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Resumo

FELTRIN, Paola de Freitas. Bacillus thuringiensis var. israelensis em dietas para
frangos de corte. 2021. 65f. Tese (Doutorado em Zootecnia) — Programa de Pos-
Graduagédo em Zootecnia, Departamento de Zootecnia, Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Através do presente estudo avaliou-se o efeito da suplementagcdo com Bacillus
thuringienis var. israelensis, sobre o desempenho, rendimento de 6rgaos e carcaca,
gualidade da carne, morfometria intestinal, parametros hematolégicos e morfometria
de tabulos seminiferos de frangos de corte. O experimento foi conduzido no biotério
do Laboratério de Ensino e Experimentacdo Zootécnica Prof. Dr. Renato Rodrigues
Peixoto — UFPEL/ Pelotas -RS, Brasil. Um total de 288 frangos de corte machos e
fémeas com um dia de idade da linhagem Cobb foram alojados em boxes. As aves
foram distribuidas ao acaso em quatro tratamentos, com 12 repeticdes de 6 aves cada.
Os tratamentos consistiam na suplementagéo ou ndo com o Bacillus thuringienis var.
israelensis (Bti), em cada sexo. Foi utilizado um programa alimentar considerando as
fases: inicial, crescimento e final. O Bacillus thuringiensis var. israelensis foi
adicionado as dietas na quantidade de 1x108 UFC por g de racéo, diariamente, por 42
dias. Para as avaliagfes de desempenho foram consideradas as variaveis: ganho de
peso, consumo de racdo e conversao alimentar. Para as avaliacdes de rendimento de
orgdos e carcaga, qualidade da carne, morfometria intestinal e parametros
hematoldgicos, foram eutanasiadas aos 42 dias de idade, 12 aves por tratamento
representando a média do boxe. Para a morfometria dos tibulos semiferos foram
coletados testiculos dos machos eutanasiados aos 42 dias. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(P=<0,05). Frangos de corte machos obtiveram maior ganho de peso nos periodos de
1 a2ldias (701 g), de 21 a 42 dias (1496 g) e de 1 a 42 dias (2197 g), maior consumo
de racdo de 1 a 21 dias (1038 g), de 21 a 42 dias (2735 g) e de 1 a 42 dias (3773 Q).
Apresentaram melhor de conversdo aimentar de 1 a 21 dias (1,49). Aos 42 dias
obtiveram maior peso do figado (38,2 g), maior peso vivo (2319 g), maior peso de coxa
(116,6 g), maior peso de sobrecoxa (132 g) e maior percentagem de perda por cocgao
(29,4%). Foi observada interacao significativa entre Bti:Sexo para a variavel perda por
coccao (P<0,05), onde os machos nédo suplementados apresentaram maior perda
(31,2%) e as fémeas ndo suplementadas a menor (25,9%).Também foi observada
interacdo significativa entre Bti:Sexo para a variavel b*pele (P<0,05), onde o uso do
Bti produziu menor b*pele nos machos (20,5) e maior nas fémeas (24,0). O grupo
suplementado com Bti apresentou menor profundidade de cripta do duodeno quando
comparado com o grupo nao suplementado (684 vs 762 um; P<0,05). A inclusdo do
Bacillus thuringiensis var. israelensis nas dietas de frangos de corte, ndo melhorou as
variaveis de desempenho, rendimento de 6rgdos e carcaga, qualidade da carne,
parametros hematolégicos e morfometria de tlbulos seminiferos. Na morfometria
intestinal proporcionou reducao na profundidade de cripta do duodeno.

Palavras-chave: desempenho; hematologia; probiotico; tibulos seminiferos;
vilosidades



Abstract

FELTRIN, Paola de Freitas. Bacillus thuringiensis var. israelensis in broiler diets.
2021. 65p. Thesis (Doctor of Science) — Graduate Program of Animal Science,
Department of Animal Science, College of Agronomy Eliseu Maciel, Federal University
of Pelotas, Pelotas, 2021.

Through the present study, was evaluated the effect of supplementation with Bacillus
thuringienis var. israelensis, on the performance of organs and carcass, meat quality,
intestinal morphometry, hematological parameters and morphometry of seminiferous
tubules of broiler chickens The experiment was conducted in the bioterium of the
Laboratory of Zootechnical Teaching and Experimentation Prof. Dr. Renato Rodrigues
Peixoto — UFPEL/Pelotas -RS, Brazil. A total of 288 one-day-old male and female Cobb
strain broilers were housed in boxes The birds were randomly distributed into four
treatments, with 12 replicates of six individuals each. The treatments consisted of
supplementation or not with Bacillus thuringienis var. israelensis (Bti), in each gender.
A food program was used considering the phases: initial, growth and final. Bacillus
thuringiensis var. israelensis was added to the diets in the amount of 1x108 CFU per
gram of feed, daily, for 42 days. For performance evaluations, the following variables
were considered: weight gain, feed intake and feed conversion. For the evaluations of
organ and carcass yield, meat quality, intestinal morphometry and hematological
parameters, 12 birds per treatment were euthanized at 42 days of age, representing
the boxing average. For the morphometry of the semiferous tubules, male testicles
were collected from individuals euthanized at 42 days. Data were submitted to analysis
of variance and means were compared using Tukey's test (P<0.05). Male broilers
obtained greater weight gain in the periods from 1 to 21 days (701 g), from 21 to 42
days (1496 g) and from 1 to 42 days (2197 g), higher feed intake from 1 to 21 days
(1038 g), from 21 to 42 days (2735 g) and from 1 to 42 days (3773 g). They showed
better feed conversion from 1 to 21 days (1.49). At 42 days, they had higher liver weight
(38.2 g), higher live weight (2319 g), higher thigh weight (116.6 g), higher drumstick
weight (132 g) and higher percentage of cooking loss (29.4%). There was a significant
interaction between Bti:Gender for the cooking loss variable (P<0.05), where non-
supplemented males had the highest loss (31.2%) and non-supplemented females the
lowest (25.9%). A significant interaction was also observed between Bti:Gender for the
variable b*skin (P<0.05), where the use of Bti produced lower b*skin in males (20.5)
and higher in females (24.0). The Bti-supplemented group had a lower duodenal crypt
depth when compared to the non-supplemented group (684 vs 762 um; P<0.05). The
inclusion of Bacillus thuringiensis var. israelensis in broiler diets did not improve
performance variables, organ and carcass Yyield, meat quality, hematological
parameters and seminiferous tubule morphometry. In intestinal morphometry, it
provided a reduction in duodenal crypt depth.

Key-words: performance; hematology; probiotic; seminiferous tubules; villi
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1 Introducéo

A avicultura brasileira teve seu desenvolvimento expandido nas ultimas décadas,
sendo que na regido sul do Brasil encontram-se os principais polos de producgéo de
frangos de corte. Atualmente o Brasil é reconhecido como o maior exportador e 0
terceiro maior produtor de carne de frango do mundo. O abate de frangos no 1°
trimestre de 2021 totalizou 1,57 bilhdo de cabecas, novo recorde na série historica
iniciada em 1997 (IBGE, 2021). O alto nivel de desenvolvimento do setor avicola pode
estar relacionado a fatores como genética, sanidade, nutricdo e avanco da tecnologia
de manejo. Esses fatores possibilitaram a producéo de frangos mais pesados em um
curto periodo de tempo e reducdo no consumo de ragao, ajudando a industria a atingir
o cendrio atual (VOGADO et al, 2016).

A producédo de pintos comerciais em sistema de incubacao altamente higiénico
e controlado tem contribuindo para o desenvolvimento da avicultura brasileira, mas
tem atrasado o estabelecimento da microbiota intestinal desses animais
(DOMINGUES et al, 2014). Dessa forma, os frangos acabam ficando suscetiveis a
infecgd@o por microrganismos patogénicos, prejudicando seu desempenho produtivo e
podendo desenvolver doencas intestinais e respiratorias, o que indica a necessidade
do uso de aditivos benéficos a microbiota intestinal (DALOLIO et al, 2015). Antibi6ticos
foram usados por muito tempo na producdo animal, como forma de tratamento, ou
como potencializador de propriedades benéficas no desenvolvimento animal, visando
0 aumento da produtividade (KURITZA et al, 2014). No entanto, a proibi¢do do uso de
antibioticos subterapéuticos em varios paises e as preocupacdes dos consumidores
sobre a seguranca alimentar e bactérias resistentes aos antibiéticos em humanos,
trouxeram desafios para a eficiéncia da producao da industria avicola (POURAKBARI
et al, 2016).

Neste sentido, alternativas ao uso de antibidticos estdo em constante
desenvolvimento na area de pesquisa, e dentre elas estd o uso de probidticos na
alimentacao de frangos de corte. Muitos sdo os conceitos atribuidos aos probidticos.
Atualmente, a instrugdo normativa 44 de 15/12/2015 emitida pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abatecimento define probidticos como cepas de
microrganismos vivos (viaveis), que agem como auxiliares na recomposicdo da
microbiota do trato digestério dos animais, contribuindo para o seu equilibrio (BRASIL,

2015). Os probidticos possuem diferentes mecanismos de acdo, destacando-se, a
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exclusdo por competicdo, o antagonismo direto, a estimulagdo do sistema
imunoldgico, o efeito nutricional e a reducéo da producao de amoénia (REIS & VIEITES,
2019). Eles também melhoram a utilizacdo dos alimentos, e ajudam a reduzir a
excrecao de nutrientes (TRALDI et al., 2007). O melhor uso dos alimentos faz com
gue 0s animais produzam mais carne, sem ter que consumir mais racao ou atingir a
idade de abate mais rapidamente (DOMINGUES et al, 2014). Varios microrganismos
sao utilizados como probioticos, incluindo as bactérias acido-laticas, bactérias ndo
acido laticas e leveduras (COPPOLA & TURNES, 2004), e de acordo com Reis &
Vieites (2019) os principais microrganismos utilizados s&o dos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus, Bacillus e também leveduras, podendo
ser utilizados individualmente ou em associacao entre eles.

Esporos de Bacillus sp. sdo amplamente utilizados como probiéticos e agentes
de exclusdo competitiva em humanos e animais, o que os diferencia de outras
espécies de microrganismos utilizadas que se encontram em sua forma vegetativa
(WULFF, 2015). Além disso, eles produzem varias enzimas extracelulares que
aumentam a digestibilidade dos alimentos, bem como muitos compostos
antimicrobianos. A espécie também estimula o sistema imunolégico dos animais
hospedeiros, melhorando assim o desempenho de crescimento, a taxa de conversao
alimentar e a qualidade da carne (LEE et al, 2012). O bacillus mais conhecido € o
Bacillus cereus, mas além dele, outras espécies tém sido utilizadas como probidticos,
como Bacillus licheniformis, B. pumilus, B. clausii, B. coagulans, B. thuringiensis,
dentre outras (HONG et al, 2005).

Bacillus thuringiensis var. israelensis, pertence a familia Bacillaceae, € um
bastonete Gram-positivo, esporulante, aerébico ndo estrito, entomopatogénico e
destaca-se como a principal bactéria utilizada no controle biologico (ANGELO et al,
2010). Cerca de 90% do mercado mundial de bioinseticidas sdo de produtos a base
dessa bactéria (VILAS BOAS et al, 2007). Entretanto, suas propriedades probiéticas
ainda nao estdo bem descritas, sendo de extrema importancia avaliar sua acdo em
frangos de corte, para avanco no tratamento sustentavel dos animais e diminuicdo na
utilizacdo de produtos de origem de sintese quimica. Neste sentido, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo com Bacillus thuringiensis var. israelensis,
sobre o desempenho, rendimento de o6rgdos e carcaca, qualidade da carne,
morfometria intestinal, parametros hematologicos e morfometria dos tdbulos

seminiferos de frangos de corte.
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1.1 Probidticos

Nas ultimas décadas o desenvolvimento da avicultura brasileira foi expandido,
e seu alto nivel de desenvolvimento pode estar relacionado a fatores como genética,
sanidade, nutricdo e avanco da tecnologia de manejo. Esses fatores possibilitaram a
producdo de frangos mais pesados em um curto periodo de tempo e reducdo no
consumo de racdo, ajudando a industria a atingir o cenario atual (VOGADO et al,
2016). Embora seja uma atividade vantajosa, a producao de frangos de corte enfrenta
como maior desafio problemas sanitarios. Além disso, com o surgimento das criacdes
intensivas e dos pintinhos ndo terem contato prévio com a microbiota natural, os
frangos estédo sujeitos a enfermidades durante a eclosao, o que indica a necessidade
do uso de aditivos benéficos a microbiota intestinal (DALOLIO et al, 2015).

Ha muito tempo, os antibiéticos tém sido amplamente utilizados na producéo
animal, seja como forma de tratar infec¢gOes bacterianas do trato gastrointestinal, seja
como potencializador de desempenho benéfico ao desenvolvimento animal, visando
aumento de produtividade (KURITZA et al, 2014). No entanto, o uso de antibioticos
para melhorar o desempenho do mesmo grupo de drogas terapéuticas, propiciou o
surgimento de cepas resistentes que sdo prejudiciais a salude e ao tratamento de
animais e humanos (EDENS, 2003). Esse fato, atraiu a atencdo de pesquisadores,
grupos radicais e autoridades governamentais envolvidas com a saude publica,
clamando pela retirada de antibiéticos como promotores de crescimento na industria
avicola (HALPHIDE, 2003). Autoridades como a Organizacao Internacional de Saude
e a Food and Drug Administration (FDA) tem se preocupado com dietas de animais
contendo antibioticos desde 1960, e paises desenvolvidos estabeleceram diretrizes
rigidas para o uso destas substancias desde 1980. No Brasil, o Ministério da
Agricultura proibiu o uso de muitos antibidticos na alimentagdo animal, desde 1990
(MENTEN, 2002). A Unidao Europeia em reunido do conselho em fevereiro de 2003,
decidiu que entraria em vigor a proibicao da utilizacéo de antibiéticos como promotores
de crescimento a partir de janeiro de 2006. A proibicdo apelava a cessacdo da
utilizacdo continuada destes antibiéticos na producéo de carnes, principalmente carne
de frango (COUNCIL, 2003).

Atualmente os consumidores estdo se tornando cada vez mais rigorosos,
exigindo que a carne produzida ndo use antibioticos. Segundo Raposo et al, (2019), o

Brasil, como grande produtor e exportador de carne de frango, sempre cumpriu a
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maioria das exigéncias estabelecidas pelos blocos comerciais, portanto,
continuamente revisa sua regulamentacdo sobre o uso de antibiéticos. Devido as
preocupacdes dos consumidores sobre a seguranca alimentar e com bactérias
resistentes aos antibiéticos em humanos, e a proibicdo em alguns paises do uso de
antibioticos subterapéuticos, trouxeram desafios para a eficiéncia produtiva da
industria avicola (POURAKBARI et al, 2016). Nos ultimos anos, muitas alternativas
aos antibioticos tém sido estudadas, entre os quais 0s probioticos, prebioticos,
simbidticos, &cidos organicos, enzimas, imunoestimulantes, fitoterdpicos e
medicamentos s&o 0s mais proeminentes.

O termo probidtico foi definido pela primeira vez como sendo um fator de origem
microbiolégica que estimula o crescimento de outros organismos (LILLY &
STILLWELL, 1965). Parker (1974), os definiu como organismos ou substéancias que
contribuem para um balanco intestinal adequado. Para Crawford (1979), os
probidticos podem ser definidos como uma cultura de microrganismos vivos
especificos que sdo implantados no trato digestivo de animais por meio da
alimentagdo para garantir o estabelecimento efetivo das populagbes microbianas
intestinais e o melhor uso dos alimentos. Fuller (1989) e Kaur et al, (2002), os definiram
como suplementos alimentares de microrganismos vivos, que beneficiam a saude do
hospedeiro por meio do equilibrio da microbiota intestinal. Schrezenmeir & De Vrese
(2001) acreditam que o termo probiotico deve ser usado para se refirir a preparacdes
ou produtos que contém certos microrganismos vivos € em numero suficiente. Esses
microrganismos alteram a microbiota da mucosa através da colonizagdo do sistema
do hospedeiro e tém efeito benéfico sobre a sua saude. Atualmente, a instrucédo
normativa 44 de 15/12/2015 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
define probidticos como cepas de microrganismos vivos (viaveis), que agem como
auxiliares na recomposi¢ao da microbiota do trato digestorio dos animais, contribuindo
para o seu equilibrio (BRASIL, 2015). Independentemente da definigcdo utilizada, os
probiodticos conferem beneficios a saude do hospedeiro, ndo deixam residuos nos
produtos de origem animal e nado induzem resisténcia (NEPOMUCENO &
ANDREATTI, 2000), tornando-os candidatos adequados para substituir os antibiéticos
como aditivos alimentares.

Para Szajewska et al, (2006), para ser classificado como probiotico, o organismo
deve: ser ndo patogénico; ser resistente ao tratamento; estabilzar e manter a

viabilidade ap0s exposi¢cdo aos sucos digestivos; aderir a células epiteliais; poder
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persistir no trato gastrointestinal e ser capaz de afetar a atividade metabdlica local.
Além das propriedades mencionadas, 0s probiéticos devem ser seguros, manter-se
viaveis durante armazenamento e transporte, ser tolerantes a baixos valores de pH do
suco gastrico e resistentes a bile, secre¢cdes pancreaticas e intestinais, ndo carregar
genes para transmissao de resisténcia, ter propriedades anti-mutagénicas e
anticarcinogénicas e resistir a fagos e ao oxigénio (HAVENAAR et al., 1992;
SALMINEN et al.,, 1998, OUWEHAND et al., 1999; SAARELA et al., 2000;
HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002). Varios microrganismos sdo utilizados como
probidticos, incluindo as bactérias acido-laticas, bactérias ndo &cido laticas e
leveduras (COPPOLA & TURNES, 2004), e de acordo com Reis & Vieites (2019) os
principais microrganismos utilizados sdo dos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Streptococcus, Bacillus e também leveduras, podendo ser utilizados

individualmente ou em associacao entre eles.

1.1.1 Mecanismos de acdo dos probidticos

O modo de acdo dos probiéticos ndo foi totalmente compreendido, embora
varios processos que podem atuar de forma independente ou em combinacao tenham
sido propostos. Dentre eles, os principais sdo: exclusdo competitiva, antagonismo
direto, estimulacdo do sistema imunoldgico, efeitos nutricionais e reducdo da
producdo de aménia (REIS & VIEITES 2019). O conceito de exclusdo competitiva
surgiu com Nurmi e Rantala (1973), para designar a incapacidade de uma populacéo
microbiana se formar no intestino devido a presenca de outra populacdo. Eles
observaram que pintinhos nascidos em condicfes sanitarias estritas, eram privados
de microrganismos que colonizariam naturalmente seu trato digestivo e, quando
inoculados com conteudo intestinal diluido de aves adultas, tinham um efeito protetor
de 77% contra Salmonella infantis.

As bactérias probioticas formam uma barreira fisica as bactérias patogénicas
ocupando sitios de ligacdo no eptélio intestinal e sdo excluidas competitivamente.
Além do efeito fisico, exercem efeito bioldgico, promovendo um ambiente de baixa
tensdo de oxigénio, desfavorecendo o crescimento de bactérias enteropatogénicas.
Também exercem efeito quimico, pois produzem acidos organicos, que baixam o pH
do intestino, inibindo bactérias patogénicas (PETRI, 2000; GHADBAN, 2002).

A producdo e liberacdo de bacteriocinas, acidos organicos e peroxidos de
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hidrogénio pelas bactérias intestinais e/ou dos probiéticos, que tenham acéo contra
bactérias patogénicas, caracterizam o mecanismo de antagonismo direto (PETRI,
2000). As bacteriocinas sé@o peptideos antimicrobianos de acao local, que inibem o
crescimento de patdgenos entéricos e ndo induzem a morte celular (GHADBAN,
2002). Quando produzidas por bactérias acido-lacticas inibem o crescimento de
bactérias gram-negativas e gram-positivas (FERREIRA e ASTOLFI-FERREIRA,
2006). Além disso, a producdo de acido (acético, propidnico, butirico, latico), pode
inibir o crescimento de patdgenos por baixar o pH, ou por afetar diretamente as
bactérias (LEEDLE, 2000).

A modulacédo da resposta imune ocorre pelo aumento do nimero e da atividade
das células fagociticas no hospedeiro por bactérias probidticas (FERREIRA e
ASTOLFI-FERREIRA, 2006). Lactobacillus e Bifidobacterium estdo diretamente
envolvidos na estimulacdo da resposta imune pelo aumento da producdo de
anticorpos, ativagdo de macréfagos, proliferacdo de células T e producdo de
interferon, entretanto, este mecanismo permanece pouco compreendido (FLEMMING
& FREITAS, 2005). O trato digestivo das aves tém a maior responsabilidade no
desenvolvimento da imunidade, uma vez que esses animais nao apresentam ganglios
linfaticos (TOURNOUT, 1998). Com a imunoestimulacdo da mucosa, sédo produzidos
anticorpos do tipo IgA que atuam bloqueando os receptores e reduzindo o nimero de
bactérias patogénicas no lumen do intestino (LODDI et al, 2001). A atividade
microbiana gerada pelos probiéticos, junto com o rapido transito do processo
digestivo, pode ser eficaz no aumento do desempenho. Além disso, um aumento na
digestao ou absorcéo pode ser observado quando as bactérias laticas reduzem o pH
no inestino, o que ajuda a absorver mais acidos de cadeia curta (LEEDLE, 2000).

A melhor ou pior capacidade de ocupacdo do intestino pelas bactérias
probidticas pode ser determinada pela via de administracao. Ainda n&o esta claro qual
a melhor forma de aplica-los, mas independente da via, eles devem ser usados em
aves 0 mais antecipadamente possivel. Podem ser utilizados incorporados a racao,
agua, aspergidos nas aves ou na cama utilizada, inoculados em ovos embrionados,
em capsulas gelatinosas e via intra-esofagiana (SILVA, 2000; ANDREATTI FILHO e
SILVA, 2005).
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1.1.2 Utilizagdo de probioticos em frangos de corte

O sistema digestivo da ave recém eclodida é anatomicamente completo, mas
as funcodes digestivas e de absor¢cdo da ave sé&o imaturas. Os pintinhos usam as
reservas do corpo para atingir um rapido desenvolvimento fisico e funcional do trato
gastrointestinal, para digerir alimentos e absorver nutrientes (UNI & FERKET, 2004).
A microbiota se estabelece durante os primeiros dias de vida de uma ave. Onde ha
aumento consideravel no nimero de bactérias a partir dos quatro dias de idade, que
tende a estabilizar a partir da segunda semana de idade (CANALLI et al, 1996;
MAIORKA, 2001). Para Fuller et al, (1960) as bactérias gastrointestinais tém grande
influéncia no metabolismo, fisiologia e nutricdo do hospedeiro, visto que existem
aproximadamente 10° a 10** UFC /g de bactérias no intestino dos animais.

A producéao de pintos comerciais em sistema de incubagéo altamente higiénico
e controlado tem contribuindo para o desenvolvimento da avicultura brasileira, mas
tem atrasado o estabelecimento da microbiota intestinal desses animais
(DOMINGUES et al, 2014). Dessa forma, sao sensiveis a microrganismos
patogénicos, que podem afetar sua produtividade, e s&o susceptiveis ao
desenvolvimento de doencas intestinais e respiratorias. Nesse sentido, o fornecimento
de probidticos, deve ser realizado o mais cedo possivel, para que as bactérias
benéficas colonizem o trato gastrointestinal do hospedeiro, antes que o patégeno se
torne ativo (SILVA & PINHEIRO, 2008).

Os resultados sobre o efeito do uso de probiéticos nos indices de desempenho
de frangos de corte ainda sédo contraditérios, apesar de muitos anos de evidéncias na
literatura de seus beneficios para o desempenho destes animais. Para Silva (2000),
essa variacao nos resultados se deve ao fato de a maioria dos produtos comerciais
ndo conter quantificacdo e composi¢cao microbiolégica bem conhecidas. Além disso,
uma seérie de fatores como a idade do animal, condicbes de armazenamento,
condicbes de manejo e desafio sanitario podem afetar a eficacia dos probioticos
(MACARI & FURLAN, 2005).

Quando administrados as aves aumentam a eficiéncia alimentar, melhoram a
gualidade ao alimento, agem como promotores naturais do crescimento, reduzem as
perdas devido a doencas infecciosas e os sintomas de estresse (KOZASA, 1989).
Além disso, contribuem para maior ganho de peso, melhor conversdo alimentar e
maior rendimento de carcaca (BERTECHINI & HOSSAIN, 1993; JIN et al, 1998;
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ABEDINI et al, 2017). Sen et al, (2012) e Bai et al, (2017), utilizando probiéticos a base
de Bacillus subtilis e Bacillus subtilis fmbj observaram aumento no ganho de peso e
melhora na taxa de conversdo alimentar de frangos de corte. J& Marubashi et al,
(2013) e Amerah et al, (2013) observaram uma melhora na conversao alimentar em
frangos suplementados com um probidtico a base de Bacillus subtilis. Maruta (1993)
observou ao utilizar probidticos com apenas uma cepa bacteriana, aumento no
rendimento de carcaca e no rendimento do peito e diminuicdo da gordura abdominal
em frangos. Resultados semelhantes foram encontrados por Junqueira et al, (2006) e
Mokhtari et al, (2010). Porém nem sempre séo observados efeitos benéficos na sua
utilizacdo. Para Loddi et al, (1998) a suplementacdo de probidticos ndo teve efeitos
positivos sobre o ganho de peso ou a eficiéncia alimentar. Resultados semelhantes
foram encontrados por Estrada et al, (2001) ao usar Bifidobacterium bifidum como
probidtico; por Reyes et al, (2000) usando bactérias &cido-laticas ou laticas; e
Domingues et al, (2014) com o uso de probiotico a base de Bacillus subtilis. Outros
pesquisadores ndo verificaram o efeito da suplementacdo de probidticos no
desempenho (SHARGH et al, 2012; NOSRATI et al, 2017) e nas caracteristicas das
carcaca de animais (DOMINGUES et al, 2014; SOUZA et al, 2018).

Manafi et al, (2018), relataram que apds a administracdo de probidticos, houve
aumento da altura das vilosidades e da relacao vilosidade/profundidade da cripta,
responsaveis pelo aumento no ganho de peso e eficiéncia por meio do aumento da
digestdo e absorcdo dos alimentos. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Dong et al, (2020) quando Bacillus subtilis BYS2 foi adicionado a
dieta de frangos de corte. Por outro lado, Souza et al, (2018) ndo observaram efeito
de um probidtico a base de Bacillus na altura das vilosidades, porém, as aves
suplementadas apresentaram menor profundidade de cripta no duodeno. Os
beneficios do uso de probidticos em frangos de corte sdo bem conhecidos, porém, é
necessario esclarecimento sobre a espécie e concentragdo de microrganismos que

devem ser utilizados.
1.2 Bactérias do género Bacillus
O género Bacillus sp. incluiu microrganismos Gram-positivos, em forma de

bastonete, formadores de endosporos, aerébicos ou anaerdbicos que podem ser

encontrados no solo, agua, poeira e ar. As necessidades nutricionais para seu
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crescimento sdo simples, exigindo certos aminoacidos ou vitaminas do complexo B
(STANIER et al, 1969). Por ndo estarem naturalmente presentes na microbiota
gastrointestinal, sdo considerados aldctones, com poucas espécies patogénicas. Além
disso, por produzirem enzimas que degradam muitas substancias organicas,
apresentam poderosa atividade metabdlica (FRANCO & LANDGRAF, 2002). Um
namero reduzido de cepas apresentam aplicacdes biotecnolédgicas diversas, como a
producdo de enzimas, aminoacidos, antibioticos, preparacdo de alimentos
fermentados e controle bioldgico (NITHYA & HALAMI, 2012). Além de apresentarem,
propriedades probidticas, como viabilidade no intestino (TAM et al, 2006), resisténcia
acida e aos sais biliares (HONG et al, 2005), sendo cada vez mais incorporadas em
produtos alimenticios.

Espécies do género Bacillus apresentam vantagens em relacdo a outros
microrganismos nao esporulantes, tais como: 1) Podem sobreviver em alimentos que
devem ser processados a alta temperatura e pressao; 2) Melhor sobrevida em
condicGes gastrointestinais; 3) Possuem longa vida util e permanecem viaveis em
temperatura ambiente ou refrigerada; e 4) Devido a sua melhor sobrevida, a dose
efetiva necessaria para suplementacdo é menor (CUTTING, 2011; DURKEE, 2010;
SOROKULOVA et al, 2008). Além disso, devido a sua natureza aerobia e formacao
de enddésporos, eles sdo capazes de sobreviver a estresses ambientais, incluindo
armazenamento, transporte e processos de peletizacdo, e sdo preferidos para uso na
alimentagdo animal (SETLOW, 2006; CARTMAN et al, 2008; WU et al, 2011). Os
produtos contendo endosporos de Bacillus sdo usados comercialmente como
probiéticos, contendo uma dose Unica de 10° esporos/g ou ml (MAZZA, 1994). Eles
também podem atuar como conservantes em alimentos (BEAUMONT, 2002).

Pesquisas conduzidas ao longo dos anos, mostraram os efeitos benéficos do
uso de cepas de Bacillus sp. em frangos de corte. Santoso et al, (1995), Fritts et al,
(2000) e Cuevas et al, (2000), ao administrar Bacillus subtilis e Bacillus cereus var.
toyoii na racdo de frangos de corte, observaram aumento no ganho de peso e melhora
na conversao alimentar. Flemming et al, (2005) descobriram que o uso de probidticos
a base de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis pode melhorar o ganho de peso,
converséao alimentar, o consumo de ragédo e a mortalidade de frangos de corte. Lora
Grafia (2006), também observou resultados positivos de ganho de peso de frangos de
corte de 01 a 42 dias de idade ao comparar avilamicina com duas doses diferentes de

probidticos a base de Bacillus subtilis. Lee et al, (2011), forneceram probioticos a base
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de Bacillus subtilis e descobriram que, ao aumentar a sintese de 6xido nitrico e sua
acao fagocitica, estimula a atividade dos macrofagos, proporcionando assim uma
resposta acelerada a quaisquer microorganismos estranhos que passam pelo trato
gastrointestinal. Upadhaya et al, (2019), demonstraram uma redugdo nas emissoes
de NHs de excretas de aves suplementadas com Bacillus subtilis. Dong et al, (2020),
observaram que o uso de Bacillus subtilis BYS2 pode promover uma profundidade de
cripta mais rasa, resultando em vilosidades mais longas, maior area de superficie das
vilosidades e células epiteliais mais absortivas. Embora tenhamos um numero
razoavel de culturas probiéticas disponiveis para uso comercial, existem muito poucas

cepas Bacillus sp. consideradas como tendo esse potencial.

1.2.1 Bacillus thuringiensis var. israelensis

Desde o inicio do século XX, se da a descoberta e o desenvolvimento comercial
das bactérias entomopatogénicas Bacillus thuringiensis. Em 1902 Ishiwata, no Japao,
relatou um esporo bacteriano que causou a morte de bichos-da-seda (Bombix mori).
Berliner descreveu o0 mesmo tipo de bactéria agindo nas tracas-das-farinhas
(Anagasta kuhniella) na Alemanha em 1911, e foram denominadas Bacillus
thuringiensis em 1915 (HABIB & ANDRADE, 1986). Goldberg & Margalit (1977),
descobriram uma cepa de Bacillus thuringiensis que € eficaz contra insetos dipteros
(culicideos e simulideos) em solo israelense, com alta eficacia larvicida, a qual foi
chamada de Bacillus thuringiensis var. israelensis.

Bacillus thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva, com células vegetativas de
1,0 a 1,2 ym de largura e 3,0 a 5,0 ym de comprimento, e seus esporos séao de forma
oval (GORDON et al., 1973). Esta espécie ndo é estritamento aerobica e sua
temperatura de crescimento varia de 10 e 45 °C. A producao de cristais de proteina
durante a esporulacdo o distingue de outras espécies do mesmo género. Esses
cristais tém atividade entomopatogénica contra uma variedade de insetos
(Lepidoptera, Diptera e Coleoptera). Cristais tOxicos para insetos Hymenoptera,
Hemiptera, Orthoptera, Phthiraptera e certos nematoides, protozoarios e acaros estao
presentes em certas subespécies (BRAR et al, 2006; GLARE & O’CALLAGHAN, 2000;
SCHNEPF et al, 1998).

Os cristais sdo formados principalmente por uma proteina chamada Cry (-

endotoxinas). Tém atividade inseticida especifica e geralmente sédo codificadas por
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genes localizados em plasmideos, mas raramente por genes localizados em
cromossomos bacterianos (CRICKMORE et al, 2008). Para que uma proteina seja
considerada Cry, ela deve formar um paraesporo (cristal), apresentar certo grau de
toxicidade a insetos alvos, ou apresentar sequéncia de aminoacidos semelhante a ja
descrita proteina Cry (BRAVO et al, 2007). Também sdo sintetizadas proteinas
chamadas Cyt, com atividade hemolitica que formam uma inclusdo paraesporal de
Bacillus thuringiensis, ou alguma proteina que apresente sequéncia de aminoacidos
similar as proteinas Cyt ja descritas (BRAVO et al, 2007, CRICKMORE et al, 2008).
Ao final da esporulacéo, os cristais correspondem a aproximadamente 20 a 30% do
peso seco das células e sao liberados durante a lise celular (ARANTES et al, 2002;
GLARE & O’'CALLAGHAN, 2000). A formacao de proteinas também ocorre durante a
fase de crescimento vegetativo. Essas proteinas sdo chamadas de Vip (vegetative
insecticidal proteins) e apresentam uma forma de intoxicagdo semelhante as proteinas
Cry (CRICKMORE et al, 2008). Uma nova toxina, denominada de parasporina, que
nao tem atividade hemolitica, mas é capaz de atacar células cancerigenas em geral
foi descrita em 2000 (OKUMURA et al, 2010).

O Bacillus thuringiensis € geralmente produzido por fermentacdo submersa
intermitente (liquida), na qual o recipiente de meio de cultura liquido € inoculado com
microrganismos, ocorrendo todo o desenvolvimento da cultura, sendo o produto
retirado no final do processo (MORAES et al, 2001). A fermentacao deve ser realizada
a uma temperatura entre 28° e 38°C, com pH controlado em torno de 7,0, podendo
durar de 24 a 72 horas (DIAS, 1992). Maldonado- Blanco et al, (2003) descobriram
gue Bacillus thuringiensis var. israelensis, melhorou a producao de proteinas Cry com
agitacao de 300 rpm e aeracao de 1vvn ou 500 rpm e 0.06 vvn, com aproximadamente
26% de oxigénio. No final da fermentacédo a cultura contém em média 6 a 8% de
sélidos, metade dos quais sdo esporos e cristais de proteinas, que podem ser
recuperados por centrifugacéo ou microfiltracéo.

Devido a sua biologia, Bacillus thuringiensis var. israelensis se destaca como a
principal bactéria utilizada no controle biolégico. No entanto, suas propriedades
probidticas sdo pouco caracterizadas, sendo de extrema importancia avaliar sua
atividade em frangos de corte, para avanco no tratamento sustentavel dos animais e

diminuicdo na utilizagdo de produtos de origem de sintese quimica.
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Capitulo 2

Bacillus thuringiensis var. israelensis em dietas para frangos de

corte



2.1 Introducéo

A conscientizacao e preferéncia dos consumidores de produtos avicolas, por
produtos livres de residuos quimicos tém impulsionado o esforco global para
identificar alternativas saudaveis e ecologicamente corretas para melhorar a satde e
o desempenho animal (WOLFENDEN et al, 2010). Entre essas alternativas, esta o
uso de probidticos, que sdo microrganismos vivos que, quando consumidos em
guantidades suficientes, produzem efeitos benéficos a saude do hospedeiro (HILL et
al, 2014; MANAFI, 2015). Além disso, probiéticos adicionados a dieta que modificam
a microbiota, seja por implantacdo ou colonizacdo (SCHREZENMEIR & DE VRESE,
2001), podem ser ativos na prevencdo e tratamento de doencas como
imunomoduladores, bem como estimulantes de crescimento em animais (COPPOLA
& TURNES, 2004). Ademais, podem afetar a qualidade da carne dos animais em que
sao administrados (ZHOU et al, 2010).

A pesquisa nos ultimos anos mostrou resultados promissores da
suplementacdo de probioticos na dieta de frangos de corte, dentre eles, estdo os
Lactobacillus, Saccharomyces, Bacillus, Streptococcus e Aspergillus (LEMA et al,
2001; TANNOCK, 2001; ZHANG et al, 2005; CHEN et al, 2009, MANAFI &
KHOSRAVINIA, 2013). Bactérias do género Bacillus sp. sao esporulantes,
termoestaveis e capazes de atravessar a barreira gastrica, utilizados na alimentacéo
animal, suplementos alimentares humanos e medicamentos aprovados (CUTTING,
2011). Devido a sua natureza aerObia e endosporica, sdo capazes de sobreviver a
estresses ambientais, incluindo armazenamento, transporte e processos de
peletizacdo, sendo preferidos para uso na alimentacdo animal (SETLOW, 2006;
CARTMAN et al, 2008; WU et al, 2011).

Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) da familia Bacillaceae, € uma
bactéria Gram-positiva, esporulante, aerObica ndo estrita, com temperatura de
crescimento de 10 a 45°C, entomopatogénica e predominante como a principal
bactéria utilizada no controle biologico. Por exibir a producédo de cristais de proteina
durante a esporulacao, diferencia-se de outras espécies do mesmo género (ANGELO
et al, 2010). Cerca de 90% do mercado global de bioinseticidas diz respeito a produtos
a base dessa bactéria (VILAS BOAS et al, 2007). Porém, por se tratar de um

microrganismo amplamente utilizado e popular em biocontrole, suas propriedades
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probidticas ainda ndo foram descritas, sendo necessarios mais estudos para obtengéo
de resultados sobre sua eficacia na alimentacéo de frangos de corte.

Neste sentido, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacao
com Bacillus thuringiensis var. israelensis, sobre o desempenho, rendimento de
orgaos, cortes e carcaca, qualidade da carne e morfometria intestinal de frangos de

corte machos e fémeas.

2.2 Materiais e métodos

O experimento foi conduzido no biotério do Laboratério de Ensino e
Experimentacéo Zootécnica Prof. Dr. Renato Rodrigues Peixoto — UFPEL, conforme
aprovacdo na Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) UFPEL, sob o

protocolo niumero 9053.

2.2.1 Animais e tratamentos

Um total de 288 pintos de corte de um dia (machos e fémeas) da linhagem
comercial Cobb foram alojados separados por sexo em boxes de 1m?, com cama de
casca de arroz de 10 cm de altura, equipados com comedouros tubulares e
bebedouros tipo nipple, aquecimento elétrico através de campéanulas. O acesso a
alimentacdo e agua foi ad libitum por 42 dias. Os animais foram distribuidos

aleatoriamente em 4 tratamentos com 12 repeticOes de 6 aves cada uma (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢cao dos tratamentos experimentais.

Tratamento Suplementacao Sexo

1 Sem suplementacao Macho
2 Sem suplementacao Fémea
3 Bacillus thuringiensis var.israelensis Macho
4 Bacillus thuringiensis var.israelensis Fémea
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2.2.2 Programa alimentar

Foi utilizado um programa alimentar de trés fases, sendo: inicial (1 até 20 dias),
crescimento (21 até 35 dias) e final (36 até 42 dias). As dietas foram formuladas com
base nos requeremimentos da linhagem, e fornecidas fareladas, tendo a composigao
e o perfil nutricional descritos na Tabela 2. Nao foram adicionadas as dietas nenhum

antibiotico ou anticoccidiano durante o perido experimental.

Tabela 2. Composicéo centesimal e perfil nutricional das dietas experimentais.

. Dieta inicial* Dleta [.)'etaN

Ingrediente (kg) (1-20 dias) crescimento** terminacao**
(21-35 dias) (36-42 dias)

Milho 57.07 61.05 64.41
Farelo de soja 38.03 33.51 30.6
Oleo 2.5 3.2 3.0
Carbonato de calcio 1.40 1.33 1.20
Sal 0.43 0.42 0.39
L-Lisina 0.164 0.169 0.148
DL-Metionina 0.322 0.256 0.192
L-Treonina 0.085 0.065 0.060
Total 100.0 100.0 100.0
Composicéao calculada
Energia Metabolizavel 2980 3070 3100
(Kcal/Kg)
Proteina Bruta (%) 20.8 19.0 18.0
Calcio (%) 0.95 0.96 0.90
Saodio (%) 0.20 0.19 0.18
Fosforo disponivel (%) 0.46 0.41 0.41
Met + Cys dig (%) 0.95 0.90 0.86
Lisina dig (%) 1.20 1.05 0.98
Treonina dig(%) 0.85 1324 1261

*Concentrado: Colina 7.430 mg; Acido félico 127,76 mg; Vitamina E 311.72 Ul; Vitamina K3 26,28 mg; Vitamina B2 85,41 mg; Vitamina B6 43,80 mg; Ferro
1.800 mg; Zinco 1.667 mg; Vitamina D3 38.180 UI; Vitamina A 172.170 Ul; Vitamina B1 26,28 mg; Cobre 300 mg; lodo 20 mg; Acido Nicotinico 569,40 mg;
Acido Pantotenico 255,65 mg; Vitamina B12 222,20 mcg; Manganés 2.100 mg; Selénio 10 mg; Célcio 247 g; Fésforo 110,57 g.

**Concentrado crescimento: Colina (Min) 4.780 mg; Acido félico (Min) 58,56 mg; Vitamina E (Min) 365.85 UI; Vitamina K3 (Min) 25,18 mg; Vitamina B2 (Min)
80 mg; Vitamina B6 (Min) 44,36 mg; Ferro (Min) 1.800 mg; Zinco (Min) 1.667 mg; Vitamina D3 (Min) 25.182 Ul; Vitamina A (Min) 110.040 UI; Vitamina B1
(Min) 24,27 mg; Cobre (Min) 300 mg; lodo (Min) 20 mg; Acido Nicotinico (Min) 482,34 mg; Acido Pantotenico (Min) 226,35 mg; Vitamina B12 (Min) 203,85
mcg; Manganés (Min) 2.100 mg; Selénio (Min) 10 mg; Célcio (Min) 221,7 g; Fésforo (Min) 98,70 g.

2.2.3 Bacillus thuringiensis var. israelensis

O Bacillus thuringiensis var. israelenses (Bti) utilizado neste estudo faz parte da
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia do Ndacleo de

Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Para a producao, Bti foi
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semeado em meio BHI agar (Brain Heart Infusion, Difco) e incubado por 24 horas a
28 °C. Ap0s crescimento, coldnias isoladas foram inoculadas em 200 mL de meio BHI
e incubados em agitador orbital a 200 rpm durante 24 horas. Os cultivos foram
inoculados em 4L de meio NYSM (Nutrient Yeast Extract Salt Medium) a 28 °C sob
agitacao (250 rpm) e aeracdo (1vvm), por 72 horas. As células foram recuperadas por
centrifugacédo a 6000 x g por 20 min e concentrados em um volume final de 1 L de
solucdo salina fosfatada (PBS). O Bti foi suplementado na quantidade de 1 x 108

Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por g de ragao diariamente, durante 42 dias.

2.2.4 Variaveis analisadas

2.2.4.1 Desempenho zootécnico

As variaveis avaliadas foram: ganho de peso (GP), consumo de racédo (CR) e
conversdo alimentar (CA), em trés periodos: 1 a 21 dias; 21 a 42 dias e 1 a 42 dias.
As aves foram pesadas no dia do alojamento (dia 1), e semanalmente ao longo do
periodo experimental (até 42 dias). A racdo fornecida e as sobras foram pesadas
semanalmente para a obtencdo do valor do consumo de ragédo e para o calculo da

conversdo alimentar, que foi calculada através da formula abaixo:

Consumo de racao
CA - ¢do (g)

Ganho de peso (g)

Aos 42 dias para avaliacdo do peso de 6rgaos, rendimento de carcaca,
gualidade da carne e morfometria intestinal foram selecionados e eutanasiados 48
frangos, sendo 12 aves por tratamento com peso corporal representando a média do

boxe.

2.2.4.2 Rendimento de 6rgaos, cortes e carcaca

As aves foram evisceradas e as visceras comestiveis (coracao, figado e moela)
foram pesadas. A gordura abdominal foi constituida pelo tecido adiposo presente na
regido abdominal. As carcacas foram pesadas para separacdo dos cortes da coxa,

sobrecoxa, coxinha da asa, ponta da asa, dorso e peito permanecendo todas as partes
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com pele e 0ssos. Para determinacao do peso dos cortes da coxa, sobrecoxa, coxinha
da asa e ponta da asa, foram pesados o lado direito e esquerdo e obtida a média. O
rendimento de carcaca depenada, eviscerada, sem pés, cabeca e pescoco foi
calculado em relagéo ao peso vivo da ave antes do abate, sendo calculado através da

féormula:

RC = {Peso da carcaca eviscerada (g)|Peso vivo da ave (g)}x100

2.2.4.3 Qualidade da carne

Foram retiradas amostras da carne do peito sem pele e sem 0sso, que foram
descongeladas a 4° C por 24 h. A capacidade de retencdo de agua foi determinada
utilizando o método de pressdo (SIERRA, 1973). Para determinar as perdas por
coccdo as amostras cruas foram pesadas, envoltas em papel aluminio e grelhadas
em grill elétrico (Britania, Grill Press 180) até que a temperatura interna alcancasse
85°C. As perdas por gotejamento foram determinadas com as amostras
condicionadas sob refrigeracado (4°C) durante 5 dias em tubos plasticos que permitiam
0 gotejamento. O pH foi medido utilizando-se um pHmetro digital Marte MB 10 com
eletrodo de penetracdo, com a insercéo direta do eletrodo na amostra. A forca de
cisalhamento foi determinada em texturdmetro TA XT Plus. A determinacéo da cor se
deu através da medicdo em trés pontos distintos do peito para obtencdo do valor
médio em colorimetro Chroma Meter CR-300 (Minolta, Osaka, Japédo), usando as
leituras de L*, a* e b*, em que: L* = luminosidade, a* = componente vermelho-verde e

*= componente amarelo-azul do sistema de cores CIELAB.

2.2.4.4 Morfometria intestinal

Amostras de 2 cm do duodeno foram coletadas e fixadas por 24h em solugéo
de formol a 10%, seguidas do processo de desidrata¢do com alcool em concentracées
crescentes, até atingir a concentracdo absoluta. ApO0s as pecas passaram pelo
procedimento de diafanizacdo e emblocamento em parafina. Os blocos de parafina
foram cortados em micrétomo rotativo com espessura de 5 micrometros em 12 cortes

transversais e semiseriados. A morfometria de altura de vilo e profundidade de cripta
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intestinal foram realizadas através de captura da imagem 6tica em microscopio Nikon
Eclipse E200, com camera acoplada Motican 5 5.0 MP, com a objetiva 4x, sendo
capturadas 10 imagens para cada repeticdo. A medicdo foi realizada através do
programa Image Pro-Plus 4.5 (IPP4.5) (Media Cybernetics, Silver Spring, USA, 2002),
gue foi calibrado previamente.

2.2.5 Analise estatitica

Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA, com Bti e sexo
como fatores fixos, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey. Para todas as
analises realizadas foi utilizado o pacote estatistico R (R CORE TEAM, 2020), com

um nivel de significancia de 5%.

2.3 Resultados e discussao

Os resultados das variaveis ganho de peso, consumo de racao e conversao
alimentar sdo apresentados na Tabela 3. Era esperado que a suplementacdo com
Bacillus thuringiensis var. israelenses (Bti), melhorasse as variaveis de desempenho
de frangos de corte. No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas
(P>0,05) para as variaveis analisadas para o fator suplementacdo. Para o fator sexo
observou-se diferencas significativas (P<0,05), nos periodos de 1 a 21 dias, 21 a 42
dias e 1 a 42 dias. Frangos de corte machos apresentaram aumento no ganho de
peso (701; 1496; 2197 g, respectivamente) e consumo de ragéo (1038; 2735; 3773 g,
respectivamente). Para a variavel conversao alimentar, no periodo de 1 a 21 dias, a
melhor conversao alimentar foi atribuida aos machos (1,49; P<0,05).

Meurer et al, (2010), ao avaliar o uso Bacillus subtilis C-3102 sobre o
desempenho de frangos de corte da linhagem Cobb de 1 a 42 dias, observaram
aumento no consumo de ragdo e melhora na conversao alimentar. Sen et al, (2012),
avaliando os efeitos da suplementacdo com Bacillus subtilis LS 1-2 sobre o
desempenho de frangos de corte da linhagem Ross, observaram aumento no ganho
de peso e melhora na conversao alimentar de 1 a 21 dias e de 21 a 35 dias. Liu et al,
(2012), utilizando Bacillus licheniformis em frangos de corte de 1 a 42 dias,
observaram aumento no ganho de peso e melhora na conversao alimentar. Marubashi
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et al, (2013) ao avaliar o uso do Bacillus subtilis C-3102, sobre o desemprenho de
frangos de corte Ross 308 machos, observaram melhora de 3,3% no ganho de peso
de 1 a 21 dias de idade e 3,0% de melhora na converséo alimentar entre 22 e 42 dias,
sendo que no periodo de 1 a 42 dias as aves suplementadas obtiveram melhor
conversédo alimentar. Bai et al, (2017), ao suplementarem Bacillus subtilis fmbj em
frangos de corte Arbor Acress machos, observaram aumento no ganho de peso,
consumo de racdo e melhora na conversao alimentar de 21 a 42 dias e 1 a 42 dias.

Em nosso estudo o uso da suplementacdo com Bacillus thuringiensis var.
israelenses nao apresentou efeitos sobre o desempenho de frangos de corte,
corroborando com os resultados encontrados por Domingues et al, (2014), que ao
avaliar o uso da suplementacdo com Bacillus subtilis em frangos de corte machos da
linhagem Cobb ndo encontraram efeito sobre o ganho de peso, consumo de racéo e
conversdo alimentar aos 42 dias. A maioria dos probioticos usados em frangos de
corte demonstrou ser eficaz com ingestdes diarias entre 107 e 10° UFC/g
(PATTERSON & BURKHOLDER, 2003, MOUNTZOURIS et al, 2010), portanto a dose
usada neste estudo estd dentro dos limites recomendados. Como a eficacia do
produto depende do nimero e das caracteristicas dos microrganismos usados na
preparacdo (TOURNUT, 1998), é dificil tracar paralelos entre os estudos e comparar
os resultados. Além disso, as condi¢des higiénicas das instalacdes e a falta de desafio
sanitario durante o experimento, podem ter contribuido para que os resultados ao usar
o Bacillus thuringiensis var. israelenses nao fossem positivos. Aves mantidas em areas
desabitadas por longos periodos ou com baixo nivel de contaminacdo ambiental,
tendem a apresentar poucos resultados significativos no que diz respeito ao uso de
probidticos (KUSSAKAWA & FERREIRA, 1999).

As diferencas entre sexos, superiores para 0s machos nas variaveis de
desempenho, eram esperadas, uma vez que, esses resultados sdo constantemente
observados na avicultura. Stringhini et al, (2003) e Api et al, (2017), também
observaram desempenho superior dos machos em relacdo as fémeas. Frangos de
corte machos, possuem o crescimento mais rapido em funcéo da maior voracidade de
consumo de racédo, conferindo maior deposicao de tecido muscular e ganho de peso
(BERTECHINI, 2008).
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Tabela 3. Ganho de peso (GP), Consumo de racédo (CR) e Conversao Alimentar (CA) de frangos de corte machos e fémeas
suplementados com Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) nos periodos de 1-21 dias, 21-42 dias e 1-42 dias.

GP (9) CR (9) CA
Item 1-21 dias 21-42dias 1-42dias 1-21dias 21-42 dias 1-42 dias 1-21 dias 21-42 dias 1-42 dias
Efeito do Bti
Sem Bti 658 1415 2072 1016 2561 3577 1,57 1,83 1,74
Com Bti 668 1321 1989 1005 2512 3517 1,52 1,97 1,80
Efeito do sexo
Macho 701° 1496° 2197° 1038° 2735 3773 1,49 1,89 1,74
Fémea 6252 12392 18642 9832 23372 33202 1,602 1,92 1,80
SEM 17,1 46,9 55,7 12,3 41,7 49,4 0,03 0,07 0,04
P-value
Bti 0,67 0,16 0,30 0,54 0,40 0,39 0,26 0,19 0,39
Sexo 0,003 0,0003 0,0001 0,003 <0,0001 <0,0001 0,03 0,80 0,38
Bti:Sexo 0,36 0,66 0,51 0,99 0,84 0,86 0,21 0,66 0,48

ab | etras distintas na coluna indicam diferencas significativas (P <0,05) entre as médias pelo teste de Tukey. SEM: erro padrdo da média.
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Na Tabela 4 estdao apresentados os resultados de peso dos 6rgaos. Nao foram
observadas diferencas significativas (P>0,05) do fator suplementacédo com Bti sob o
peso dos orgaos. Dentro do fator sexo, evidenciou-se que machos obtiveram peso do
figado maior em relagcédo as fémeas (38,2 g vs 33,4 g; P<0,05). Manafi et al, (2018),
avaliando o uso do probiético multiespécie contendo quatro espécies de Bacillus e
Saccharomyces boulardii (Microguard®) em frangos de corte machos Ross 308 aos
42 dias, obtiveram peso do figado e da gordura abdominal menores que 0 grupo
controle, discordando dos resultados deste estudo. Santos et al, (2005) e Schettino et
al, (2006), em seus estudos obtiveram peso do figado maior nas fémeas, contrastando
com nossos resultados. JA4 Kawauchi et al, (2008) ndo encontraram diferencas entre
sexo para peso do coracao, corroborando com os resultados destes estudo. Stringhini
et al, (2003) e Api et al, (2017), observaram que fémeas apresentaram maior
rendimento de gordura abdominal, o que ndo observou-se neste estudo. Fémeas a
partir de 35 dias de idade convertem maior quantidade de gordura na carcaca
(BERTECHINI, 2006), ademais, a gordura abdominal € considerada um dos fatores
gue interferem na converséao alimentar, pois a deposi¢céo do tecido adiposo diminui a

eficiéncia alimentar.

Tabela 4. Peso dos 6rgéos de frangos de corte machos e fémeas suplementados com
Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti).

. Gordura ~
Item Moela (g) Figado (g) Abdominal (g) Coragéo (9)
Efeito do Bti
Sem Bti 46,6 37,0 20,6 10,03
Com Biti 43,5 34,6 18,3 9,96
Efeito do sexo
Macho 47,1 38,2b 17,4 10,98
Fémea 43,0 33,42 21,5 9,01
SEM 1,83 1,5 1,64 0,46
P-value
Bti 0,23 0,27 0,32 0,91
Sexo 0,12 0,03 0,08 0,004
Bti:Sexo 0,65 0,14 0,23 0,58

ab | etras distintas na coluna indicam diferencas significativas (P <0,05) entre as médias pelo teste de
Tukey. SEM: erro padréo da média.

Os resultados de peso vivo, carcaga eviscerada e rendimento de carcaca, estdo

apresentados na Tabela 5. Nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05)
do fator suplementacdo com Bti sob as varidveis peso vivo, carcaca eviscerada e
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rendimento de carcaga. Frangos de corte machos obtiveram peso vivo maior em
relacdo as fémeas (2319 g vs 2088 g; P<0,05), o que era esperado, uma vez que 0
ganho de peso desses animais foi superior. Mokhtari et al, (2010) estudaram os efeitos
da suplementacao de Bacillus subtilis sob as caracteristicas de carcacas de frangos,
verificaram aumento significativo no rendimento de carcagca quando em comparacgéo
com o controle, discordando dos nossos resultados. Ja Domingues et al, (2014)
usando Bacillus subitilis ndo observaram diferencas significativas para rendimento de
carcaca e partes da carcaca de frangos de corte, corroborando com os resultados
deste estudo. Além disso, outros estudos usando diferentes dosagens de probioéticos
relataram variaces no desempenho e na resposta da carcaca, sugerindo que as
concentracdes ideais de probidticos na racdo de frangos variam dependendo do

microrganismo usado na composi¢ao do produto (POURAKBARI et al., 2016).

Tabela 5. Peso vivo, carcaca eviscerada e rendimento de carcacga de frangos de corte
machos e fémeas suplementados com Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti).
Carcaca Rendimento

Item Peso vivo (g) eviscerada (g) de carcaca (%)
Efeito do Bti

Sem Bti 2256 1634 72,4
Com Bti 2152 1567 72,6
Efeito do sexo

Macho 2319b 1675 72
Fémea 20882 1525 73
SEM 77,4 58,8 0,36
P-value

Bti 0,35 0,42 0,76
Sexo 0,04 0,08 0,06
Bti:Sexo 0,24 0,22 0,35

ab | etras distintas na coluna indicam diferencas significativas (P <0,05) entre as médias pelo teste de
Tukey. SEM: erro padréo da média.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados de peso dos cortes. Nao foram
observadas diferencas significativas (P>0,05) do fator suplementagédo com Bti sob o
peso da coxa, sobrecoxa, coxinha da asa, ponta da asa, dorso e peito. Frangos de
corte machos obtiveram peso da coxa e sobrecoxa superior em relagdo as fémeas
(116,6 g vs 99,3 g; 132 g vs 108 g, respectivamente, P<0,05), o que era esperado em
funcdo do maior ganho de peso e peso vivo atribuido aos machos. Em seu estudo
Manafi et al, (2018), ao suplementarem frangos de corte machos da Linhagem Roos
308, com probidtico multiespécie contendo quatro espécies de Bacillus e
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Saccharomyces boulardii (Microguard®), observaram que aos 42 dias a
suplementacao proporcionou menor peso do peito e nao influenciou o peso da coxa,
sendo essas reducdes comumente devidas a melhor utilizagdo de proteinas e
carboidratos. Domingues et al, (2014) ao avaliar o uso da suplementacdo com Bacillus
subtilis em frangos de corte machos da linhagem Cobb, aos 42 dias, ndo encontraram
diferencas significativas para o rendimento de coxa, sobrecoxa, asa e peito.
Resultados estes que corroboram com os resultados deste estudo. Em contrapartida,
Pelicano et al, (2003) observaram maior rendimento de coxas em frangos de corte
machos da linhagem Cobb, recebendo probiéticos a base de Bacillus, Saccharomyces
e Lactobacillus, aos 45 dias.

Tabela 6. Peso dos cortes (g) de frangos de corte machos e fémeas suplementados
com Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti).

Coxinha da Pontada

Item Coxa Sobrecoxa Dorso Peito
asa asa

Efeito do Bti
Sem Bti 112 125 49.7 38.6 392 539
Com Bti 104 115 47.6 36.8 413 522
Efeito do sexo
Macho 116,6° 132° 49.2 39.3 434 558
Fémea 99,32 1082 48.1 36.1 371 503
SEM 4,13 4,85 1,9 1,35 25,3 23,7
P-value
Bti 0,23 0,15 0,43 0,35 0,57 0,62
Sexo 0,004 0,0008 0,66 0,10 0,08 0,10
Bti:Sexo 0,25 0,05 0,19 0,79 0,54 0,57

ab | etras distintas na coluna indicam diferencas significativas (P <0,05) entre as médias pelo teste de
Tukey. SEM: erro padrdo da média.

Na Tabela 7 estédo apresentados os valores de pH, capacidade de retencéo de
agua, perda por coccédo, perda por gotejamento e forca de cisalhamento, onde ndo
foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para o fator suplementagédo com
Bti. Frangos de corte machos obtiveram percentagem de perda por coc¢cao superior
em relacao as fémeas (29,4% vs 26,8%, P<0,05). Observou-se interacao significativa
entre Bti:Sexo para a variavel perda por coccédo (P<0,05), onde machos que nédo
receberam a suplementacdo obtiveram maior percentagem de perda (31,2%), j& as
fémeas ndo suplementadas apresentaram a menor percentagem de perda (25,9%),
machos e fémeas que receberam a suplementacdo apresentaram 27,7 e 27,6% de
perda, respectivamente, indicando que o uso da suplementac¢éo nao interfere na perda

por cocgao levando em consideracao o sexo.
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Daldlio et al, (2015) ao suplementarem frangos de corte Cobb, por 42 dias,
com Bacillus subtillis, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium e Lactobacillus
acidophilus, ndo observaram efeitos da suplementacédo sobre as caracteristicas de
gualidade da carne. Resultados semelhantes foram encontrados por Bai et al, (2017)
ao suplementarem Bacillus subtilis fmbj em frangos de corte Arbor Acress machos por
42 dias. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados neste estudo, onde, 0 uso
da suplementacdo com Bacillus thuringiensis var israelensis ndo afetou as
caracteristicas de qualidade da carne.

Quando se trata de medir a qualidade da carne, a capacidade de retencéo de
agua e a perda por gotejamento sao fatores importantes, pois alguns nutrientes podem
ser perdidos no exsudado devido a disidratacdo, o que pode se refletir na suculéncia,
maciez e sabor da carne (CHEN et al, 2012). Além disso, a capacidade de retencao
de &gua, esta correlacionada com as perdas durante o cozimento, pois quanto maior
a retencdo de liquido na carne, menores sdo as perdas quando passar por
aguecimento. Outro fator importante € a textura da carne, que é determinada pela
forca de cisalhamento (ALVES et al, 2016). Zhou et al, (2010), relataram em seu
estudo que a alimentacdo com Baccilus coagulans ZjU0616 teve efeito positivo na
forca de cisalhamento, o que nédo foi observado neste estudo. O pH médio da carne
de peito obtido pelos diferentes tratamentos neste experimento esta dentro do
intervalo de 5,70 a 5,96, considerado como normal para carne de frangos (VAN
LAACK et al., 2000).

Tabela 7. pH, capacidade de retencéo de agua (CRA), perda por cocgao (PC), perda
por gotejamento (PG) e for¢ca de cisalhamento (FC) da carne de frangos machos e
fémeas suplementados com Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti).

Item pH CRA (%) PC (%) PG (%) FC (%)
Efeito do Bti

Sem Bti 5,87 30,9 28,6 10,20 3,58
Com Bti 5,86 26,9 27,6 9,52 2,89
Efeito do sexo

Macho 5,89 30,6 29,42 10,45 3,34
Fémea 5,84 27,1 26,8° 9,27 3,13
SEM 0,02 1,77 0,78 0,96 0,37
P-value

Bti 0,89 0,11 0,39 0,62 0,20
Sexo 0,21 0,17 0,02 0,40 0,69
Bti:Sexo 0,06 0,10 0,02 0,43 0,43

ab | etras distintas na coluna indicam diferencas significativas (P <0,05) entre as médias pelo teste de
Tukey. SEM: erro padrdo da média.
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Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados para cor da carne, onde nao
foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para o fator suplementacdo com
Bti e fator sexo. Observou-se interacdo significativa entre Bti:Sexo para b*pele
(P<0,05), onde machos suplementados com Bti obtiveram menor b*pele (20,3), ja 0os
machos ndo suplementados e as fémeas suplementadas apresentaram maior b*pele
(24,4 e 24,0, respectivamente), evidenciando que o uso do Bti influenciou o valor de
b*pele em funcéo do sexo.

Bai et al, (2017), avaliaram a cor da carne do peito, ao suplementarem frangos
de corte machos da linhagem Arbor Acres com Bacillus subtilis fmbJ por 42 dias,
observando que a suplementacao melhorou significativamente os valores de L*, a* e
b *carne, discordando dos resultados encontrados neste estudo. A cor da carne € a
primeira caracteristica percebida na hora da compra, principalmente quando se trata
de produtos desossados, e também é utilizada como indicador de qualidade,
entendida como sinénimo de um produto fresco (MUCHENJE et al, 2009). Além disso,
a cor é influenciada principalmente pelo pigmento de mioglobina, cuja concentracéo
depende de fatores como a espécie, a idade do animal, a posicdo anatémica dos
musculos, a dieta, as condicdes antes do abate e estado de oxidacdo e oxigenacgao
dos musculos (LIMA JUNIOR et al, 2011).

Tabela 8. Cor da carne de frangos de corte machos e fémeas suplementados com
Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti).

Item L*pele a*pele Db*pele L*carne a*carne Db*carne
Efeito do Bti

Sem Bti 67,9 1,35 23,3 56,9 -0,001 12,4
Com Bti 67,6 -0,26 22,2 56,0 -0,141 12,4
Efeito do sexo

Macho 68,2 1,20 22,4 56,3 -0,217 11,9
Fémea 67,3 -0,11 23,1 56,6 0,074 12,9
SEM 0,55 0,90 0,83 0,87 0,41 0,56
P-value

Bti 0,73 0,23 0,39 0,45 0,81 0,98
Sexo 0,29 0,32 0,53 0,82 0,62 0,20
Bti:Sexo 0,26 0,64 0,01 0,75 0,39 0,23

SEM: erro padréo da média.

Na tabela 9 estdo apresentados os resultados da andlise histologica do
duodeno. Nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para a variavel
comprimento das vilosidades para o fator suplementacdo com Bti e fator sexo. A

suplementacdo com Bti reduziu a profundidade de cripta (684 um; P<0,05). Dong et
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al, (2020), suplementando frangos de corte da linhagem Ross 308 com Bacillus subtilis
BYS2, observaram aos 42 dias que a altura das vilosidades e relacao vilosidade:cripta
do duodeno eram maiores. Eles sugeriram que esses resultados se deviam a
profundidade da cripta mais rasa, resultando em vilosidades mais longas, maior area
de superficie das vilosidades e células epiteliais mais absorventes. A cripta é o local
de proliferacéo e diferenciacdo de enterdcitos que migram e aumentam o crescimento
das vilosidades (UNI & PERI, 2006), além de criptas mais rasas promoverem um
rapido turnover celular em resposta a inflamacdo de bactérias patogénicas (AL-
FATAFTAH & ABDELQADER, 2014). J4 Souza et al, (2018) avaliaram a
suplementagdo com probiodticos a base de Lactobacillus acidophilus, Bacillus subtilis,
Bifidobacterium bifidum e Enterococcus faecium em frangos de corte machos da
linhagem Cobb. Observaram que aos 42 dias a suplementacdo nédo causou efeito na
altura das vilosidades e na relacdo vilosidade: cripta, porém proporcionou menor
profundidade de cripta no duodeno, corroborando com os resultados encontrados

neste estudo.

Tabela 9. Andlise histolégica do duodeno de frangos de corte machos e fémeas
suplementados com Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti).

ltem Comprimento vilosidade Profundidade de
(Hm) Cripta (um)

Efeito do Bti

Sem Bti 3423 762°

Com Bti 3339 6842

Efeito do sexo

Macho 3335 729

Fémea 3427 717

SEM 103 25,2

P-value

Bti 0,58 0,04

Sexo 0,53 0,71

Bti:Sexo 0,80 0,14

ab | etras distintas na coluna indicam diferencas significativas (P <0,05) entre as médias pelo teste de
Tukey. SEM: erro padréo da média.

Melhor absor¢céo de nutrientes e perdas reduzidas devido ao turnover celular
estdo associadas a uma maior altura das vilosidades e menor profundidade de criptas,
resultando em maior relagéo Vilo:Cripta, podendo ser utilizado como um parametro de
saude intestinal (ARRUDA et al, 2008). Além disso, Manafi et al, (2018) relataram que
os resultados da suplementacao de probidticos, aumento da altura das vilosidades e

relacdo vilosidade/profundidade da cripta, foram resonsaveis pelo ganho de peso e
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eficiéncia através do aumento da digestédo e absorgéo de alimentos.

O turnover celular constante, ou seja, a manutencdo do tamanho dos vilos e
por consequéncia da capacacidade de digestdo e absorcao intestinal € determinado
por dois processos: renovacgao celular (proliferacdo e diferenciacdo), que ocorre
mediante mitose sofrida por células totipotentes localizadas na cripta e ao longos dos
vilos (UNI et al, 2000) e perda de células (extrusdo) que ocorre no apice dos vilos.
Quando ocorre um desequilibrio do turnover, ocorre alteracdo na altura e perimetro
dos vilos (PLUSKE et al, 1997). Segundo Ribeiro (1996), os probidticos competem
com 0sS microrganismos patogénicos pelos sitios de adesdo na mucosa intestinal,
diminuindo a incidéncia de diarreias, melhorando a absor¢cdo dos nutrientes
disponiveis, interferindo diretamente no restabelecimento da mucosa intestinal,
aumentando a altura das vilosidades.

Em nosso estudo, a relagdo vilo:cripta para o grupo que recebeu a
suplementacdo com o Bacillus thuringiensis var. israelensis foi maior (4,88) quando
comparada ao grupo nao suplementado (4,49), indicando que o Bti auxiliou na
preservacdo da integridade intestinal ao exigir menos da cripta, podendo ser um
indicativo do potencial probiético. Pode-se observar que o uso de probidticos na dieta
de frangos de corte vem sendo crescente ao longo dos ultimos anos, demonstrando
efeitos positivos e negativos. Muitas dessas divergéncias nos resultados encontrados
foram devido as cepas de probidticos, administracdo, dosagem, métodos de
preparacao, idade da ave, dieta composicao e estado de higiene (LEE et al., 2010;
ZHANG et al., 2012). Além disso, no que se refere ao Bacillus thuringiensis var.
israelensis sdo necesséarios mais estudos para demonstrar seus efeitos probiéticos na

nutricdo de frangos de corte.

2.4 Conclusodes

A suplementacdo com Bacillus thuringiensis var. israelensis ndo melhorou as
variaveis de desempenho, peso dos 6rgaos, rendimento de carcaca, peso dos cortes
e a qualidade da carne. Na morfometria intestinal a suplementacdo foi positiva,
reduzindo a profundidade de cripta do duodeno.

Frangos de corte machos obtiveram maior ganho de peso e consumo de ragao

nos periodos avaliados e melhor conversao alimentar de 1 a 21 dias. Apresentaram
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maior peso vivo, maior peso do figado, maiores pesos de coxa e sobrecoxa, maior
perda por coccgao.
A suplementacado com Bacillus thuringiensis var. israelensis nao influenciou as

perdas por coccao levando em consideragcao o sexo.
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Capitulo 3

Parametros hematologicos e morfometria dos tibulos seminiferos
de frangos de corte suplementados com Bacillus thuringiensis

var. israelensis



3.1 Introducéo

Desde 1950, antibidticos e quimioterapicos enriguecem a racao animal,
levantando preocupacdes sobre o aparecimento de cepas bacterianas resistentes
(SANTANA et al, 2011), motivando estudos sobre aditivos que mantém a saude
animal sem afetar o seu desempenho. Nesse contexto, a utilizacdo de bactérias
benéficas como os probioticos, entre outros aditivos, tem sido utilizada.

Probiéticos sao microrganismos vivos favoraveis e aproveitados pelo
organismo de humanos e animais. Sendo introduzidos como aditivos na ragao e
contribuindo para melhorar o estabelecimento e manutencdo de populacdes
microbianas no trato gastrointestinal dos animais, competindo com microrganismos
patogénicos, por espaco e nutrientes (LIMA et al, 2003). Regulam a microbiota do
intestino, melhoram o metabolismo dos lipidios, aumentam a imunidade, trazendo
beneficios ao hospedeiro (ZHOU et al, 2016).

Esporos de Bacillus sp. sdo amplamente utilizados como probidticos e
agentes de exclusdo competitiva em humanos e animais, o que os diferencia de outras
espécies de microrganismos utilizadas que se encontram em sua forma vegetativa
(WULFF, 2015). Pesquisas evidenciam os beneficios de bactérias do género Bacillus
como imunoestimulantes, melhorando o desempenho e a digestibilidade de nutrientes.
Também sao utilizados na prevencao de problemas intestinais, tendo uma variedade
de espécies e aplicagdes (COELHO, 2013). Estudos com a utilizacdo de Bacillus
thuringiensis var. israelensis como probiético na produgdo de frangos de corte séo
praticamente inexistentes. A contrario disso, por ser entomopatogénico, destaca-se
como a principal bactéria utilizada no controle biolégico (ANGELO et al, 2010).

A avaliacdo do hemograma aviario é importante, porque as células
sanguineas sdo mensuradas (SOARES et al, 2020), sendo os eritrocitos, trombdcitos
e leucadcitos, os principais. Os leucdcitos sao divididos em granuldcitos (heterofilos,
eosinofilos e basofilos), e agranuldcitos (linfécitos e mondcitos) (CAMPBELL & DEIN
1984; CAPITELLI & CROSTA, 2013). As alteracdes fisioldégicas podem ser verificadas
através da contagem de células sanguineas de defesa, sendo a relacéo
heterofilo:linfocito (H:L) utiizada para determinar estresse prolongado em frangos de
corte (GROSS & SIEGEL, 1983), além de avaliar a imunidade (AL-MURRANI et al.,
1997; PATTERSON & SIEGEL, 1998). No entanto, a interpretacdo do hemograma em
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aves é dificultada pela grande variabilidade dos valores de referéncia. Que podem
sofrer alteragcdes conforme a espécie, genética, habitat, sexo, idade, condicdo
fisiologica, estacdo do ano e outros. Pode ser influencida pelo procedimento de
amostragem, pelo laboratério que trata da amostra e pela técnica utilizada (FOURIE
& HATTINGH, 1980; SAMOUR et al., 2011).

Ao contrario dos mamiferos, os testiculos das aves estdo posicionados na
cavidade celomatica e ndo podem ser avaliados diretamente pelo exame androlégico
(LEAO, 2016). A coleta durante o abate, portanto, tornara possivel abordar dados
reprodutivos valiosos, como no caso do peso testicular, pois este esta positivamente
associado a producdao diaria de esperma e a fertilidade. E a morfologia dos tubulos
seminiferos esta positivamente correlacionada com a producdo e qualidade do
esperma, o que pode refletir a fertilidade na presenca de alteracbes morfolGgicas
(patologias) (HOCKING, 1990; KIRBY et al., 1998).

Neste sentido, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacéo
com Bacillus thuringiensis var. israelensis, sobre parametros hematolégicos e

morfometria dos tubulos seminiferos testiculares de frangos de corte.

3.2 Materiais e métodos

O experimento foi conduzido no biotério do Laboratério de Ensino e
Experimentacdo Zootécnica Prof. Dr. Renato Rodrigues Peixoto — UFPEL, conforme
aprovacdo na Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) UFPEL, sob o

protocolo nimero 9053.

3.2.1 Animais e tratamentos

Um total de 288 pintos de corte de um dia (machos e fémeas) da linhagem
comercial Cobb foram alojados separados por sexo em boxes de 1 m?, com cama de
casca de arroz de 10 cm de altura, equipados com comedouros tubulares e
bebedouros tipo nipple, aquecimento elétrico através de campanulas. O acesso a
alimentacdo e agua foi ad libitum por 42 dias. Os animais foram distribuidos

aleatoriamente em 4 tratamentos com 12 repeticoes de 6 aves cada (Tabela 1).
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Tabela 1. Composi¢cao dos tratamentos experimentais.

Tratamento Suplementacao Sexo

1 Sem suplementacéao Macho
2 Sem suplementacéo Fémea
3 Bacillus thuringiensis var.israelensis Macho
4 Bacillus thuringiensis var.israelensis Fémea

3.2.2 Programa alimentar

Foi utilizado um programa alimentar de trés fases, sendo: inicial (1 até 20
dias), crescimento (21 até 35 dias) e final (36 até 42 dias). As dietas foram formuladas
com base nos requerimentos da linhagem, e fornecidas fareladas, tendo a
composicdo e o perfil nutricional descritos na Tabela 2. Nao foram adicionadas as

dietas nenhum antibiético ou anticoccidiano durante o perido experimental.

3.2.3 Bacillus thuringiensis var. israelensis

O Bacillus thuringiensis var. israelenses (Bti) utilizado neste estudo faz parte
da colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Nucleo de
Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Para a producéo, Bti foi
semeado em meio BHI &gar (Brain Heart Infusion, Difco) e incubado por 24 horas a
28 °C. Apos crescimento, coldnias isoladas foram inoculadas em 200 mL de meio BHI
e incubados em agitador orbital a 200 rpm durante 24 horas. Os cultivos foram
inoculados em 4L de meio NYSM (Nutrient Yeast Extract Salt Medium) a 28 °C sob
agitacao (250 rpm) e aeracdo (1vvm), por 72 horas. As células foram recuperadas por
centrifugacédo a 6000 x g por 20 min e concentrados em um volume final de 1 L de
solucdo salina fosfatada (PBS). O Bti foi suplementado na quantidade de 1 x108

Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por g de ragcéao diariamente, durante 42 dias.

45



Tabela 2. Composi¢ao centesimal e perfil nutricional das dietas experimentais.

o Dieta Dieta

Ingrediente (kg) D(lle_?olgli‘;:)l crescimento** terminacao**
(21-35 dias) (36-42 dias)

Milho 57.07 61.05 64.41
Farelo de soja 38.03 33.51 30.6
Oleo 2.5 3.2 3.0
Carbonato de calcio 1.40 1.33 1.20
Sal 0.43 0.42 0.39
L-Lisina 0.164 0.169 0.148
DL-Metionina 0.322 0.256 0.192
L-Treonina 0.085 0.065 0.060
Total 100.0 100.0 100.0
Composicao calculada
Energia Metabolizavel 2980 3070 3100
(Kcal/Kg)
Proteina Bruta (%) 20.8 19.0 18.0
Calcio (%) 0.95 0.96 0.90
Sodio (%) 0.20 0.19 0.18
Fosforo disponivel (%) 0.46 0.41 0.41
Met + Cys dig (%) 0.95 0.90 0.86
Lisina dig (%) 1.20 1.05 0.98
Treonina dig(%) 0.85 1324 1261

*Concentrado: Colina 7.430 mg; Acido félico 127,76 mg; Vitamina E 311.72 Ul; Vitamina K3 26,28 mg; Vitamina B2 85,41 mg; Vitamina B6 43,80 mg; Ferro
1.800 mg; Zinco 1.667 mg; Vitamina D3 38.180 UI; Vitamina A 172.170 UI; Vitamina B1 26,28 mg; Cobre 300 mg; lodo 20 mg; Acido Nicotinico 569,40 mg;
Acido Pantotenico 255,65 mg; Vitamina B12 222,20 mcg; Manganés 2.100 mg; Selénio 10 mg; Célcio 247 g; Fésforo 110,57 g.

**Concentrado crescimento: Colina (Min) 4.780 mg; Acido félico (Min) 58,56 mg; Vitamina E (Min) 365.85 UI; Vitamina K3 (Min) 25,18 mg; Vitamina B2 (Min)
80 mg; Vitamina B6 (Min) 44,36 mg; Ferro (Min) 1.800 mg; Zinco (Min) 1.667 mg; Vitamina D3 (Min) 25.182 UlI; Vitamina A (Min) 110.040 UI; Vitamina B1
(Min) 24,27 mg; Cobre (Min) 300 mg; lodo (Min) 20 mg; Acido Nicotinico (Min) 482,34 mg; Acido Pantotenico (Min) 226,35 mg; Vitamina B12 (Min) 203,85
mcg; Manganés (Min) 2.100 mg; Selénio (Min) 10 mg; Célcio (Min) 221,7 g; Fésforo (Min) 98,70 g.

3.2.4 Variaveis analisadas

3.24.1 Parametros hematoldgicos

Aos 42 dias foram selecionados e eutanasiados 48 frangos, sendo 12 aves por
tratamento com peso corporal representando a média do boxe. Foi coletado 1 mL de
sangue a partir de puncdo na veia ulnar das aves. O esfregaco sanguineo foi
preparado com coloracdo panética rapida e avaliado em microscépio 6ptico, pelo
mesmo técnico treinado. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada com a
contagem de 200 leucdcitos fixos no esfregaco sanguineo, classificados em:
heterofilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos e mondcitos (HARVEY, 2001).

3.2.4.2 Morfometria dos tubulos seminiferos
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Aos 42 dias os testiculos dos machos eutanasidos, foram coletados, pesados
e pré-fixados em solucédo de paraformol 4% por 2 horas, seccionados em fatias de 2
mm de espessura, e fixados por mais 12 horas. Apos foram colocados em cassetes
desidratados, diafanizados e impregnados no processador automéatico de tecidos
(ASP 200, Leica Germany), sendo incluidos em Paraplast Xtra (P3808 - Sigma
Aldrich). Posteriormente foram seccionados com 5 pm no microtomo rotativo
automatizado (RM2245 Leica Germany), e as laminas coradas com Hematoxilina e
eosina de acordo com Carson & Hladik (2015). As capturas de imagem foram
realizadas em microscopio biolégico (BX 51 Olympus) com camera digital resfriada
acoplada (DP72 Olympus). As imagens (diametro e espessura) dos tubulos
seminiferos dos testiculos foram mensuradas através do programa ImageJ. Para o
célculo das médias de diametro e espessura do epitélio de cada animal, foram
confeccionadas duas laminas, sendo fotografados dez tdbulos seminiferos de cada.
Em cada tubulo seminifero foi mensurado o didametro menor e a espessura epitelial
menor encontrados. Para padronizacdo da escala de medida, foi fotografada uma

régua micrometrada e feita a conversao de pixels para micras (fragdes).

3.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA, com Bti e sexo
como fatores fixos, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey. Para todas as
andlises realizadas foi utilizado o pacote estatistico R (R CORE TEAM, 2020), com

um nivel de significancia de 5%.

3.3 Resultados e discussao

Os resultados dos parametros hematolégicos estdo apresentados na Tabela 3.
Esperava-se que a suplementacdo com Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti),
aumentasse os resultados dos principais tipos celulares encontrados no sangue das
aves, 0 que seria um indicativo da melhora da resposta imune destes animais. No
entanto, ndo foram identificados efeitos significativos (P>0,05) dos fatores principais
do experimento sobre os componentes do sangue e na relacdo heterofilos:linfocitos.

Do total de leucocitos sanguineos, 60 a 65% sao linfécitos, 25 a 30% séo
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heterofilos, 2% séo eosindfilos, 1,7% sao basofilos e 10% sdo mondcitos. Parametros
estes que podem variar de acordo com o tipo de espécie, meio ambiente onde vivem,
sexo, idade e acao hormonal. Além de sofrer influéncia dos métodos utilizados para a
obtencdo do sangue e das andlises (CAMPBELL & DEIN, 1984; MELUZZI et al.,
1992). Atribui-se aos probioticos um efeito benéfico na reducéo dos niveis de estresse
em frangos de corte aumentando os linfécitos e contribuindo desta forma no aumento
da resisténcia a infec¢cdes (PARYAD & MAHMOUDI, 2008). No entanto, os valores de
linfécitos no presente estudo nao foram significativamente afetados pela

suplementacao de Bacillus thuringiensis var. israelensis.

Tabela 3. Valores hematolégicos de frangos de corte machos e fémeas
suplementados com Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti).

ltem Heterofilos Eosinéfilos Linfécitos Mondcitos H:L
Efeito do Bti

Sem Bti 92,7 29,6 76,4 1,92 1.29
Com Bti 85,1 31,2 82,4 1,81 1.10
Efeito do sexo

Macho 89,4 29,1 80,1 2,10 1.19
Fémea 88,4 31,7 78,7 1,62 1.20
SEM 2,66 2,6 3,4 0,28 0.08
P-value

Bti 0,05 0,67 0,23 0,90 0.10
Sexo 0,76 0,45 0,76 0,22 0.93
Bti:Sexo 0,11 0,04 0,71 0,34 0.63

H:L - relac@o heterodfilos:linfécitos; SEM: erro padrao da média.

As alteracdes fisiolégicas podem ser verificadas através da contagem de
células sanguineas de defesa, sendo a relacao heterdfilo:linfocito (H:L) utiizada para
determinar estresse prolongado em frangos de corte (GROSS & SIEGEL, 1983), pode
ser a variavel mais confiavel para avaliar o bem-estar de aves em relacdo as
concentracdes plasméticas de corticosterona (FURLAN & MACARI, 2002; NICOL et
al., 2009, PRIETO & CAMPO, 2010), além de estimar a imunidade (AL-MURRANI et
al., 1997; PATTERSON & SIEGEL, 1998). Os resultados encontrados neste estudo
pra relacdo H:L, estdo fora dos valores considerados normais de 0,5 por Macari &
Luqueti (2002), porém, estdo de acordo com os resultados de Lagana & Ribeiro
(2007), que encontraram relagdes H:L superiores a 0,62 em frangos durante o
transporte por mais de 3 horas e em altas temperaturas.

Mudancas significativas no numero de leucocitos aviarios ocorrem em resposta
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a processos infecciosos, portanto, sua interpretacdo possibilita avaliar a resposta
imune do animal (SCHMIDT et al., 2007). Visto que a hematologia é fundamental para
a deteccédo precoce da doenca, destaca-se a importancia de estudos que caracterizem
e estabelecam valores de referéncia para os parametros hematolégicos, a fim de
fornecer orientacdes informadas. Atento as variacdes decorrentes de fatores
fisiologicos, como o0 sexo, nutricdo, idade, auxiliando na identificacdo de alteracdes
patoldgicas e diagndsticos precoces e mais precisos.

Os resultados da morfometria dos tubulos seminiferos estdo apresentados na
Tabela 4. Nado foram identificados efeitos significativos (P>0,05) da suplementacéo
com o Bacillus thuringiensis var. israelensis sobre o peso dos testiculos, diametro do
tubulo seminifero e espessura do epitélio seminifero. Os primeiros sinais de atividade
espermatogénica manifestam-se a partir da 102 hora de incubacéo, pela diferenciacao
das células germinativas. O desenvolvimento testicular e o estabelecimento da
espermatogénese ocorrem em duas fases (pré-pubere e pubere). No periodo pré-
pubere ocorre uma proliferacado intensa de células de Sertoli, sendo que, seu niumero
total por testiculo aumenta de 1 a 5 milhdes do primeiro dia de idade, para 100 milhdes
ou mais até as 10 semanas, numero que dificilmente ira variar na idade adulta, sendo
um indicativo que a producdo de espermatozoides é determinada em uma idade
precoce (SAUVEUR & REVIERS, 1988).

Tabela 4. Morfometria (diametro e espessura epitelial) dos tubulos seminiferos dos
testiculos de frangos de corte suplementados com Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti).

Item Peso (g) Diametro (um) Espessura(um)
Sem Bti 0,75 184 53,8
Com Bti 0,59 162 54,4
SEM 0,11 15,6 3,6
P-value 0,33 0,30 0,91

SEM: erro padrdo da média.

No nascimento o peso testicular médio de um pintinho de um dia é de 3 a5 mg,
sendo os tubulos seminiferos correspondentes a 60% do volume testicular total. O
desenvolvimento dos tubulos seminiferos se da em fungéo da proliferagcéo das células
de Sertoli, sendo que até as 7 semanas, 0 peso testicular aumenta de 3 a 100 mg, o
diametro do tubulo seminifero duplica, passando de 30 a 60 um, sendo quadruplo ou
quintuplo depois, e a propor¢do aumenta de 60 para 90% (SAUVEUR & REVIERS,

1988).
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Na ave adulta, Colenbrander & Kemp (1990), Etches (1996) e Morris et al,
(1999) afirmaram que o peso testicular e a quantidade de espermatozoides produzidos
estao correlacionados. Oyeyemi & Okediran (2007), Oyeyemi et al, (2002), mostraram
através de seus estudos que os testiculos que sdo maiores em tamanho tendem a
possuir maior producéo de espermatozoides do que os menores. Nossos resultados
indicam que n&o houve efeito da suplementacdo com Bacillus thuringiensis sobre o
peso de testiculo e diametro de tubulos seminiferos, o que pode ser um indicativo de
gue a suplementacao nao influencia a taxa de fertilidade de frangos de corte machos,
uma vez que para Berndtson et al, (1987), relataram que testiculos com mais células
de Sertoli sdo maiores em tamanho e tendem a produzir mais espermatozéides do
gue aqueles com menos células de Sertoli.

Segundo Ewuola (2013), dois fatores importantes na selecdo dos machos
reprodutores sdo 0 numero de espermatdcitos de boa qualidade e a capacidade dos
testiculos em armazenar com eficiéncia os espermatozoides produzidos. Portanto, a
capacidade de um animal macho de armazenar esperma nos testiculos determina sua
fertilidade. A medicao tubular é geralmente o método tradicional utilizado para avaliar
a espermatogéneses em qualquer investigacdo da funcao testicular (SILVA et al,

2006), mostrando a importancia de estudos que avaliem essas caracteristicas.
3.4 Conclusdes
A suplementagdo com Bacillus thuringiensis var. israelensis nao afetou os

parametros hematolégicos e a morfometria dos tubulos seminiferos dos testiculos de

frangos de corte.
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4 Consideragdes Finais

A suplementacdo com Bacillus thuringiensis var. israelensis ndo melhorou as
variaveis de desempenho, peso dos 6rgaos, rendimento de carcaca, peso dos cortes
e a qualidade da carne. Na morfometria intestinal a suplementacdo foi positiva,
reduzindo a profundidade de cripta do duodeno. Frangos de corte machos obtiveram
maior ganho de peso e consumo de racao nos periodos avaliados e melhor conversao
alimentar de 1 a 21 dias. Apresentaram maior peso vivo, maior peso do figado,
maiores pesos de coxa e sobrecoxa, maior perda por coccéo.

A suplementacédo com Bacillus thuringiensis var. israelensis n&o influenciou as
perdas por coccdo levando em consideracdo o sexo. Porém reduziu o b*pele dos
machos suplementados e aumentou nas fémeas.

A suplementacdo com Bacillus thuringiensis var. israelensis ndo produziu
efeitos significativos sobre os parametros hematoldgicos e a morfometria dos tabulos
seminiferos dos testiculos de frangos de corte.

Levando em consideracdo as observacfes deste trabalho, sdo necessarios
mais estudos para esclarecer quais efeitos o uso do Bacillus thuringiensis var.

Israelensis pode produzir em frangos de corte.
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