direcionada
para os sitios de geragdo da resposta imune.

Os parametros de desempenho (peso vivo,
consumo de racdo e conversdo alimentar) foram
registrados semanalmente por parcela experimental de
24 aves. O peso vivo das aves foi obtido separadamente
das aves desafiadas das nao desafiadas.

Aos 7, 21 e 42 dias de vida, foi coletado
sangue de quatro aves por unidade experimental,
duas desafiadas e duas ndo desafiadas (totalizando
oito aves desafiadas e oito aves ndo desafiadas por
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Tabela 1 - Composi¢do percentual e calculada das dietas
experimentais dos frangos de corte no periodo
inicial (1 a 21 dias) e crescimento/final (22 a 42

dias).
Ingredientes (%) Ragao inicial Ragdo
cresc./final

Milho 52,17 60,71
Farelo de soja 39,34 30,06
Oleo de soja 3,14 3,97
Calcario 38% 0,98 1,02
Fosfato bicalcico 2,09 1,98
Caulim* 1,00 1,00
Sal comum 0,37 0,36
Bicarbonato de sodio 0,09 0,11
L-Lisina 0,18 0,21
DL-Metionina 0,28 0,22
L-Treonina 0,04 0,04
Premix vit. e mineral"? 0,30 0,30

Valores calculados

Proteina, % 22,50 19,00
EM, Kcal/Kg 2949 3100
Calcio, % 1,00 0,97
Foésforo disponivel, % 0,50 0,47
Lisina Dig., % 1,25 1,06
Metionina Dig., % 0,59 0,49
Met.+Cistina Dig., % 0,89 0,75
Treonina Dig., % 0,80 0,68
Mongin, Meq/100g 228,22 192,72

* Substituido pela inclusdo de minerais organicos (tratamentos 2 e
4) e levedura** de cerveja (tratamentos 3 e 4)

** Composi¢do nutricional da levedura de cerveja: Valor
calérico: 27,76kcal kg™, Carboidratos: 2,38g kg , Proteina 4,36g
kg, Gorduras totais: 0,09g kg™, Calcio: 22mg kg™, Ferro: 1,4mg
kg, Fosforo: 220mg kg™, vit. B1: 0,29mg kg™, vit. B2: 0,43mg
kg, Niacina:4mg kg

'Mistura Vitaminica Inicial (Conteudo por kg de premix): Vit. A
7.000.000,00UL; Vit. D3 2.200.000,00UI; Vit.E 11.000,00mg;
Vit. K3 1.600,00mg; Vit. B1 2.000,00mg; Vit. B2 5.000,00mg,
Vit. B12 12.000,00mg; Niacina 35.000,00mg; Acido Pantoténico
13.000,00mg; Acido Félico 800,00mg; Antioxidante 100.000,00;
Veiculo g.s.p. 1.000,00g.

*Mistura mineral (Conteddo por kg de premix): Ferro
10.000,00mg; Cobre 16.000,00mg; Iodo 2.400,00mg; Zinco
100.000,00mg; Manganés 140.000,00mg; Selénio 400,00mg;
Veiculo g.s.p. 1.000,00g.

tratamento) com a vacina para a quantificagdo das
proteinas totais e avaliagdo do perfil eletroforético
das imunoglubulinas A e G. Para adsor¢do da placa
do teste imunoenzimatico, foi utilizada solucdo
antigénica, obtida a partir da vacina comercial que

contém as espécies E. acervulina; E. maxima; E.
praecox; E. tenella e E. Mitis.

As amostras de soro foram submetidas a
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 12%
na presenca de agente redutor (SDS-PAGE) (SILVA
et al., 2008). As bandas proteicas reveladas foram
quantificadas por densitometria (Zénite Z-30 Turbo) e
comparadas com um padréo de concentracao gradiente
de soro albumina bovina (MACIEL et al., 2007).

Aos 7, 21 e 42 dias de idade, foram
sacrificadas quatro aves por unidade experimental,
duas desafiadas e duas ndo desafiadas com a vacina.
Foram coletadas amostras de segmento do duodeno, as
quais foram fixadas em solugdo de formol tamponado
e incluidas em parafina para a obtengdo de cortes
transversais. As laminas com cortes do duodeno
foram coradas pelo método de HE. As imagens do
duodeno foram capturadas e analisadas no programa
IMAGE PROPLUS 4.1. Foi mensurada a altura de 20
vilos e a profundidade de 20 criptas de cada repeti¢do
por segmento e, desses valores, foi obtida a média.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia
com auxilio do sistema de analise estatistica SAS
(2002) e empregado o teste de Tukey (P<0,05) para
comparacdo das médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para consumo
de racdo e conversdo alimentar, ganho de peso e
morfometria intestinal e perfil eletroforético de
imunoglobulinas estdo demonstrados nas tabelas
2 e 3 e figura 1, respectivamente. Nao houve efeito
significativo (P>0,05) dos tratamentos sobre a
temperatura cloacal aferida 12, 24, 48 e 72 horas ap6s
a aplicacdo da vacina (dados ndo demonstrados).

Houve efeito significativo (P<0,05) dos
tratamentos sobre o0 ganho de peso e a CA apenas aos
sete dias de idade (Tabela 2). As aves que ndo foram
vacinadas e receberam a associagdo de minerais
orgénicos e levedura de cerveja apresentaram ganho
de peso semelhante as aves que receberam a dieta
controle, entretanto, quando foi suplementado mineral
orgénico separadamente, houve um desempenho
inferior. A suplementacdo de minerais orgéanicos
neste trabalho foi feita on top. Dessa forma, a falta
de resultados positivos & suplementacdo pode ser
atribuida ao atendimento a exigéncia nutricional de
minerais pela racdo convencional.

Esses resultados diferem dos encontrados
por SILVA et al. (2009), em que foi observado
ganho de peso e conversdo alimentar semelhante
entre as aves controle e as aves que receberam
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dieta contendo extrato de leveduras. Para a variavel
consumo de ragdo, ndo se observou diferenca
estatistica entre os tratamentos. Entretanto, SILVA
et al. (2009) observaram um maior consumo nas
aves que receberam racdo contendo 2% de extrato
de leveduras. Esses resultados podem diferir pelo
fato de que os diferentes tipos de leveduras utilizados
podem ter passado por processamentos diferenciados,
obtendo composic¢ao quimica ajustada de acordo com
0 processo utilizado.

As aves desafiadas com vacinago via ocular
a base de oocistos de Eimeria spp no primeiro dia de
vida apresentaram (P<0,05) um menor ganho de peso
em relacdo as aves controle (Tabela 03). Contudo, aos
21 e 42 dias, ndo houve efeito do desafio imunoldgico
e nem dos nutrientes sobre o desempenho produtivo
das aves. O menor ganho de peso das aves desafiadas,
observado na primeira semana, independente dos
tratamentos, pode ser explicado pela demanda de
nutrientes para manter a homeostase, frente ao desafio
imunoldgico e reparagdo da mucosa agredida pela
replicagdo das eimérias.

Houve efeito significativo (P<0,05) do
desafio imunoldgico sobre a altura dos vilos do duodeno
aos sete dias de idade, independente do tratamento.
Aves desafiadas apresentaram menor altura de vilo
que as aves ndo desafiadas (Tabela 3). Aos 42 dias, foi
observado efeito significativo dos tratamentos dietéticos
sobre a profundidade de cripta, contudo ndo houve efeito
significativo sobre a relagdo vilo:cripta. Aves vacinadas
ou nao que receberam dietas suplementadas apenas com
minerais organicos ou levedura de cerveja apresentaram
(P<0,05) menor profundidade de cripta, quando
comparadas ao controle. Entretanto, quando comparada
a profundidade da cripta das aves suplementadas pela
associacdo minerais orgénicos e levedura, ndo houve
diferenca significativa (P>0,05).

A menor profundidade de cripta pode
ser associada a menor necessidade de renovacgdo
do epitélio intestinal. De acordo com MAIORKA
et al. (2003), animais com uma maior renovagdo
celular da mucosa do intestino tém criptas mais
profundas como resultado da alta atividade mitotica e
hiperplasia. MCBRIDE & KELLY (1990) estimaram
que a manutencdo do epitélio intestinal e estruturas
anexas de suporte tém custo de 20% da energia bruta
consumida pelo animal. Portanto, a agressao a mucosa
intestinal exerce grande influéncia sobre a homeostase
metabdlica e a produtividade das aves, sendo que
grandes exposi¢oes a desafios microbianos resultam
em menores taxas de crescimento e deposicdo de
varios tecidos, especialmente o musculo esquelético
(BENSON et al., 1993).

A suplementacfo de minerais organicos e de
levedura de cerveja ndo afetou (P>0,05) a concentracdo
sérica de proteinas totais e o perfil eletroforético de
imunoglubulinas (IgG e IgA) em frangos de corte
desafiados imunologicamente pela vacina de coccidiose.
Dessa forma, o compotamento dos niveis séricos da
proteina total, IgG e IgA de aves desafiadas ou ndo
durante o periodo experimental, esta demonstrado na
figura 1, independente dos tratamentos. A concentragéo
das proteinas plasmaticas totais € menor quando
comparada a dos mamiferos, variando de 2,5 a 4,5g dI*
no frango adulto (THRALL et al., 2004).

Os niveis de IgG verificados mostram
a evidéncia e a importancia da imunidade passiva
adquirida pela progénie. Observa-se que, aos sete
dias, esses niveis foram maiores do que aos 21 dias,
voltando a crescer aos 42 dias, periodo em que a
ave ja é considerada imunocompetente. Apesar do
menor ganho de peso aos sete dias de idade pelas
aves desafiadas, ndo houve diferenga na producdo
de anticorpos (IgG ou IgA). A vacinagdo precoce
no primeiro dia de idade dos pintos de corte com

Tabela 2 - Consumo de ra¢do (CR) e conversdo alimentar (CA) de frangos de corte suplementados com minerais organicos e levedura de

cerveja e desafiados ou ndo com vacina de cocidiose.

Controle MO Levedura MO +Levedura Média CV, % P
1 a7 dias
CR, g 153,4+6,5 153,14+6,0 154,24+3,4 151,743,6 153,1+4,6 3,49 ns
CA 1,32+0,1% 1,41£0,3° 1,39+0,2%® 1,29+01° 1,3540,2 2,75 *
1 a 42 dias
CR, g 4267+130,0 4298+133,2 4402+173,3 4555+145,3 4380+123,6 6,37 ns
CA 1,638+0,1 1,668+0,4 1,630+0,1 1,720+0,1 1,664+0,1 4,9 ns

MO: Minerais Organicos; *P<0,05; CV: Coeficiente de variagdo.
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Tabela 3 - Ganho de peso (GP) e morfometria (comprimento de vilo, profundidade de cripta e relagdo vilo:cripta) da mucosa duodenal de
frangos de corte suplementados com minerais organicos e levedura de cerveja e desafiados (D) ou ndo (ND) com vacina de

cocidiose.
Controle MO Levedura MO + Média P CV, %
Levedura
7 dias
GP, g
D 112,6+5,7 110,4+5,3 107,6+4,9 114,4+3,7 111,25+52 ns 5,0
ND 119,3+4,2% 106,6+6,4° 113,08+1,4%  120,08+4,8°  114,78*+7,0 * 4,25
P ns Ns ns ns *
Vilos, pm
D 360,5+30,7 424,7+8.8 484,1+£35,2 437,7+60,9 432,6+°11,2 ns 20,67
ND 468,4+13,7 467,4+30,4 500,5+39,7 420,0+27,4 457,8+%9.8 ns 22,08
P ns Ns ns ns *
Cripta, pum
D 74,4+7,5 87,8+7,1 80,8+3,6 72,3+6,1 79,3£3,1 ns 20,02
ND 81,1+6,7 92,3+7,9 79,0+5,1 83,1+5,3 83,6+2,2 ns 19,87
P Ns Ns ns ns ns
Vilo:cripta
D 4,84+0,5 4,8+0,4 6,0+0,3 6,1+0,5 5,5+0,15 ns 19,0
ND 5,8+0,5 5,1+0,5 6,3+0,5 5,1+0,4 5,5+0,16 ns 18,8
P ns Ns Ns ns ns
42 dias
GP, g
D 2630+40,1 2638+133,8 2803+214,5 2634+116,8 2676+146,8 ns 4,98
ND 2575493,9 25114£62,0 2603+120,1 2661+163,1 2588+117,8 ns 5,0
P ns ns ns ns ns
Vilos, um
D 1042,0+125 1051,8+107 1036,1+138 1068,2+179 1050,3+43,5 ns 28,89
ND 925,1+£199 1080,9+193 968,1+120 909,7+94 975,1+50,4 ns 26,78
P ns ns ns ns
Cripta, pm
D 244,5+52,3% 193,7+22,7% 150,9+13,6° 232,5+20,5% 198,8+10,5 * 23,87
ND 247,4+%34,1 190,1+ab40,9 157,0+°5,7 224,6+°38,1 204,7+11,2 * 25,65
ns ns ns ns
Vilo:cripta
D 4,3+1,6 5,4+1,1 6,9+1,1 4,6+0,6 5,3+0,4 ns 29,87
ND 3,7€1,5 5,7+1,6 6,2+0,1 4,05+0,6 4,7+0,3 ns 30,02
P ns ns Ns ns

MO: Minerais Organicos; *P<0,05; CV: Coeficiente de variagao.
Meédias seguidas de letras distintas mintsculas na linha e maitisculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.

vacina comercial via ocular a base de oocistos vivos RIBEIRO et al. (2008) também nédo

atenuados de Eimeria spp ndo induziu uma resposta
imune ativa, provavelmente por interferéncia dos
altos titulos de anticorpos maternos sobre a vacinagdo
precoce (SAYD & MUNOZ, 2004).

A resposta imune humoral requer
proliferacdo de linfocitos durante varios dias antes
de contribuir significativamente na prote¢do do
hospedeiro. A estimulacdo da resposta imune celular
resulta na liberacdo de citocinas, que alteram o
partilhamento dos nutrientes associados com 0s
processos de crescimento e resposta imune.

encontraram efeito da suplementacdo de minerais
organicos zinco e selénio na produgdo de anticorpos
de frangos de corte desafiados com albumina sérica
bovina, contudo, verificaram maior produgdo de
anticorpos em funcdo da vacinagdo. Por outro lado,
FERKET & QURESHI (1992) observaram que a
suplementacdo de dietas contendo niveis adequados
de minerais na forma inorganica, com zinco e
manganés quelatados com metionina, melhorou a
funcéo imune de perus.
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Figura 1 - Concentragdo de proteinas totais e perfil eletroforético de imunoglubulinas séricas (IgG e IGA) de frangos de corte suplementados
com minerais organicos ¢ levedura de cerveja e desafiados (A) ou ndo com vacina de coccidiose (B).

CONCLUSAO

A suplementacdo de levedura de cerveja
ou de minerais organicos on top ndo melhorou o
desempenho de frangos de corte ou a producdo de
anticorpos. O desafio imunologico com a vacina de
coccidiose ndo foi suficientemente eficaz em provocar
uma resposta imune capaz de alterar a morfometria
da mucosa duodenal e a produgdo de anticorpos de
frangos de corpos suplementados com levedura de
cerveja e minerais organicos.
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