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Effect of influence of probiotic on the intestinal morphology of Japanese quail
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Resumo

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia da suplementagéo de probidtico (Bacillus subtilis
(3x10%°UFC/g), Aspergillus orizae (4x10° UFC/g) e Saccharomyces cerevisae (2x10° UFC/g) sobre a morfologia intestinal
de codornas japonesas. Foram utilizadas 400 pintainhas, criadas até 35 dias de idade, em delineamento inteiramente
casualizado, com dois tratamentos: controle e probidtico, trés repetigdes/tratamento. Aos sete, 21 e 35 dias de idade
foram coletados fragmentos do duodeno das aves para obten¢ao dos seguintes parametros: altura de vilos; profundidade
de criptas; nimero de células caliciformes, e relagao vilo/cripta. O probidtico, quando adicionado a dieta, causou no
parametro profundidade de cripta efeito de interagdo (probidtico/dia) aos 35 dias de idade, apresentando menor valor.
Para altura de vilos e nimero de células caliciformes, ndo houve efeito do aditivo, apenas efeito linear (do tempo).
Quanto a relagdo vilo/cripta, ndo se obteve significincia para os tratamentos testados, apenas efeito quadratico em
funcdo do tempo.
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Abstract

The present study was to evaluate the influence of supplementation of probiotics (Bacillus subtilis (3x10° UFC/g),
Aspergillus oryzae (4x10° UFC/g) and Saccharomyces cerevisiae (2x10° UFC/g) on the intestinal morphology of Japanese
quail. 400 chicks were used in place until 35 days of age, in a completely randomized design with 2 treatments: control
and probiotic, 3 replicates/treatment. At 07, 21, 35 days old were collected fragments of the duodenum of birds to obtain
the following parameters height of villi, depth of crypts, number of goblet cells; relationship villus/crypt. The probiotic
in addition to the diet resulted in parameter crypt depth of the interaction effect (probiotic / day) at 35 days of age,
showing lower value. For height of villi and number of goblet cells no effect of the additive, only the linear effect (time).
In the ratio villus/crypt significance is not obtained for the treatments tested only quadratic effect due to time.
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Introducao A mucosa intestinal é constituida por células deno-

. . . , minadas: enterdcitos, células caliciformes e células
Na eclosdo, o sistema digestério da ave esta ana- o ) o
enteroenddcrinas. A maturagdo dos entercitos ocor-

tomicamente completo, mas a capacidade funcional
ndo. Portanto, o trato intestinal sofrera grandes alte-
ragoes fisioldgicas. Essas alteragdes irdo proporcionar
aumento na drea de superficie, viabilizando a digestao
e absorgdo’. Os processos de absor¢ao sao totalmente
dependentes dos mecanismos que ocorrem na mu-
cosa intestinal. A integridade das células que a com-
poem ¢é de fundamental importincia para a absor¢ao

dos nutrientes?.

re durante o processo de migracdo da cripta para a

ponta do vilo, portanto, quanto maior o numero de
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células, maior o tamanho do vilo e, por consequéncia,
maior a area de absor¢ao®*.

O desenvolvimento da mucosa é estimulado por
agentes tréficos, que estimulam o processo mitdtico
na regiao cripta-vilo e aumentam o nimero de células
e tamanho do vilo**. Primariamente, ha dois eventos
citolégicos associados: renovagdo celular (prolifera-
¢do e diferenciacdo das células tetopotentes localiza-
das na cripta e ao longo dos vilos) e perda de células
por descamagio, que ocorre naturalmente no apice
dos vilos>®.

O equilibrio entre os dois processos (perda e proli-
feragdo celular) determina um turnover (proliferacao
- migracdo - extrusdo) e assegura a manutenc¢do do
numero de células e da capacidade funcional do epité-
lio. No entanto, quando o intestino responde a algum
agente estimulador a favor de um deles, deve ocorrer
uma modificagdo na altura dos vilos®”’.

Nos vilos e criptas estdo presentes as células calici-
formes secretoras de muco, importantes na manuten-
¢do e desenvolvimento do epitélio intestinal. As célu-

las caliciformes protegem o epitélio durante os pro-

cessos digestivos, possuem poder lubrificante sobre
os alimentos sdlidos e funcionam como uma barreira
protetora impedindo o contato de microrganismos
com as células epiteliais®.

O objetivo do presente trabalho ¢ avaliar a influén-
cia da suplementacdo de probiotico sobre a morfolo-

gia intestinal de codornas japonesas.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido entre os meses de se-
tembro e outubro de 2008, na Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Pau-
lo, Campus Pirassununga, Sao Paulo.

A dieta basal isonutritiva (milho e farelo de soja)
seguiu os niveis nutricionais rotineiramente emprega-
dos na criagdo comercial de codornas japonesas.

A racio (Tabela 1) manteve os mesmos niveis de
proteina e energia durante o desenvolvimento, para
atender as exigéncias nutricionais referentes a fase
inicial de criacdo (01 a 35 dias).

A quantidade de probiético utilizado foi de 1 kg/t de

racao, recomendacao do fabricante segundo o rétulo

Tabela 1 - Composi¢ao Percentual e Anilise Calculada da Ragédo

Experimental
Ingredientes Ragdo Inicial (%) Ragdo Inicial (%)

Dieta basal
Milho 56,3 56,3
Farelo de Soja 36,3 36,3
Oleo de Soja 1 1
Sal 0,35 0,35
Calcério 0,15 0,15
Farinha de Carne 5,30 5,30
Suplemento Vit.-Min.! 0,60 0,60
Aditivos
Probiético 0,10 -
Inerte - 0,10
Total 100 100

Andlise Calculada

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2950 2950

Proteina Bruta (PB%) 24,0 24,0

Cilcio (Ca%) 1,0 1,0

Fosforo disponivel (P%) 0,4 0,4
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do produto. A férmula segue os padroes de exigéncia
e consumo determinados®. A racdo foi fornecida ad
libitum durante todo periodo de criagao.

Foram utilizadas 400 aves, alojadas em um delinea-
mento inteiramente casualizado e distribuidas em dois
tratamentos: probidtico e controle. Havia trés repeti-
¢Oes/tratamento, o grupo controle era composto ape-
nas da dieta basal sem qualquer aditivo promotor de
crescimento. O probidtico tinha como principio ati-
vo o Bacillus subtilis (3x10%), Saccharomyces cerevisae
(2x10°) e Aspergillus oryzae (4x10°), adicionado a dieta
na dose de 1 kg/t. de ragao durante a fase de criagao.

O aditivo foi utilizado conforme as recomendacdes
do fabricante e adicionado em substituicao ao equiva-
lente em peso de material inerte (caolim), ajustando-
se as composi¢des percentuais da ragdo experimental.
Nao foi adicionado a ragdo nenhum tipo de anticoc-
cidiano, qualquer outra droga ou aditivo que nao os
em estudo.

Aos sete, 21 e 35 dias de idade, seis aves aleatoria-
mente foram abatidas (uma ave de cada repeti¢do),
por deslocamento cervical, e coletados fragmentos do
duodeno para analise da morfologia intestinal através
da microscopia de luz. O duodeno ¢ fragdo de maior
relevancia na inter-relacdo - nutrigao e fisiologia di-
gestdria nas aves comerciais.

Os fragmentos foram coletados, lavados e fixados
em formol a 10% por 24 horas. Apds fixagdo, foram
desidratados em uma série de etanois em concentra-
¢oes crescentes de (70 a 100%), diafanizados em xilol
e incluidos em parafina. Posteriormente, foi prepara-
da uma lamina com o segmento de duodeno de cada
animal. Em cada lamina havia quatro cortes semi-se-
riados com seis micrometros de espessura e corados
pelo método de rotina hematoxilina/eosina (H&E),
para posterior descri¢ao e documentagéo.

A contagem das células caliciformes foi realizada
através do microscdpio Optico num aumento de 40
vezes e utilizou-se um contador digital. Foi feita a

contagem do total de células de 10 vilos/lamina.
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A morfometria para altura de vilos, profundidade
de criptas e relagao vilo/cripta foi realizada através do
microscopio optico (Nikon Eclipse E800) com céme-
ra (Nikon FDX35), integrado ao software (Image-Pro
plus). Foram mensurados 20 vilos/lamina, totalizando
360 vilos divididos em 18 laminas.

A contagem das células caliciformes foi realizada
através do microscopio dptico (Nikon YS100) num au-
mento de 40 vezes e utilizou-se um contador digital.
Foi feita a contagem do total de células de 10 vilos/la-
mina, totalizando 180 vilos divididos em 18 1Aminas.

Obteve-se a partir dos valores encontrados uma mé-
dia aritmética simples do segmento referente a cada
animal para: altura de vilo; profundidade de cripta;
numero de células caliciformes e relacio vilo/cripta.

Os resultados foram analisados com o auxilio do
programa computacional Statistical Analysis Sys-
tem’. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com medidas repetidas no
tempo, dois tratamentos (com ou sem probiotico).
Os dados referentes as variaveis analisadas foram
submetidos ao PROC MIXED, sendo considerado
como efeito significativo o nivel de até 5% de proba-
bilidade (P<0,05).

Resultados e Discussao

Os valores referentes aos parametros de morfologia
intestinal estdo apresentados na tabela 2. Quanto ao
parametro profundidade de cripta, observou-se um
efeito significativo (P<0,05) da interagao (probidtico/
dia) aos 35 dias de idade, em que a adi¢cao do mesmo
na dieta causou um menor comprimento na profun-
didade de cripta no duodeno em relagao ao controle.
Para os outros parametros morfoldgicos (altura de
vilo, relagao vilo/cripta e numero de células calicifor-
mes), nio foi observado efeito estatistico do aditivo
no primeiro segmento intestinal (duodeno).

Os resultados encontrados por Furlan, Macari e Lu-

quetti'® discordam do presente trabalho. Os autores
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Tabela 2 - Médias de altura de vilo, profundidade de cripta, relagdo vilo/cripta e
numero de células caliciformes de codornas japonesas nos intervalos 07,
21 e 35 dias de idade, sob diferentes tratamentos. ParAmetros obtidos
durante a condugio do experimento, realizado entre os meses de setembro
e outubro de 2008, na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, Campus Pirassununga

Parimetros Tratamentos
Controle Probidtico CV (%)

07 dias
Alt. de vilo (mm) 717,98 676,98 12,08
Prof. de cripta (mm) 42,602 49,30a 13,63
Rel. vilo/cripta 16,84 13,72 11,41
N° de cél. caliciformes 38,03 34,80 9,15

21 dias
Alt. de vilo (mm) 907,37 981,58 11,49
Prof. de cripta (mm) 46,99a 53,41a 18,81
Rel. vilo/cripta 19,30 19,06 16,86
Ne° de cél. caliciformes 41,03 45,76 10,04

35 dias
Alt. de vilo (mm) 915,04 1012,52 19,93
Prof. de cripta (mm) 78,95a 60,89b 14,30
Rel. vilo/cripta 11,55 16,67 27,57
Ne° de cél. caliciformes 57,20 59,20 10,85

CV%: (Coeficiente de Variagdo)

relatam que altas profundidades de cripta indicam
alta atividade proliferativa celular que pode ocorrer
nao somente devido a um efeito tréfico de um ingre-
diente da dieta, mas também devido a alguma injaria
da mucosa por processo inflamatdrio. Neste dltimo
caso, a finalidade é renovar perdas demasiadas na al-
tura de vilos.

Utiyama'' afirma que a maior profundidade de
cripta é consequéncia da maior atividade proliferati-
va celular para garantir adequada taxa de renovagao
celular e garantir a reposicdo das perdas de células
da regido apical dos vilos. Como no presente estudo,
a menor profundidade de cripta do grupo probid-
tico ndo aparece acompanhada de maior altura de
vilos, nao se pode inferir que essa menor profundi-
dade indique um turnover de células epiteliais com o
uso do aditivo. O menor turnover resulta na melhor
utilizag¢do dos ingredientes na dieta. O aumento do
nimero de células caliciformes pode nao ser indica-

tivo apenas de efeito trofico da dieta, mas também
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pode representar um mecanismo de protecdo con-
tra danos causados ao epitélio intestinal. Murarolli’
também observou no parametro de profundidade de
cripta efeito significativo do probidtico no duodeno.
Quanto aos demais parametros (altura de vilo, re-
lagao vilo/cripta e nimero de células caliciformes),
ndo foram observados efeitos do aditivo no frag-
mento estudado.

Os resultados encontrados por Nunes'? discordam
dos encontrados no presente estudo. Este autor adi-
cionou prebidtico e probidtico na dieta de frangos de
corte, e nao encontrou nenhum efeito positivo sobre
qualquer parametro morfologico que avaliou. Entre-
tanto, alguns trabalhos tém demonstrado vantagens
no uso desse aditivo nos parametros avaliados de
morfologia intestinal.

Pelicano et al.”’, ao estudarem a suplementacio de
dois probidticos e dois prebidticos sobre a morfologia
intestinal, observaram que tanto os probidticos como

os prebioticos apresentaram maior altura de vilo nos



trés segmentos e maior comprimento de cripta no

duodeno e no jejuno em rela¢ao ao controle.

Conclusao

Nas presentes condi¢des experimentais, mesmo
com a auséncia de desafios sanitarios, observou-se
efeito trdéfico no pardmetro profundidade de cripta
das codornas ao adicionar probiético na dieta. Os de-

mais parametros morfoldgicos pesquisados (altura de
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