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Enterochromaffin cells are components of the intestinal mucosa to release serotonin
lumen, promoting cell growth and secretory activity of various tissues, including intestinal
villi. This study evaluated the influence of 5-hydroxytryptophan (5HTP) and m-hidroxi-
benzilhidrazine (NSD1015) associated with Lactobacillus spp. on body weight and develo-
pment of intestinal villi in the proximal duodenum of broilers challenged with Salmonella
Enteritidis. It was found that the presence of Lactobacillus spp. and Salmonella Enteritidis
influenced immunostaining of serotonin in the duodenum. The study was divided into two
experiments with and without challenge by S. Enteritidis. In Experiment 1, birds without
challenge, body weights did not differ significantly (p>0.05), and in Experiment 2, the tre-
atments with precursor and precursor associated with Lactobacillus spp. determined hi-
gher body weight of the birds. In both experiments the birds treated with SHTP showed
increased density and villus height in the duodenum, suggesting the presence of SHTP as
a trophic agent. The use of Lactobacillus spp. also determined greater duodenal villus hei-
ght. The immunostaining of serotonin, birds treated with Lactobacillus spp. in Experiment
1, and the birds treated with Lactobacillus spp. and challenged with S. Enteritidis in Epe-
riment 2 showed higher values, suggesting that the presence of these bacteria promotes
greater release of serotonin into the duodenum. The exact mechanism of how this process
occurs needs to be further elucidated.

INDEX TERMS: Serotonin, Salmonella Enteritidis, Lactobacillus spp., intestinal morphology, broilers.

RESUMO.- As células enterocromafins sdo um dos compo-
nentes da mucosa intestinal que liberam serotonina para
o limen, promovendo atividades secretdrias e crescimento
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celular de varios tecidos, incluindo vilosidades intestinais.
O presente estudo avaliou as influéncias do 5-hidroxitrip-
tofano (5HTP) e do m-hidroxibenzilhidrazine (NSD1015),
associados a Lactobacillus spp., sobre o peso corporal e o
desenvolvimento das vilosidades intestinais na porg¢ado pro-
ximal do duodeno de frangos de corte desafiados com Sal-
monella Enteritidis. Verificou-se também se a presenca de
Lactobacillus spp. e Salmonella Enteritidis influenciaram a
imunomarcacio de serotonina no duodeno e, para isso, o
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estudo foi dividido em dois experimentos, com e sem de-
safio por S. Enteritidis. No Experimento 1, em aves sem de-
safio, os pesos corporais nao diferiram significantemente
(p>0,05) e, no Experimento 2, aves com desafio, os trata-
mentos com o precursor isolado e associado a Lactobacillus
spp. determinaram maior peso corporal das aves. Nos dois
experimentos, as aves tratadas com 5HTP apresentaram
aumento na densidade e altura das vilosidades no duode-
no, sugerindo a atuacdo de SHTP como um agente tréfico.
A administracdo de Lactobacillus spp. também determinou
altura maior de vilosidades duodenais. Quanto a imuno-
marcacao de serotonina, as aves tratadas com Lactobacillus
spp. no Experimento 1 e as aves tratadas com Lactobacillus
spp. e desafiadas com S. Enteritidis no Experimento 2,
apresentaram valores superiores aos demais tratamentos,
sugerindo que a presenca destas bactérias promove maior
liberagdo de serotonina para o duodeno, porém o mecanis-
mo exato de como este processo ocorre necessita ser mais
elucidado.

TERMOS DE INDEXACAO: Serotonina, Salmonella Enteritidis, Lac-
tobacillus spp., morfometria intestinal, frangos de corte.

INTRODUCAO

Aves recém-nascidas possuem um sistema digestorio ana-
tomicamente completo, mas funcionalmente incompleto o
que leva o trato gastrintestinal a sofrer alteragdes morfold-
gicas e fisiol6gicas buscando maior eficiéncia na digestao e
absorg¢do de nutrientes (Murarolli 2008).

As taxas de digestdo e absorc¢do intestinal estdo direta-
mente relacionadas com a proliferacido e diferenciacao ce-
lular. A medida que as células indiferenciadas presentes na
cripta sofrem mitoses, as células resultantes sdo desloca-
das para a regido basal dos vilos, originando as células ca-
liciformes, enterdcitos e células enteroenddécrinas, que por
sua vez sdo deslocadas para a regido apical, onde se des-
prendem e caem no interior da luz intestinal, promovendo
continua migragao de células (Cunningham 2004).

O equilibrio entre estes dois processos (perda e proli-
feracdo celular) assegura a manutencdo do nimero de cé-
lulas e a capacidade funcional do epitélio. Se ocorrer au-
mento na taxa de proliferacdo com auséncia, diminui¢do ou
manutencdo da perda havera aumento no numero de cé-
lulas e consequentemente, aumento na altura e densidade
dos vilos, resultando em maior taxa de digestdo e absor¢do
(Maiorka 2001, Furlan et al. 2004).

O epitélio intestinal atua como uma barreira natural
que protege o organismo de bactérias patogénicas e subs-
tancias toxicas presentes na luz intestinal. Disturbios na
microbiota intestinal causados por patdgenos, como por
exemplo, Salmonella spp., podem modificar a permeabili-
dade intestinal e facilitar a invasdo destes micro-organis-
mos, alterando o metabolismo, capacidade de digestao e
absorcdo de nutrientes (Deitch et al. 1995, Alverdy et al.
1996, Pelicano et al. 2003).

As bactérias probioticas, como Lactobacillus spp., au-
mentam a barreira natural do epitélio intestinal contra
bactérias patogénicas ou substancias toxicas a que o hos-
pedeiro possa ser exposto, promovem a redugio de reagdes
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inflamatorias e regulam a motilidade intestinal, favorecen-
do a absorc¢do de nutrientes (Ferreira et al. 1998, Schultz et
al. 2004).

A serotonina, uma monoamina biogénica derivada do
triptofano, é outro componente importante da mucosa
intestinal (Manocha & Khan 2012). Sua liberagdo para o
limen ou lamina proépria faz com que atue sobre células
entéricas do sistema nervoso e inicie atividades secret6-
rias e crescimento celular de varios tecidos, incluindo vilo-
sidades e criptas intestinais (Fukumoto et al. 2003, Hasler
2009, Khan & Ghia 2010).

Diante disso, este estudo avaliou os efeitos do 5-hi-
droxitriptofano (5HTP) e do m-hidroxibenzilhidrazine
(NSD1015), precursor e inibidor da serotonina, respectiva-
mente, associados a Lactobacillus spp. sobre o peso corpo-
ral e desenvolvimento das vilosidades intestinais na por¢do
proximal do duodeno de frangos de corte desafiados com
Salmonella Enteritidis. Observou-se também a influéncia
de Lactobacillus spp. e S. Enteritidis na imunomarcagao de
serotonina no duodeno.

MATERIAL E METODOS

Cultivo e administracio do inéculo de Lactobacillus spp.

As cepas de Lactobacillus spp. utilizadas neste estudo (Lac-
tobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus acido-
phillus, Lactobacillus brueckii e Lactobacillus spp.) foram isoladas
de aves e selecionadas de acordo com a capacidade de adesdo e
efeito imunomodulatério, descrito por Rocha et al. (2012).

O cultivo foi realizado separadamente em 15mL de meio li-
quido Man Rogosa Sharp (MRS), em condi¢des de anaerobiose a
37°C por 48 horas. Um pool das espécies cultivadas foi formado
com 1mL de cada cultivo, seguindo a propor¢ao de 1:1. Realizou-
-se a quantificacdo de unidades formadoras de colonia (UFC/mL)
por meio de diluicdes decimais seriadas em solugdo tampao de
salina fosfatada (PBS) com pH 7,2 e posterior plaqueamento em
agar MRS.

Cultivo e administracio do indculo de Salmonella Enteritidis

0 desafio foi feito com cultura de Salmonella enterica subespé-
cie enterica sorotipo Enteritidis fagotipo 4, mutante resistente ao
acido nalidixico (Nal) e rifampicina (Rif), desenvolvida por meio
de cultivos sucessivos em agar verde brilhante (AVB) contendo
acido nalidixico (100pg/mL de meio) e rifampicina (100pg/mL
de meio), conforme Andreatti Filho et al. (1997).

S. Enteritidis foi cultivada em 20mL de caldo infusdo de cére-
bro e coracdo (BHI) incubada a 402C por 18 horas. A quantificagao
de unidades formadoras de colonia (UFC) do inéculo foi realizada
por meio de diluigdes decimais seriadas em solugdo tampao de
salina fosfatada (PBS) com pH 7,2 e posterior plaqueamento, em
duplicata, em agar verde brilhante (AVB) contendo acido nalidixi-
co (100pg/mL de meio) e rifampicina (100pg/mL de meio).

5-hidroxitriptofano (SHTP) e m-hidroxibenzilhidrazine (NSD1015)

Estudos prévios foram realizados no Infectério do Laboratd-
rio de Ornitopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP/Botucatu-SP, com o objetivo de determinar
as doses de 5-hidroxitriptofano (5HTP) e m-hidroxibenzilhidrazi-
ne (NSD1015). Optou-se por administrar SHTP na dose de 25mg/
kgPV e NSD1015 na dose de 150mg/kgPV.

Os farmacos foram administrados via intraperitoneal na quan-
tidade de 0,1ml/ave com seringa de 1mL e agulha 0,45x13mm.
As inoculag¢des foram realizadas em angulo de 452 no quadrante
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médio da parede pélvica, conforme descrito por Cedraz-Mercez
etal. (2007).

Delineamento experimental

Experimento 1. Duzentos e oitenta e oito machos matrizes
de corte com um dia de vida foram distribuidos em um delinea-
mento experimental inteiramente casualizado, composto por seis
tratamentos de 36 aves cada, oito periodos de avaliagio e seis re-
peti¢des por periodo:

Tratamento 1 (T1): aves tratadas com 5HTP;

Tratamento 2 (T2): aves tratadas com NSD1015;

Tratamento 3 (T3): aves tratadas com 5HTP e pool de Lac-
tobacillus;

Tratamento 4 (T4): aves tratadas com NSD1015 e pool de
Lactobacillus;

Tratamento 5 (T5): aves tratadas com pool de Lactobacillus;

Tratamento 6 (T6): aves tratadas com 0,1mL de NaCl a 0,9%.

Administrou-se 25mg/kg de peso vivo de 5-hidroxitriptofano,
150mg/kg de peso vivo de m-hidroxibenzilhidrazine e NaCl uma
vez ao dia, via intraperitoneal, por cinco dias consecutivos (do 42
ao 82 dia de idade), na quantidade de 0,1mL/ave com seringa de
1mL e agulha de 0,45x13mm.

0 pool de Lactobacillus contendo 1,0x10° UFC/mL foi adminis-
trado uma vez ao dia, via oral, diretamente no eso6fago/inglavio de
cada ave, com o auxilio de agulha de gavagem estéril, por cinco dias
consecutivos (do 42 ao 82 dia de idade), na quantidade de 500puL/ave.

Experimento 2. Trezentos e sessenta e seis machos matrizes
de corte com um dia de vida foram distribuidos em um delinea-
mento experimental inteiramente casualizado, composto por sete
tratamentos de 36 aves cada, oito periodos de avaliacdo e seis re-
peticdes por periodo:

Tratamento 1 (T1): aves tratadas com 5HTP e desafiadas
com S. Enteritidis;

Tratamento 2 (T2): aves tratadas com NSD1015 e desafiadas
com S. Enteritidis;

Tratamento 3 (T3): aves tratadas com 5HTP, pool de Lacto-
bacillus e desafiadas com S. Enteritidis;

Tratamento 4 (T4): aves tratadas com NSD1015, pool de Lac-
tobacillus e desafiadas com S. Enteritidis;

Tratamento 5 (T5): aves tratadas com pool de Lactobacillus e
desafiadas com S. Enteritidis;

Tratamento 6 (T6): aves desafiadas com S. Enteritidis;

Tratamento 7 (T7): aves tratadas com 0,1mL de NaCl a 0,9%.

5-hidroxitriptofano (5HTP), m-hidroxibenzilhidrazine (NSD
1015) e NaCl foram administradas uma vez ao dia, via intrape-
ritoneal, por cinco dias consecutivos (do 42 ao 82 dia de idade),
na quantidade de 0,1mL/ave com seringa de 1mL e agulha de
0,45x13mm.

0 pool de Lactobacillus contendo 1,0x10° UFC/mL foi adminis-
trado uma vez ao dia, via oral, por cinco dias consecutivos (do 42
ao 82 dia de idade), na quantidade de 500pl/ave com o auxilio de
agulha de gavagem estéril.

O desafio com S. Enteritidis (2,0x10° UFC/mL) foi realizado
no oitavo dia de idade, via oral na quantidade de 1mL/ave com
auxilio de agulha de gavagem estéril.

Avaliacio do peso médio corporal

Para esta avaliagao, seis aves de cada tratamento foram pesa-
das com o uso de balanga digital nos dias quatro, oito, 10, 12, 14,
21,28 e 35 de idade das aves.

Coleta de duodeno para avaliagao das vilosidades intestinais
e ensaios de imunoistoquimica

Quatro aves de cada tratamento foram eutanasiadas por des-
locamento cervical (conforme aprovagdo do comité de ética em
experimentagdo animal da FMVZ/Unesp, protocolon? 191/2011-
CEUA) e amostras individuais de, aproximadamente, um centime-
tro de comprimento da porg¢do proximal do duodeno foram co-
letadas, abertas pela borda mesentérica, estendidas pela tunica
serosa, lavadas com solucdo tampao de salina fosfatada (PBS) com
pH 7,2 (para retirar o excesso de fezes), e fixadas em formalina a
10% por 24 horas. Posteriormente, o material foi lavado em 4gua
destilada e acondicionado em alcool etilico 70% até a preparagio
histoldgica.

Mensuracao da altura e densidade das vilosidades

Apos acondicionamento das amostras em alcool etilico 70%,
estas foram desidratadas em série crescente de alcool etilico, re-
cortadas, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Em cada
lamina histolégica foram colocados seis cortes semi-seriados com
5um de espessura, corados segundo a técnica hematoxilina-eosi-
na-HE (Behmer et al. 2003). O estudo morfométrico da altura das
vilosidades duodenais (um) foi realizado utilizando sistema ana-
lisador de imagem Axio Vision Software Rel. Versdo 4.6.1 (Zeiss
Vision) acoplado a microsépio 6ptico modelo Axio Imager Al,
Zeiss.

Foram efetuadas trinta medidas da altura das vilosidades para
cada segmento de duodeno coletado, totalizando a leitura de 120
vilos por tratamento. As medidas de altura das vilosidades foram
tomadas a partir da regido basal, que coincide com a por¢do supe-
rior das criptas até o apice.

Para a mensuracdo do niimero de vilos, as amostras foram
fotografadas em cinco campos distintos, com objetiva 5X, totali-
zando 20 fotos por tratamento. Os vilos foram contados de acordo
com o campo de captura (Schwarz et al. 2011).

Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica baseou-se no protocolo utili-
zado por Masseno (2012) e estabelecido pelo Laboratdrio de Pes-
quisa do Servigo de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medici-
na Veterinaria e Zootecnia da Unesp-Botucatu/SP.

As laminas foram confeccionadas com segmentos de duodeno
de 3pum de espessura e incubadas a 56°C por 24 horas permitindo
adesdo adequada do tecido a lamina.

Os cortes histolégicos foram desparafinizados com xilol, re-hi-
dratados em alcool etilico em concentragdes decrescentes e agua
deionizada. A recuperagio antigénica foi realizada com tampao
Citrato (10mM, pH 6,0), em panela de pressdo (Pascal®/Dako)
durante 30 segundos a 125°C. Em seguida, as laminas foram res-
friadas, lavadas em dgua deionizada, incubadas por 30 minutos
em peroxido de hidrogénio 3% (diluido em Metanol), lavadas em
agua deionizada e incubadas em tampdo TRIS pH 7,4 por 10 mi-
nutos. Os cortes foram submetidos ao bloqueio de proteinas ines-
pecificas com soro albumina bovina a 5% durante 1 hora a 27°C.
0 excesso de solugdo foi retirado e incubou-se cada lamina com o
anticorpo primario anti-serotonin antibody (S5545; Sigma-Aldri-
ch, USA) na dilui¢do de 1:1200 durante 18 horas (overnight) em
camara Umida a 4°C.

Posteriormente, as laminas foram lavadas com tampao TRIS
pH 7,4 por 5 minutos. Aplicou-se 100uL do reagente Post Primary
Block do sistema de visualizagdo Novolink™ Max Polymer Detec-
tion. As laminas foram incubadas a 27°C por 30 minutos, lavadas
com TRIS pH 7,4 e 100pL do reagente Max Polymer foi aplicado,
sendo as mesmas incubadas novamente por 30 minutos a 27°C.
Em seguida foram lavadas com TRIS pH 7,4.
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Para vizualizagdo da reagdo, as laminas foram tratadas com
DAB Chromogen, do sistema de visualizagdo Novolink™ Max Poly-
mer Detection, RE7150-CE, por 3 minutos. Os cortes foram con-
tra-corados com Hematoxilina de Harris e desidratados em con-
centragdes crescentes de alcool e xilol.

Para a mensuracdo da imunomarcacgdo de serotonina, as lami-
nas foram fotografadas em vinte campos distintos, com objetiva
40X, totalizando 80 fotos por tratamento. A visualizagdo foi feita
utilizando sistema analisador de imagem Axio Vision Software
Rel. Versdo 4.6.1 (Zeiss Vision) acoplado a microsépio éptico mo-
delo Axio Imager A1, Zeiss.

Anilise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
utilizando-se esquema fatorial de grupos independentes. Os re-
sultados foram submetidos a andlise de variancia seguida de teste
de Tukey a 5% de significancia pelo procedimento PROC MIXED
(SAS Institute 2009).

RESULTADOS

0 peso médio corporal das aves do Experimento 1 esta ex-
presso na Figura 1. Os tratamentos apresentaram concen-
tracdes similares, sem diferencas significativas (p>0,05)
até 28 dias de idade. A média inicial do peso das aves foi de
aproximadamente 55,67g e apresentou aumento significa-
tivo (p<0,05) até 35 dias, com valores de 1906,33g.

Aos 35 dias, o tratamento T1 determinou o maior peso
corporal (2105,17g) e diferiu significativamente dos de-
mais tratamentos. Os tratamentos T2 e T4 apresentaram
peso corporal de 1890,33g e 1939,83g, respectivamente,
com diferenca significativa em relacdo ao controle negativo
(T6), com peso de 1748,17g.

No Experimento 2, os tratamentos apresentaram con-
centragdes similares de peso médio corporal sem diferen-
cas significativas (p>0,05) até os 14 dias de idade (Fig.2).
Aos 21 dias, o T1 com maior peso corporal (817,83g) apre-
sentou diferenca estatistica significativa em relagdo ao T5,
menor peso (682,50g). Aos 28 e 35 dias os tratamentos T1
e T3 diferiram do controle negativo (T7).

A densidade e altura das vilosidades da porg¢do proxi-
mal do duodeno, no Experimento 1, estdo expressas no
Quadro 1.

Experimento 1- Peso corporal das aves
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Fig.1. Peso médio corporal de frangos de corte apés administra-
¢do de 5-hidroxitriptofano (5HTP) e do m-hidroxibenzilhi-
drazine (NSD1015) sem desafio com Salmonella Enteritidis
(Experimento 1). Tratamentos: T1 (5-hidroxitriptofano); T2
(NSD1015); T3 (5-hidroxitriptofano + pool de Lacotbacillus);
T4 (NSD1015 + pool de Lactobacillus); T5 (pool de Lactoba-
cillus); T6 (controle negativo).

Experimento 2 - Peso corporal das aves
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Fig.2. Peso médio corporal de frangos de corte apds administragdo
de 5-hidroxitriptofano (5HTP) e do m-hidroxibenzilhidrazine
(NSD1015) com desafio por Salmonella Enteritidis (Experi-
mento 2). Tratamentos: T1 (5-hidroxitriptofano + S. Enteriti-
dis); T2 (NSD1015+ S. Enteritidis); T3 (5-hidroxitriptofano +
pool de Lacotbacillus+ S. Enteritidis); T4 (NSD1015 + pool de
Lactobacillus+ S. Enteritidis); T5 (pool de Lactobacillus+ S. En-
teritidis); T6 (S. Enteritidis); T7 (controle negativo).

Quadro 1. Valores médios de densidade (niimero vilos/campo) e altura dos vilos
(um) no duodeno de frangos de corte, ap6s administracio de 5-hidroxitriptofano
(5HTP) e do m-hidroxibenzilhidrazine (NSD1015) sem desafio com Salmonella
Enteritidis (Experimento 1). Tratamentos: T1 (5-hidroxitriptofano); T2
(NSD1015); T3 (5-hidroxitriptofano + pool de Lacotbacillus); T4 (NSD1015 + pool
de Lactobacillus); T5 (pool de Lactobacillus); T6 (controle negativo)

Tratamentos Idade (Dias) Médias*
14 dias 21 dias 28 dias Densidade Altura
Densidade Altura Densidade Altura Densidade Altura

T1 11,28*  1253,840* 7,144 1608,6%> 5,454  1716,1% 9,7¢ 1526,1¢
T2 10,5%  1096,3% 7,18 1405,3%> 5454 1535980 7,7°  1345,8%®
T3 8,98> 1300,3% 8,448cd 147178 7,60* 1586,08"  8,3¢ 1452,7"
T4 8,5¢ 1123,74® 7,38 1405,35> 5954 1482,28 7,3 1337,0®®
T5 10,48 1231,9%® 7,78 1423,08 7,454  1557,58P 8,5¢ 1402,1*
T6 7,082 1044,8% 6,54 1391,28 5,404  1477,9% 6,3* 1304,6*

Médias* 9,45¢ 1175,13* 7,758 1450,87® 6,73 1558,27¢

* Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha ou mintscula na coluna nao diferem estatis-
ticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Quadro 2. Valores médios de densidade (nimero vilos/campo) e altura dos vilos
(um) no duodeno de frangos de corte, apés administracio de 5-hidroxitriptofano
(5HTP) e do m-hidroxibenzilhidrazine (NSD1015) com desafio por Salmonella
Enteritidis (Experimento 2). Tratamentos: T1 (5-hidroxitriptofano +
S. Enteritidis); T2 (NSD1015+ S. Enteritidis); T3 (5-hidroxitriptofano + pool
de Lacotbacillus+ S. Enteritidis); T4 (NSD1015 + pool de Lactobacillus+
S. Enteritidis); T5 (pool de Lactobacillus+ S. Enteritidis); T6 (S. Enteritidis);
T7 (controle negativo)

Tratamentos Momento - Dias de vida Médias*
14 dias 21 dias 28 dias Densidade Altura
Densidade Altura  Densidade Altura Densidade Altura
T1 9,784 1407,0%* 7,8%¢ 1606,3%¢ 6,9%  1702,1% 8,14  1571,8°
T2 7,180 1273 6M® 6,00 1359,5APabc 5,24 1459,9%b 613  1364,3%
T3 8,85« 1381,2% 8,348 152(0,94« 7,28  1679,48¢ 8,19  1527,2°
T4 7,580 117754 6,20 1386,450¢ 5,54  1483,6% 6,4  1349,1*
T5 8,28 1380,2% 7,48 1455,74bcd 6,14 1623,98d  72¢  1486,6"
T6 6,3%  1216,74® 5,04 1245,14 4,94 1318,9M 54* 1260,2%
T7 6,45 1227,3%® 5,8AF  1310,54B» 5,04 146528 573 133432
Médias* 7,72¢  1294,79* 6,66°  1412,08° 5,84* 1533,29¢

* Médias seguidas pela mesma letra maituscula na linha ou mindscula na coluna ndo diferem estatis-

ticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Aos 14 dias, os tratamentos T1, T2 e T5 determinaram
as maiores densidades, com valores de 11,2, 10,5 e 10,4,
respectivamente, diferindo significativamente dos demais
tratamentos. Com 21 e 28 dias, os valores médios da den-
sidade dos vilos nos tratamentos T2 e T4 foram estatisti-
camente iguais ao controle negativo (T6). O tratamento
T1 apresentou maior densidade com 14, 21 e 28 dias. Ao
avaliar a média geral dos tratamentos, observa-se que os
melhores resultados foram determinados pelos tratamen-
tos T1, T3 e T5.

Com relagdo a altura dos vilos aos 14 dias de idade, T1 e
T3 diferiram significativamente do controle negativo (T6).
Aos 21 dias, T1 (1608,6pm) diferiu de T6 (1391,2pm). E
aos 28 dias, T1 apresentou diferenca significativa de T6
e T4. Observa-se nas médias gerais dos tratamentos, que
T1 (1526,15pm) e T3 (1452,7um) apresentaram os me-
lhores resultados e diferiram significativamente de T6
(1304,6um).

No Experimento 2, os valores das densidade e altura
estdo expressos no Quadro 2.

Aos 14 dias o T1 apresentou o maior nimero de vilo-
sidades, sendo estatisticamente igual a T3 e diferente dos
demais tratamentos. Aos 21 e 28 dias os T1 e T3 determi-
naram as maiores densidades e diferiram significativamen-
te dos controles positivo (T6) e negativo (T7). Ao avaliar
as médias gerais dos tratamentos, observa-se que os tra-
tamentos T1 e T3 apresentaram as maiores densidades de
vilosidades em duodeno, ndo diferindo entre si, mas dife-
rindo significativamente dos demais tratamentos.

Aos 14 dias de vida, o tratamento T4 apresentou a me-
nor altura de vilosidade duodenal (1177,5um), diferin-
do estatisticamente dos tratamentos T1 (1407,0um), T3
(1381,2um) e T5 (1380,2um), que apresentaram os maio-
res valores.

Com 21 e 28 dias, T1 obteve a maior altura, sendo esta-
tisticamente semelhante a T3 e T5, mas com diferenca sig-
nificativa em relacdo aos demais tratamentos. Ao avaliar a
meédia geral, os tratamentos T1, T3 e T5 ndo apresentaram

diferenca significativa e obtiveram valores de altura das vi-
losidades duodenais mais altos.

As células enterocromafins que imunomarcaram sero-
tonina foram observadas no duodeno de frangos de corte
conforme Fig. 3.

Aos 14 e 21 dias o T3 apresentou a maior quantidade
de células imunomarcadas, 10,21 e 8,63, respectivamente,
diferindo significativamente de todos os tratamentos. Os
tratamentos T4 (14d-7,07; 21d-6,63) e T5 (14d-7,56; 21d-
6,37) apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
controle negativo T6 (14d-4,88; 21d-4,68). Com 28 dias de
idade, os tratamentos T1 (5,51), T3 (6,06), T4 (6,01) e T5
(6,00) foram semelhantes entre si e diferentes do controle
negativo T6 (4,02). Ao comparar as médias dos tratamen-
tos, observa-se que todos apresentaram diferencas signifi-
cativas em relacao ao controle negativo (T6), sendo que T3
apresentou o melhor resultado (8,30).

No Experimento 2, os tratamentos T3, T4, T5 e T6
apresentaram maior numero de células com imunomarca-

LI
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Fig.3. Imunomarcacdo de serotonina em células enterocromafins de
duodeno de frangos de corte aos 14 dias de vida. Barra = 50um.
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Experimento 2 - Imunoistoquimica
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Fig.4. Nimero de células imunomarcadas para serotonina (nime-
ro células/campo) em duodeno de frangos de corte, ap6s admi-
nistracdo de 5-hidroxitriptofano (5HTP) e do m-hidroxibenzi-
lhidrazine (NSD1015) com desafio por Salmonella Enteritidis
(Experimento 2). Tratamentos: T1 (5-hidroxitriptofano + S. En-
teritidis); T2 (NSD1015+ S. Enteritidis); T3 (5-hidroxitriptofa-
no + pool de Lacotbacillus+ S. Enteritidis); T4 (NSD1015 + pool
de Lactobacillus+ S. Enteritidis); T5 (pool de Lactobacillus+ S.
Enteritidis); T6 (S. Enteritidis); T7 (controle negativo).

¢do positiva para serotonina, sendo estatisticamente seme-
lhantes (p>0,05) e com diferenca significativa em relagao
aos demais tratamentos (p<0,05) aos 14 e 21 dias. Com 28
dias os tratamentos T3, T4, T5 e T6 também determina-
ram contagens de células imunomarcadas maiores, sendo
estatisticamente semelhantes entre si, mas diferentes do
controle negativo (T7). Com relacdo as médias gerais dos
tratamentos, com excec¢ao do T2 todos os demais tratamen-
tos apresentaram diferengas significativas em relacdo ao
controle negativo (T7) conforme Figura 4.

DISCUSSAO

O crescimento e a manutencdo do trato gastrintestinal das
aves sdo fatores que proporcionam melhora na eficiéncia
dos processos digestivos, uma vez que o epitélio intestinal
atua como barreira natural protegendo o organismo de
bactérias patogénicas e substidncias toxicas presentes na
luz intestinal (Pelicano et al. 2003, Marchini et al. 2009).

O presente estudo avaliou os efeitos do 5-hidroxitripto-
fano (5HTP) e m-hidroxibenzilhidrazine (NSD1015) asso-
ciados a Lactobacillus spp. sobre o peso corporal das aves
e o desenvolvimento das vilosidades intestinais na por¢ao
proximal do duodeno de frangos de corte desafiados com
Salmonella Enteritidis, além de analisar a influéncia de Lac-
tobacillus spp. e S. Enteritidis na imunomarcagao de sero-
tonina no duodeno.

Ao analisar os resultados obtidos, nota-se que no Expe-
rimento 1 ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre
os tratamentos com relacdo ao peso médio corporal. Ja no
experimento 2, os tratamentos com o precursor (T1) e o
precursor associado a Lactobacillus spp. (T3) determina-
ram maior peso médio corporal das aves, diferindo signifi-
cativamente do controle negativo (T7).

Tanto os resultados do Experimento 1 como do Expe-
rimento 2 corroboram com estudos prévios realizados em
no nosso laboratério, onde a serotonina, seu precursor e
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inibidor foram administrados em frangos de corte e apesar
de algumas diferencas estatisticas ndo foram observadas
grandes alteragdes no ganho de peso das aves tratadas com
o precursor e inibidor.

As aves que receberam o precursor e a associagdo do
precursor com Lactobacillus tiveram leve aumento no peso
médio corporal, o que se justifica pelos resultados observa-
dos na altura e densidade das vilosidades no duodeno. Se-
gundo Maiorka (2001) e Furlan et al. (2004) se ocorrer um
aumento na taxa de proliferacdo com auséncia, diminui¢do
ou manutencdo da perda haverd um aumento no nimero
de células, e, consequentemente, um aumento na altura e
densidade dos vilos, resultando em uma maior taxa de di-
gestdo e absorgao, portanto aumento do peso corporal.

Ao comparar a média geral, as aves que receberam so-
mente o pool de Lactobacillus (T5) nao diferiram significa-
tivamente do controle negativo (T7), corroborando com os
dados obtidos por Alvarez et al. (1994) e Corneli (2004),
que ao adicionarem probiéticos na racdo de frangos de cor-
te ndo encontraram melhora significativa no ganho de peso
das aves.

Nos dois experimentos, com e sem desafio por S. Enteri-
tidis, as aves tratadas com SHTP apresentaram aumento na
densidade e altura das vilosidades no duodeno.

O tratamento T1 (5HTP) apresentou o maior nimero
de vilos e altura por campo, seguido pelos tratamentos T3
(5HTP + pool de Lactobacillus) e T5 (pool de Lactobacillus).
Estes achados corroboram com os resultados obtidos por
Nakamura et al. (2008) que ao administrarem sistemica-
mente SHTP e NSD1015, observaram que 5HTP propor-
cionou aumento na densidade das vilosidades intestinais
em testes in vivo realizados em camundongos e in vitro com
cultura de linhagens celulares (Caco-2).

No Experimento 2, os tratamentos T1 (5HTP), T3
(S5HTP + pool de Lactobacillus) e T5 (pool de Lactobacillus)
apresentaram novamente as maiores densidades e alturas
de vilos por campo, diferindo significativamente do inibi-
dor (T2), inibidor associado a Lactobacillus (T4), controle
positivo (T6) e controle negativo (T7).

Estes resultados sugerem a atuagdo de 5-hidroxitripto-
fano como um agente tréfico, que segundo Macari & Maio-
rka (2000) é definido como uma substancia que atua no de-
senvolvimento intestinal, estimulando o processo mitético
na regido cripta:vilo e levando a um aumento na quantida-
de de células e altura dos vilos.

A administracdo de Lactobacillus spp. determinou altu-
ras maiores de vilosidades duodenais, corroborando com
os resultados obtidos por Pelicano et al. (2003), que ao
adicionarem pool de Lactobacillus spp. na agua de bebida,
observaram maior altura de vilos em duodeno, e por Do-
brogosz et al. (1991), que administraram Lactobacillus reu-
teri na ragdo de frangos de corte aos 42 dias de vida, obser-
vando também vilos maiores. Em nosso estudo o aumento
das vilosidades ocasionado pela utilizagado de Lactobacillus
promoveu um aumento no ganho de peso, porém nao o su-
ficiente para diferir estatisticamente do controle negativo.

De acordo com Ramos et al. (2011), a maior densidade
e altura das vilosidades esta relacionada aos resultados de
desempenho, em que as aves apresentam maior peso cor-
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poral, devido ao aumento da capacidade de digestdo e ab-
sorc¢do de nutrientes.

Nas trés avaliacoes, dos dois experimentos, o tratamen-
to T1 (5HTP) apresentou os melhores resultados quanto a
densidade de vilos por campo avaliado, altura de vilosida-
des em duodeno e peso médio corporal das aves, demons-
trando a atua¢do do precursor nos processos de digestao
e absorcdo de nutrientes, bem como confirmando a rela-
¢do da densidade, altura das vilosidades e desempenho de
frangos de corte citados anteriormente.

Quanto a imunomarcag¢io de serotonina, as aves trata-
das com Lactobacillus spp. no experimento 1 e as aves tra-
tadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com S. Enteritidis
no Experimento 2, apresentaram valores superiores aos
demais tratamentos. Provavelmente a presenca de Lactoba-
cillus spp. e sua agdo na mucosa intestinal promoveu maior
liberagdo de serotonina. Linden et al. (2003) e O'Hara et
al. (2004) observaram aumento de células imunomarcadas
para serotonina em suinos com colite e ilite experimental
induzidas pelo acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), su-
gerindo que processos inflamatérios aumentem a liberagao
de serotonina pelas células enterocromafins.

Porém os mecanismos desta interagdo entre serotonina
e Lactobacillus spp. precisam ser elucidados.

As alteragdes na imunomarcagio positiva de serotonina
nem sempre sdo observadas durante os processos inflama-
torios. Acredita-se que estas dependam da espécie animal
avaliada e do tipo e grau de inflamacdo (O'Hara et al. 2006).
Sabe-se que determinados processos inflamatérios ocasio-
nam aumento no numero de células imunomarcadas para
serotonina, mas as causas e os mecanismos deste aumento
ainda sdo desconhecidos.

De acordo com Linden et al. (2003) é possivel que o
aumento de células imunomarcadas para serotonina ocor-
ra devido a diminuicdo da sua recaptagdo pelo seu trans-
portador especifico (SERT). Os resultados observados por
O'Hara et al. (2004) indicam que a recaptacdo de serotoni-
na é realmente reduzida durante a inflamacao por Citrobac-
ter rodentium, onde as células imunomarcadas para SERT
foram reduzidas 10 dias apds a infec¢do. Mesmos resulta-
dos foram observados em colites ulcerativas em humanos
(Coates et al. 2004).

Neste estudo, observou-se aumento na imunomarca-
¢do de serotonina no duodeno devido a presenca de Lac-
tobacillus spp. e S. Enteritidis, que estimularam a mucosa
intestinal promovendo maior liberagdo de serotonina das
células enterocromafins, porém mais estudos sdo necessa-
rio para descobrir e elucidar o mecanismo exato de como
este processo ocorre.

CONCLUSAO

Conclui-se que a administragdo de 5-hidroxitriptofano iso-
lado ou associado a Lactobacillus spp. determinou maiores
densidade e altura das vilosidades no duodeno, bem como
Lactobacillus spp. e Salmonella Enteritidis aumentaram a
imunoexpressao de serotonina no duodeno. Estes resul-
tados inferem a acdo do precursor da serotonina sobre a
resposta imune, desenvolvimento intestinal, digestdo e ab-
sorc¢do de nutrientes de frangos de corte.
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