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RESUMO

A avicultura brasileira ¢ uma das areas mais tecnificadas, produzindo com eficiéncia e
exigindo maximo de desempenho da ave. Desta forma, existe uma constante busca para
a manutengcdo de um bom status sanitario das aves, sendo que as patologias do sistema
digestivo assumem um papel representativo. Com a crescente preocupagdo com a salde
intestinal das aves, tém sido realizados diversos estudos envolvendo a andlise
morfométrica do intestino. Este trabalho apresenta quatro experimentos distintos. O
primeiro visa avaliar trés por¢des intestinais (duodeno, jejuno e ileo) de 15 aves, com 13
dias de idade, para saber qual a melhor forma de clivagem para a obten¢do do maior
nimero de vilos vidveis para medicdo. Os intestinos foram coletados de duas formas,
fechados e abertos. As amostras fechadas foram clivadas de forma transversal (T),
hemicilindro (H) e longitudinal (L); j& as amostras abertas apenas clivadas de forma
transversal. Foram desidratadas, impregnadas em parafina e avaliadas os seguintes itens:
nimero de campos observaveis e a contagem dos vilos vidveis para medicdo. O
Experimento 2 foi realizado com 40 aves de 42 dias de idade, sacrificadas por
eletrocusséo. Foram coletadas porcdes do jejuno destes animais. O limen intestinal foi
lavado com formalina a 10% e fixados no mesmo meio. Apoés clivadas (LC), foram
confeccionadas I&minas histologicas e contado o ndmero de células caliciformes e
diversas estruturas mensuradas (altura e largura de vilo, altura do enterdcito e do seu
nucleo, altura dos microvilos, didmetro de cripta e espessura de parede). No
Experimento 3 foram utilizadas 20 aves (42 dias de idade) para a avaliagdo do efeito do
tempos pds-morte sobre a morfometria intestinal. Foram estudados intestinos fixados
imediatamente apds o sacrificio do animas (T1), 10, 20, 30 e 60 minutos apds a morte.
O Experimento 4 consta da aplicacdo dos valores das variaveis do Experimento 2 na
formula sugerida por Kisielinski et al (2002), para o célculo da area da superficie de
absorcdo intestinal, contudo teve carater meramente ilustrativo. Analisando o0s
resultados determinou-se que a porgdo intestinal que mais se presta a andlise
morfométrica é o jejuno, este coletado fechado e clivado na forma de hemicilindro. A
avaliacio morfométrica apresentou grande variabilidade, por este motivo se decidiu
sugerir valores relativos ao invés de absolutos para estudos futuros. Foi observado,
também, que somente as amostras coletadas em tempo menor de 10 minutos apés a
morte da ave sdo viaveis para o estudo morfométrico, seguindo o exigente protocolo
estabelecido no presente estudo. Por fim, podemos afirmar que o estudo morfométrico
intestinal requer uma série de cuidados, tanto para a obtencdo das amostras, quanto para
a analise das varigveis medidas.



ABSTRACT

Brazilian poultry is one of the most technologically advanced industries in this country,
with efficient production demanding maximum performance to the bird. Thus, there is a
constant search by maintaining good health status of the birds, and the digestive
diseases play a representative role. With the growing concern to the intestinal health of
birds, several studies have been conducted involving the morphometry analysis of the
intestine. This paper presents four different experiments. The first one evaluated three
intestinal portions (duodenum, jejunum and ileum) of 15 birds, 13 days of age, in order
to know how was the best cut in the intestine to obtain the highest number of viable villi
for measurement. The intestines were collected both open and closed. The samples were
cut in cross, lengthwise and hemicylinder sections; whereas in the open samples were
only made cross sections. All samples were dried, impregnated in paraffin and evaluated
the following items: number of observable fields and villi that were feasible to perform
measurements. Experiment 2 was conducted with 40 birds, 42 days old, from these
animals were collected jejunum portions. The intestinal lumen was washed with 10%
buffered formalin and fixed in the same way as in the first experiment. After the
lengthwise-curved section, histological slides were prepared and counted the number of
goblet cells and measured various structures as height and width of villus, enterocyte
and its core, microvilli height, crypt diameter and wall thickness. In Experiment 3 were
used 20 birds (42 days old) to evaluate the effect of the time postmortem over intestinal
morphology. The intestines sections were studied immediately after birds sacrifice (T1),
10, 20, 30 and 60 minutes after death. In Experiment 4 was included the application of
the values of variables obtained in Experiment 2 in the formula suggested by Kisielinski
et al (2002), to determine the intestinal absorption capacity, but it had just illustrative
character. The result analysis of experiments 1 to 3 showed that jejunum is the intestinal
portion with better results for morphometric analysis, especially when the intestine is
collected closed and the cuts are done as lengthwise-curve sections. The morphometric
analysis showed a huge variability; therefore it was decided to suggest relative values
rather than absolute values for future studies. It was also observed that only the samples
collected in less than 10 minutes postmortem are viable for the morphometric study,
following the demanding protocol established in this study. Finally, we can say that the
intestinal morphometric study requires a lot of care, both for obtaining the samples, and
for the analysis of the measured variables.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira atualmente € uma das mais eficientes e tecnificadas do
mundo. Devido a esta alta eficiéncia, o Brasil produziu no ano de 2010 um total de
11.230.000 ton de carne de frango (UBABEF, 2012), demonstrando um crescimento de
11,38 % em relagdo a 2009, o qual produziu 10.980.000 ton. Este impulso de
produtividade foi gerado principalmente pelo aumento do consumo interno e pela
expansdo de exportagcdo em 5,1%, consolidando uma producéo total de 69% para o
consumo interno e 31 % para a exportagdo, gerando um consumo per capita de 44
quilos, contracenando com 29,9 quilos per capta em 2009.

Do total da producéo brasileira de frango de corte de 2010, a produtividade entre
o0s estados destacam-se Parand com 27,77%, Santa Catarina 18,59%, Rio Grande do
Sul 16,23% e S&o Paulo com 13,98 %.

A avicultura industrial brasileira € uma das éareas mais tecnificadas do
agronegocio mundial, produzindo com eficiéncia e exigindo o maximo de desempenho
da ave. Como reflexo destes resultados é que existe uma constante busca para a
manutencdo de um bom status sanitario da avicultura, a fim de impedir a quebra deste
potencial produtivo. Neste cenario, as patologias que afetam o sistema digestorio
assumem um papel representativo, pois quando da sua ocorréncia manifestam-se
expressivamente através de perdas na maioria das vezes ndo calculadas, provocando
assim a ruptura deste potencial econémico.

A avicultura no Brasil gera cerca de 4,5 milhdes de empregos de forma direta e
indireta, sendo responsavel por 1,5 % do produto interno bruto, uma atividade téo
importante econdmica e socialmente, exige critérios objetivos fundamentados
cientificamente, com probabilidade de erro e acerto calculados para dar sustentacdo as
decisdes que objetivardo a melhoria da produtividade dos plantéis e da qualidade dos

produtos oferecidos aos mercados nacional e internacional.

Com o intuito de colaborar com a maior compreensdao dos fendmenos que
envolvem a avicultura, o presente estudo teve como objetivo estabelecer critérios claros
para a melhor forma de coleta, de processamento e de analise morfométrica de amostras

de intestino de frangos de corte.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia e fisiologia do trato digestdrio

O sistema digestorio dos animais possui quatro fungdes basicas, sdo elas a
apreensdo, a digestdo, a absorcao e a eliminagdo do alimento (KAY, 1998). O sistema
digestorio das aves divide-se em cavidade oral, es6fago, papo, proventriculo, moela,
intestino delgado, cecos, colon e cloaca. (ITO et al., 2009).

A cavidade oral consiste de bico que surge no oitavo dia de incubacdo em
formato de uma saliéncia cdrnea conhecida por diamante, lingua, glandulas salivares e
faringe. Sua funcdo estd relacionada a apreensdo, escolha e ingestdo do alimento
(BOLELI et al., 2008).

O esbfago é um tubo relativamente longo, ele fica localizado entre a regido
orofaringea e o estdmago glandular. A parede ventro-lateral direita do esdfago apresenta
um diverticulo sacular, denominado de papo ou ingldvio, onde 0 mesmo tem a funcéo
primariamente de armazenar o alimento, em situacGes de escassez, 0 que ndo ocorre
com aves que sdo alimentadas ad libitum (BOLELI et al., 2008), e responde pela
conducgdo do alimento da faringe até o pro ventriculo. Para absorver e incorporar o
alimento ao organismo, 0 mesmo deve ser quebrado em subunidades menores.

Nas aves o inicio da digestdo ocorre no estdmago, que é dividido em duas partes
distintas: O proventriculo (estbmago glandular) e moela ou ventriculo (estdbmago
muscular ou mecénico). O Pro ventriculo realiza secrecdo de enzimas e &cidos, esta
secrecdo tem sua liberacéo estimulada pela presenca de alimentos. Do proventriculo o
alimento é impulsionado para a moela, cujas contragdes ritmicas e fortes, sdo as
responsaveis pela trituracdo do alimento ingerido (BOLELI et al., 2008).

O intestino delgado é porcdo mais longa do sistema digestorio, sendo
responsavel pela digestdo final do alimento e absor¢do dos nutrientes. A principio
considera-se o intestino delgado dividido em trés regides distintas (duodeno, jejuno e
ileo) e que possuem estruturas histologicas caracteristicas (BOLELI et al., 2008;
PIRLOT, 1976; MCLELLAND, 1975).

O duodeno consiste de uma alga intestinal localizada logo apds o ventriculo,
sendo a mesma constituida de porcdo proximal descendente e uma porcdo distal

ascendente. Sua regido é facilmente distinguivel pela posigéo do pancreas entre as duas
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porgdes da alca e também pelo seu maior didmetro. A por¢do ascendente é onde ocorre
abertura dos ductos biliares e pancreaticos, que conduzem os sucos biliar e pancreatico
para o interior da regido do intestino delgado (BOLELI et al., 2008; MCLELLAND,
1975).

O jejuno é a regido mais longa do intestino delgado (BOLELI et al. 2008)
disposto em varias alcas espiraladas. No desenvolvimento in ovo, ele esta ligado ao saco
do vitelo, o qual possui nutrientes para o desenvolvimento da mucosa intestinal. Na
eclosdo, o intestino continua ligado ao anexo embriondrio. A absorcéo do vitelo termina
por volta de 6 a 7 dias pos-eclosdo, em galinhas e frangos. Apos reabsorgdo total do
saco de vitelo, resta um diverticulo curto e cego remanescente do pediculo do saco do
vitelo chamado de diverticulo de Meckel, que permanece ligado ao jejuno, sendo esse
diverticulo um divisor do jejuno em duas porg¢des, proximal e distal, sendo a primeira
bem maior que a segunda (BOLELI et al., 2008; MCLELLAND, 1975). O diverticulo
de Meckel e frequentemente usado como divisor entre jejuno e ileo (Duke et al., 2006),
no entanto, no presente trabalho foi adotado como esta estrutura sendo o divisor das
porgdes do jejuno (MCLELLAND, 1975).

O ileo é continuo ao jejuno, sendo delimitado anteriormente pela posicdo
paralela ao &pice do ceco e posteriormente pelo ponto de ligagdo ileo-cecal ao intestino,
onde se situam os cecos direito e esquerdo, estendendo-se esses na maior parte de
comprimento do ileo (BOLELI et al., 2008; MCLELLAND, 1975).

As glandulas anexas (figado e pancreas) facilitam ao intestino delgado as
principais etapas quimicas da digestéo e absorcéo dos nutrientes.

O figado realiza estocagem de carboidratos, gorduras e vitaminas. Ele realiza a secregéo
de bile, que é conduzido pelo ducto hepato-entérico diretamente para o duodeno. O
conteddo biliar emulsifica as gorduras presente no intestino delgado, formando
complexos hidrossolaveis, facilitando absorcdo lipidica e acéo das enzimas do pancreas.

O péncreas possui fungdes enddcrinas que atua no controle de carboidratos e
funcdo exdcrinas atuando na sintese de sais e enzimas digestivas (BOLELI et al., 2008).

O intestino grosso nas galinhas é composto de um par de cecos, cdlon (reto), e €
contiguo a cloaca (BOLELI et al., 2008; MCLELLAND, 1975).0s Cecos colicos sdo
estruturas pares em frango de corte e possuem formato sacular, dispostos paralelamente
ao ileo, seu ponto de insercéo determina o final do intestino delgado e o inicio do grosso
(DUKE et al.,2006; MCLELLAND, 1975). Este é responsavel pela digestdo microbiana
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da celulose, sendo a absorcéo de 4gua uma de suas fungdes, no ceco também ocorre
sintese microbiana das vitaminas, porém aparentemente ndo ha absorcdo das mesmas
(PALERMO, 2005; DUKE et al., 2006).

A funcéo dos cecos tem sido estudada primeiramente em Galliformes, onde é
observado uma evacuacdo do ceco a cada manhd, quando o resto do intestino é
praticamente vazio, o ceco além desta funcdo também retém fluidos e particulas com
bactérias, sendo também um importante local de fermentacdo na maioria das aves
herbivoras, também resulta na formagdo &cidos graxo de cadeia curta, vitaminas e
aminoéacidos (FARNER,1960).

Os cecos nas galinhas s&o divididos morfologicamente em trés regides, proximo
ao ceco-colico esta a base do ceco, onde os vilos sd@o bem desenvolvidos, na regido
medial onde tem o corpo do ceco, os vilos séo pouco desenvolvidos, e a regido distal ou
apice possui dobras longitudinais e vilos pequenos (DENBOW,1998 e DUKE et al.,
2006; HODGES, 1974).

O célon ou reto, é curto e aproximadamente retilineo com vilosidades, estende-
se da juncéo ileo-cecal até a cloaca (DUKE et al., 2006). O célon tem a funcdo de reter
agua e eletrdlitos do conteudo intestinal.

A cloaca ¢ uma estrutura dilatada, no formato de uma bolsa sendo um
compartimento comum aos sistemas digestorio, urinario e reprodutivo. A cloaca é
dividida em trés partes, o coprodeu, urodeu e o proctodeu. O intestino grosso esvazia -
se dentro do coprodeu, atuando como reservatério das fezes, ja o sistema urinario e
reprodutivo terminam no urodeu e a cloaca abre-se externamente através do proctodeu,
onde faz retencdo de agua e (JUNIOR & BACHA, 2003)

2.2 Estrutura Histolégica do intestino das aves

A parede intestinal das aves, na sua camada mais proxima ao limen é composta
de uma membrana mucosa, a qual é formada por uma camada superficial de epitélio
cilindrico (ou colunar) simples, uma camada de tecido conjuntivo de ligacdo e uma
ldmina prépria. A mucosa é delimitada externamente por uma fina camada de fibras
musculares dispostas longitudinalmente, denominada de muscular da mucosa, sob qual
estd a submucosa que é composta de uma discreta camada de tecido conjuntivo frouxo,

e a submucosa € pouco desenvolvida no intestino delgado. As principais camadas
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musculares que compde o intestino sdo: a camada circular (externa) e a longitudinal
(interna) da muscular externa. Entre as duas hd uma discreta camada de fibras elasticas,
muitos vasos sanguineos e plexos nervosos. A camada longitudinal as fibras envolve
todo o intestino, exceto o ceco. Por Gltimo h4 a serosa ou membrana serosa
caracterizada por um epitélio composto de células lisas e finas sobre uma fina camada
de tecido conjuntivo frouxo que possui umas poucas e pequenas fibras elasticas. Nesta
regido 0S vasos sanguineos e nervos se encontram e associam com a camada do
mesentério. (HODGES, 1974; BOLELLI, 2008).

A mucosa do intestino é formada por uma camada de epitélio simples colunar
(JUNIOR & BACHA, 2003 e HODGES, 1974), formada por um grande nimero de
vilos, os quais além de variar o nimero, tamanho e forma de acordo com a regido, e
diminuindo de tamanho alargando-se gradualmente em direcdo aos cecos (JUNIOR &
BACHA, 2003). A mucosa do intestino forma projecdes ou protuberancias de acordo
com a regido do intestino (HODGES, 1974). Os vilos séo protuberancias da lamina
propria no lumen intestinal que servem para ampliar a digestdo e area de absorcéo
(YAMAUCHI, 2002).

A mucosa do intestino delgado torna-se mais delgada no sentido do duodeno
para o ileo, assim as vilosidades se tornam mais curtas e a profundidade das criptas
diminui. As vilosidades possuem forma elipsdide, sendo cobertas por enterdcitos com
microvilos e células caliciformes (DUKES, 2006).

As criptas intestinais, que sdo ductos levemente tortuosos e claustros, elas se
abrem entre a base do vilo e a muscular da mucosa (HODGES, 1974, JUNIOR &
BACHA, 2003). As criptas intestinais sdo definidas claramente dias apds a incubacéo
incrementando o nimero de células e o tamanho das criptas (GEYRA et al, 2001; UNI
et al 2000). As criptas do duodeno em aves jovens consistem de uma invaginagéo
tubular aproximadamente com 260um de comprimento e 60um de didmetro, sendo
possivel dividir as criptas em trés areas, sendo elas metade basal; meio da cripta este
onde ocorre um desenvolvimento regulamente rapido do epitélio no local e por Gltimo a
zona de diferenciacdo qual consiste da abertura da cripta na regido basal da area do
vilo, esta zona de diferenciagdo de células intestinais inicia um processo de
diferenciagdo e maturagdo de células , sendo este um processo gradual (HODGES,
1974),
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Durante o desenvolvimento embrionério o epitélio intestinal forma invaginacdes
e também se diferencia para formar vilos e criptas e depois ocorre a proliferacdo celular
nos compartimentos nas criptas, envolvendo componentes na metade proximal do vilo
bem diferenciados da metade distal do vilo, devido & diferenciagdo celular (GORDON
et al 2008; SCOVILLE et al, 2008). Durante a incubacéo a cripta possui poucas células,
e a invaginacdo ndo é completa, no entanto rapidas mudancas ocorrem apds o
nascimento, ap6s 48 horas a invaginacdo se completa em todo o seguimento do
intestinal delgado (GEYRA, 2001).

O intestino delgado é a porcdo mais longa do sistema digestorio, sendo
responsavel pela digestdo final do alimento e absor¢do dos nutrientes. A mucosa
intestinal apresenta os vilos que sdo constituidos por trés tipos de células distintas: os
enterdcitos , as células caliciformes e as células enteroendécrinas (HODGES, 1975). A
proliferacdo dos enterdcitos no jejuno das aves também ocorre ao longo do vilos,
diferente dos mamiferos que a mesma ocorre somente nas criptas (DIBNER, 2004). As
células das criptas sofrem uma série de divisdes mitéticas e vdo migrando para o vilo e
entdo diferenciam-se em 3 tipos de células com funcbes diferentes, onde temos 0s
enterdcitos que estdo envolvidos com o estagio final da digestdo de nutrientes,
transporte absorcdo e regulagdo imune, jA o outro tipo de células, as células
caliciformes, secretam uma camada de muco protetora (POTTEN et al.,1990;
SCOVILLE et al., 1995) O terceiro tipo de célula é enteroenddcrina que libera 0s
hormonios da digestdo (FASINA, 2010).

Nas aves as células sofrem diferenciacdo enquanto vao migrando em dire¢éo ao
apice do vilo, e tornando-se células completamente funcionais em enterdcitos ou células
caliciformes ou enteroenddcrinas, as mudancas que ocorrem sdo funcionais e
estruturais, tendo os enterécitos uma vida em torno de dois dias, e trata-se do tecido de
maior taxa de renovagdo celular. Esta diferenciacdo dos trés tipos celulares pode dar
origem a celulas responséveis pela absorcéo, células produtoras de muco ou as células
enddcrinas. Isto depende da necessidade do intestino para desempenhar suas fungdes
naquele momento (BOLELI et al, 2008). Enterdcitos sdo as células responsaveis pela
digestéo final do alimento e pelo transporte dos nutrientes a partir do lumen. Estes
nutrientes sdo captados pelos microvilos, os quais formam uma borda estriada e que
pode alcangar 0,7um de altura na regido das criptas e 0,3um na regido dos vilos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999; HODGES, 1974; DIBNER, 2004). Os enterdcitos
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sdo células de formato estreito e altas medindo acima de 50um de altura e um maximo
de 8 a 10um de largura, sendo que estas medigdes foram realizadas de acordo com uma
determinada idade ndo citada, seu tamanho podendo variar com a posicdo que elas
ocupam na regido dos vilos e também de acordo com a por¢do do intestino verificada
(HODGES, 1974). As células das criptas sofrem uma série de divisdes e vao migrando
para o vilo e entdo se diferenciam em trés tipos de células com funcdes diferentes, onde
temos os enterdcitos que estdo envolvidos com o estdgio final da digestdo de nutrientes,
transporte absorcdo e regulagdo imune, ja o segundo tipo de células, sdo as células
caliciformes, que secretam uma camada de muco protetora (POTTEN et al. 1990;
SCOVILLE et al., 1995). Elas, células caliciformes, possuem o formato tipico de um
célice achatado, estdo presentes entre o enterdcitos, porém muito mais freqlente nas
criptas que ao longo dos vilos, segundo Hodges, 1974. S&o secretoras de glicoproteinas,
chamadas mucinas para proteger o epitélio intestinal da acdo de enzimas digestivas e
dos efeitos abrasivos do trénsito intestinal (MAIORKA, 2010; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1999). Este muco produzido pelas células caliciformes, protege também o
intestino da presenca do acido gastrico e de patdgenos como bactérias e virus (DIBNER,
2004) .Elas sdo encontradas em diferentes estagios de atividades variando de aparéncia
grande a mais delgados (HODGES, 1974).

O terceiro tipo de célula é a enteroenddcrina, que produz e libera os horménios
da digestdo, os polipeptidicos e as monoaminas biogénicas, substancias essas que
participam na regulacdo da digestdo, absorcdo e utilizagdo dos nutrientes (JERRY,
1996; FASINA, 2010; MAIORKA, 2010; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

A proliferagdo de enterdcitos das aves ndo ocorre somente nas criptas como €
nos mamiferos, entretanto em aves o local de proliferagdo ndo estd bem descrito até
entdo. Desta forma o conceito de proliferacdo e maturagéo celular no intestino das aves
vinha sendo definido da mesma forma que ocorre nos mamiferos, onde a sua
proliferacdo ocorre na regido de cripta, entretanto em galinhas poedeiras observou-se
que as divisdes mitdticas ndo se encontram somente nas criptas, ocorrendo também nas
vilosidades (UNI et al. 1998). As criptas respondem por 55% das divisGes mitdticas da
proliferacdo celular do intestino, j& a regido média do vilo corresponde a 32 % e o &pice
corresponde por 8% da proliferagdo (APPLEGATE et al., 1999).

A borda em escova, a qual faz parte do enterdcito que é formada por um arranjo
de 1000 a 4000 microvilos/células (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). Esses
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microvilos aumentam a capacidade de absorcéo intestinal em torno de 14 a 40 vezes. As
proteinas do esqueleto celular do bordo em escova estdo posicionadas na parte apical
das células epiteliais. Esta membrana apical contém enzimas que hidrolisam o0s
dissacarideos e dipeptideos em monossacarideos e aminoacido que sdo por sua vez
absorvidos facilmente (JUNQUERIA & CARNEIRO, 1999).

Os enterdcitos apresentam um processo de maturagcdo que ocorre durante o
processo de migracdo das criptas para o apice do vilo. Esta maturacdo depende da
sintese de proteinas estruturais, as quais sdo codificadas pelo genoma das células
intestinais.

A din&mica celular € um ponto chave na diferenciacdo e no nimero de células
absortivas — “fendtipo madura” — dos vilos (THOMSON et al., 1996). A unidade
funcional bésica do intestino é a “cripta-vilo”, sendo que os enterdcitos se proliferam na
cripta e migram em direcdo ao apice dos vilos onde sofrem processo de extrusdo no
final da sua vida util. Cada vilo é suprido de células, geralmente, por trés criptas, esse
namero € varidvel em cada espécie animal. A taxa de reproducgdo das células na cripta e
a proporcdo de migracdo desses enterdcitos sdo alteradas em varios estados fisiol6gicos
ou patolégicos (BOLELI et al, 2008). A migracdo de novas células ocorre
simultaneamente com a continuidade das suas perdas ou extrusdo das células mais
velhas da regido do topo do vilo, a substituicdo ocorre através da divisdo mitotica das
células das criptas em tempo normal de disposi¢do das mesmas células, porém de
acordo com UNI et al (1998) em animais jovens é mais rapido de que em animais
velhos, variando esta reposicdo em 72 h até 4 dias de idade e 96 h em aves mais
velhas

Com o objetivo de avaliar a mensuragdo da altura das vilosidades e a
profundidade de criptas intestinais em frango de corte, submetidos & dieta de engorda e
abate, além de suplementados com diferentes fontes alternativas de fdsforo,
ALVARENGA et al (2004) coletaram anéis de 0,5cm de comprimento de cada um dos
segmentos do intestino delgado de aves. Esses anéis foram fixados em formol a 10%
por 48 horas. Apds a fixacdo, os intestinos foram incluidos em parafina, sendo cinco
cortes de cada fragmento (7um) obtidos e corados com hematoxilina e eosina. Em cada
corte histolégico foram mensuradas as alturas de cinco vilosidades e a profundidade de

cinco criptas intestinais.
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Okamoto et al (2009) estudaram as alteragdes histopatolégicas na mucosa
intestinal de pintos, causada por Salmonella Enteritidis, logo ap6s o tratamento com
Lactobacillus. Os pesquisadores obtiveram amostras de 1cm de comprimento da porcéo
proximal do duodeno, sendo estas coletadas abertas pela margem mesentérica e depois
estendidas pela tunica serosa e fixadas em solucdo de Bouin (durante 18 horas). Os
materiais foram recortados, lavados com alcool etilico 70% e sofreram processamento
histoldgico para inclusdo em parafina. Seis ldminas foram confeccionadas a partir de
cortes semi-seriados de Sum de espessura, com um intervalo de seis cortes entre 0s
selecionados. Os materiais foram corados segundo a técnica de hematoxilina e eosina,
procederam-se cinco medidas de comprimento das vilosidades de cada corte,
totalizando trinta medidas por ave.

Em trabalho semelhante, com o objetivo de analisar os efeitos da
toxoloplasmose sobre a morfometria da parede intestinal e a dindmica de mucinas
secretadas no ileo de frangos, Shiraishi et al (2009) utilizaram 16 frangos de corte, dos
quais foram coletadas amostras de ileo. Os intestinos foram lavados com solugdo de
NaCl 0,9% e fixados em solucdo de Bouin. As amostras foram desidratadas e incluidas
em parafina, obtendo-se cortes de 4um de espessura ¢ corados com hematoxilina e
eosina. Foram utilizadas imagens de 10x para medir a espessura total de parede
intestinal, com objetiva de 20x mediu-se a espessura da tGnica muscular e tunica
mucosa e, por fim, com o aumento de 40x mediu-se a espessura da muscular da mucosa.
No total foram realizadas 80 medidas de cada estrutura, distribuidas uniformemente em
toda circunferéncia intestinal das amostras.

Nos trabalhos supracitados os autores ndo informam o tempo decorrido para
coleta dos intestinos, assim como ndo descrevem os critérios para a medigdo das alturas
dos vilos e da profundidade das criptas. Estes parametros podem ser importantes para
uma ideal observacéo e medicdo das estruturas intestinas.

Maiores detalhes metodoldgicos foram descritos por Fukauama et al (2005), os
quais avaliaram os efeitos da inclusdo de extrato de orégano como aditivo promotor de
crescimento nas racOes sobre o desempenho de frango de corte, as caracteristica
anatomo-fisioldgica do trato gastrointestinal (altura de vilosidade, profundidade de
cripta e suas relagdes). Os pesquisadores trabalharam com 1440 frangos de corte e
coletaram segmentos de intestino com aproximadamente 1,5cm de comprimento. As

amostras foram cuidadosamente coletadas e lavadas imediatamente em agua destilada,
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identificados e fixados em solucdo de Bouin por 24 horas. ApOs este periodo as
amostras foram transferidas para um meio de alcool 70%, onde permaneceram durante
um més até a confeccdo das laminas. A confeccdo das ldminas para analise
morfométrica foi realizada segundo a técnica descrita por (JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983) com algumas adaptacGes. Foram selecionados 10 vilos e 10
criptas, bem orientados, de cada regido intestinal ¢ medidos seus comprimentos (um)
em linha reta. As medidas de altura das vilosidades foram tomadas a partir da base
superior da cripta até o apice da vilosidade e as criptas foram medidas entre as
vilosidades da base inferior até a base superior da cripta (FUKAUAMA et al, 2005).
Caruso e Demonte (2005) estudaram a inter-relagdo da fonte protéica da dieta
em ratos com a histomorfometria da porgdo inicial do intestino delgado. Os
pesquisadores também descreveram de forma mais abrangente a metodologia utilizada e
os critérios de medigdo adotados. Os pesquisadores estudaram 16 ratos, dos quais 0
intestino delgado foi coletado (10 mm de comprimento), fixado em formol 10%,
refrigerados por 24 horas e posteriormente transferidos para alcool 70%. Os materiais
foram incluidos em parafina e duas laminas por animal foram confeccionadas (coradas
com hematoxilina e eosina). O comprimento da vilosidade foi tomado a partir da regido
basal da mesma, que coincide exatamente com a porgdo superior das criptas. Foi tragada
uma reta entre os dois pontos da base e outra reta paralela a primeira, tangenciando o
apice do vilo, sendo que a distancia entre estas duas retas corresponde ao comprimento
do vilo. A profundidade de cripta foi tomada da sua base até a regido de transicdo
cripta-vilio. Foram medidos os comprimentos de 20 vilosidades e a profundidade de 20
criptas em cada lado dos cortes, além das areas de 10 vilos e 10 criptas de cada lado na
seqiiéncia em que se encontravam. As estruturas foram medidas de ambos os lados do
corte (direito e esquerdo) para se atenuar, através de médias, quaisquer alteracdes de
mensuracdo devidas a uma possivel inclinagdo da peca no momento da inclusdo na
parafina. No experimento foram mensuradas 160 vilosidades e 80 criptas por animal,

totalizando 1280 vilosidades e 640 criptas por grupo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia
Aviadria — CDPA, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS e no
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), em Eldorado do Sul.

O trabalho foi dividido em quatro experimentos distintos. O primeiro foi
realizado para determinar a melhor forma de coleta e de clivagem dos materiais. O
segundo experimento teve o objetivo de determinar as estruturas histolégicas a serem
medidas nos cortes de intestino. O terceiro para determinar o melhor momento de coleta
pés-morte e no quarto experimento foi utilizada — de forma ilustrativa — a formula

sugerida por Kisielinski et al (2002).

3.1.1 Experimento 1 : Determinacdo da melhor forma de clivagem e dos segmentos

do intestino que mais se prestam a morfometria.

3.1.1.1 Aves

Foram utilizadas 15 aves — frangos de corte linhagem Cobb — com 13 dias de
idade, criadas em gaiolas de metal com &gua e racdo ad libitum. As aves foram
sacrificadas por desarticulacdo cervical e apds a constatacdo da morte dos animais, 0s

mesmos foram necropsiados e coletados os fragmentos intestinais.

3.1.1.2 Coleta das amostras

Foram coletadas duas porgdes de aproximadamente 3cm de comprimento em
cada um dos seguimentos intestinais (duodeno, jejuno, ileo) de cada uma das aves.
Imediatamente ap6s seccdo do 6rgdo, com o auxilio de uma seringa com agulha, foi
realizada a lavagem do lumen intestinal com solugéo de formalina a 10% tamponada
para a retirada do conteudo luminal. Todas as amostras foram identificadas e
acondicionadas individualmente em solugéo de formalina a 10% tamponada.

Cada segmento intestinal foi coletado de duas formas: fechado — sem a

exposicao da mucosa intestinal — e aberto — o qual teve sua mucosa exposta através de
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uma incisdo longitudinal no 6rgdo e posteriormente grampeado em um cartdo de papel
de aproximadamente 3cmx2cm. O grampeamento se deu através da mucosa, fazendo
com que a serosa do 6rgdo permanecesse em contato com o cartdo e o mesmo fosse
fixado distendido.

Os fragmentos de intestino foram coletados dos diferentes segmentos do drgéo,
sendo as amostras de duodeno obtidas da porcéo descendente — proxima ao ventriculo —
e da porgdo ascendente — limitrofe ao jejuno. Para o jejuno foram coletados fragmentos
do jejuno proximal e do jejuno distal, tendo-se como delimitagdo entre as duas porgoes
o diverticulo de Meckel. Por fim, as amostras de ileo foram obtidas na por¢éo localizada

entre 0S Cecos.
3.1.1.3 Clivagem das amostras

As amostras foram clivadas de distintas formas e com aproximadamente 1mm de
espessura, sendo que as longitudinais possuiam, ainda, 15mm de comprimento (cortes

longitudinal e hemicilindro), conforme segue.

Tabela 1 — Formas de coleta das amostras de intestino e a nomenclatura para as distintas
formas de clivagem dos 6rgéos.

Tipo de coleta Forma de clivagem

Transversal (T) — Figura 1
Amostras fechadas Longitudinal (L) — Figura 2
Hemicilindro (H) — Figura 3

Amostras abertas Aberto grampeado (AG) — Figura 4
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Figura 1 — Clivagem Transversal de uma amostra de jejuno de frango de corte (T)
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Figura 2 — Clivagem de uma amostra de jejuno de frango de corte coletada Aberta e
Grampeada (AG)
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Figura 3 — Clivagem Longitudinal de uma amostra de jejuno de frango de corte (L)
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Figura 4 — Clivagem em Hemicilindro de uma amostra de jejuno de frango de corte (H)
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3.1.1.4 Processamento histologico

As amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool,
clarificados em xileno, impregnados e incluidos em parafina. Os materiais sofreram
microtomia para obtencdo de cortes semi-seriados de 4um de espessura e

posteriormente corados com hematoxilina e eosina conforme Luna (1968).

3.1.1.5 Contagem dos campos de observagédo

Utilizando um microscopio Optico (objetiva de 10x) foram realizadas as contagens
dos campos de observagdo microscopica para cada tipo de corte (figura 5). Cada por¢édo
intestinal foi avaliada e o numero total de campos observaveis foi determinado e

devidamente registrado.

Hemicilindro
Campos observéveis

Campos
observaveis

Corte Transversal

Longitudinal

Figura 5 - Imagem ilustrativa da contagem dos campos observaveis nas

diferentes formas de clivagem das amostras.

3.1.1.6 Contagem de vilos

Inicialmente foram contados todos os vilos que cada forma de clivagem e porgéo
do intestino apresentava (vilos totais), posteriormente foram listados apenas os vilos que
se apresentavam viaveis para medicdo, dentro dos critérios estabelecidos neste trabalho.

Como vilos totais entenda-se todos os vilos presentes nos cortes histolégicos,
independente das condi¢cBes em que se encontravam. Nesta categoria foram incluidos
vilos integros, lesados, sem uma base clara, ndo apresentando apice e inimeros outros
artefatos (objetiva de 10x). Para caracterizarmos um vilo como sendo um vilo viavel

para medicdo, o mesmo deveria apresentar as seguintes caracteristicas: deveriam
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apresentar uma base com insercdo clara na submucosa intestinal (objetiva de 10x)
(figura 6), ndo apresentar rompimentos, interrupgdes ou dobraduras no Seu corpo
(objetiva de 4x) (figura 7), possuir um apice com um epitélio colunar simples (objetiva
de 40x) (figura 8).

Figura 6 — Insercdo de um vilo considerado viavel para medicao (seta).
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Figura 8 — Apice de um vilo apto para medico, apresentando epitélio simples (seta).
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3.1.2 Experimento 2: Avaliagdo morfométrica de amostras de intestino de frangos

de corte aos 42 dias de idade.

3.1.2.1 Aves

Foram utilizadas 40 aves — frangos de corte linhagem Cobb — com 42 dias de
idade. As aves foram criadas de forma convencional com &gua e racdo ad libitum. As
aves foram sacrificadas por eletrocusséo e imediatamente apds a constatacdo da morte

dos animais, os mesmos foram necropsiados para as coletas dos fragmentos intestinais.

3.1.2.2 Coleta das amostras

Foram coletadas porgdes de aproximadamente 6¢cm de comprimento do jejuno
de cada uma das aves. Imediatamente ap6s seccdo do 6rgdo, com o auxilio de uma
seringa, foi realizada a lavagem do limen intestinal com solugdo de formalina a 10%
tamponada para a retirada do contetdo luminal. Todas as amostras foram identificadas e
acondicionadas individualmente em frascos contendo solugdo de formalina a 10%

tamponada.
3.1.2.3 Clivagem das amostras

As amostras foram clivadas com aproximadamente 15mm de comprimento e
foram longitudinalmente divididas em duas metades, a partir da linha de inser¢éo do
mesentério (hemicilindro).
3.1.2.4 Processamento histoldgico

As amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool,
clarificadas em xileno, impregnadas e incluidas em parafina. Os materiais sofreram
microtomia para obtencdo de cortes semi-seriados de 4um de espessura e

posteriormente corados com hematoxilina e eosina conforme Luna (1968).

3.1.2.5 Obtencgédo das fotomicrografias digitais
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Foram obtidas imagens de todos os vilos considerados viaveis para mensuracao,
sendo considerados aptos aqueles que tivessem base nitidamente inserida (Figura 2),
corpo sem artefatos (Figura 7) e pice contendo epitélio colunar simples (Figura 4) . As
imagens foram obtidas em uma resolucéo de 1024x768 utilizando-se uma camera digital

Olympus® C7070 e um microscopio trinocular Olympus® CX40.

3.1.2.6 Avaliagéo das estruturas selecionadas para medicao

Apos a selecdo dos vilos aptos para medicdo e da obtengdo das imagens destes
vilos, estes tiveram inimeras estruturas mensuradas com o auxilio do software Motic
2.0%.

3.1.2.6.1 Contagem de células caliciformes
Apos a selecdo dos vilos vidveis para medigdo, foram contadas — nestes vilos —
as células caliciformes presentes. A contagem foi realizada em toda a extensdo do vilo,

de ambos os lados partindo desde a base até a o pice e seguindo pelo lado oposto.

3.1.2.6.2 Altura dos vilos

Os vilos tiveram suas alturas obtidas mensurando-os desde o apice até sua base,

sendo o limite a area adjacente a zona de criptas (Figura 9).
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Figura 9 — Medicdo da altura de um vilo considerado viavel para medi¢éo (a).

3.1.2.6.3 Largura dos vilos

Os vilos tiveram suas larguras determinadas medindo-os desde o topo de um
enterdcito — incluindo os microvilos — até o topo dos enterdcitos do lado oposto. Esta
medicao foi realizada no ter¢co médio da altura dos vilos (Figural0).
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Figura 10 — Medicdo da largura de um vilo considerado viavel para medi¢édo (b) e da
altura dos enterdcitos (d).

3.1.2.6.4 Diametro de criptas

O diametro de cripta foi obtido medindo-se a cripta que se encontrava mais
préxima do vilo medido. Conforme demonstrado na Figura 11.
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Figura 11 — Medicao do diametro de uma cripta (c).

3.1.2.6.5 Altura do enterécito

Foi medida desde a base do enterécito até o extremo de seus microvilos. Esta
medida foi realizada no terco médio da altura do vilo (Figura 10).

3.1.2.6.6 Comprimento do nucleo do enterdcito

Foi medida ao longo do nucleo dos enterdcitos, sendo realizada no terco médio
da altura do vilo (Figura 12).
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Figura 12 — Medicdo da altura dos microvilos (e) e da comprimento do nucleo de um
enterdcito (f).

3.1.2.6.7 Altura dos microvilos

Foi medida a altura dos microvilos dos enterdcitos localizados no terco médio da
altura do vilo (Figura 12).

3.1.2.6.8 Espessura de parede

Foi medida a partir do &pice do vilo até a superficie serosa do 6rgdo (Figura 13).



Figura 13 — Medicéo da espessura da parede do jejuno (g).

3.1.2.6.9 Calculo dos indices para as diferentes medi¢des das estruturas intestinais

Para a realizagdo dos célculos foram utilizadas apenas as variaveis que nao
apresentaram diferencas significativas. As demais varidveis aferidas encontram-se
citadas nos Apéndices A a H.

Foram gerados os indices citados abaixo:

e Largura cripta/altura vilo,
e Altura vilo/largura do vilo,
e Altura enterdcito/largura vilo,

e Altura microvilo/altura enterdcito.

3.1.3 Experimento 3: Influéncia do tempo de coleta para a avaliagdo morfométrica

intestinal.

3.1.3.1 Aves
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Foram utilizadas 20 aves — frangos de corte linhagem Cobb — com 42 dias de
idade. As aves foram criadas em aviarios convencionais com agua e racdo ad libitum.
As aves foram sacrificadas por eletrocusséo e necropsiadas para as coletas dos

fragmentos intestinais.
3.1.3.2 Estabelecimento dos tempos de coleta

As aves foram divididas em cinco grupos com quatro aves por grupo. Cada
grupo teve suas amostras de intestino coletadas em distintos tempos ap6s o sacrificio

das aves, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Grupos experimentais e 0s tempos de coleta apds a morte dos animais

Grupo Tempo de coleta ap6s a morte (min)
T1 Imediatamente
T2 10
T3 20
T4 30
T5 60

Todos os grupos foram coletados imediatamente ao término tempo respectivo,

sendo este rigorosamente cumprido.

3.1.3.3 Coleta das amostras

Foram coletados aproximadamente 6¢cm do duodeno de cada uma das aves dos
distintos tempos. Neste experimento foram coletadas amostras de duodeno pelo fato de
ainda ndo se ter os resultados do Experimento 1. Contudo, existia a hipotese de que a
coleta do intestino fechado era melhor opcéo de coleta para a analise morfométrica.

Imediatamente apds a coleta, utilizou-se uma seringa e solugdo de formalina a
10% tamponada para realizar a lavagem do lumen das amostras, com o objetivo de
remover o conteldo luminal. As amostras foram acondicionadas individualmente em

frascos contendo solugéo de formalina a 10% tamponada.
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3.1.3.4 Processamento histoldgico

As amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool,
clarificados em xileno, impregnados e incluidos em parafina. Os materiais sofreram
microtomia para obtencdo de cortes semi-seriados de 4pum de espessura e

posteriormente corados com hematoxilina e eosina conforme Luna (1968).

3.1.3.5 Obtengédo das fotomicrografias digitais

Foram obtidas imagens de todos os vilos considerados viaveis para mensuracao,
sendo considerados aptos aqueles que tivessem base nitidamente inserida (Figura 2),
corpo sem artefatos (Figura 3) e apice contendo epitélio colunar simples (Figura 4). As
imagens foram obtidas em uma resolucéo de 1024x768 utilizando-se uma camera digital

Olympus® C7070 e um microscopio trinocular Olympus® CX40.

3.1.3.6 Avaliagéo das estruturas intestinais

Foram medidas nas amostras as estruturas anteriormente citadas no Experimento
2, conforme segue: altura de vilo, largura de vilo, espessura de parede, diametro de

cripta, altura do nucleo do enterdcito, altura do enterdcito e altura dos microvilos.

3.1.4 Experimento 4: Aplicagdo da formula, segundo Kisielinski et al (2002), para

o calculo da &rea de superficie absortiva intestinal

A partir dos valores dos itens mensurados no Experimento 2, se decidiu aplicar a
formula para o célculo da superficie de absorgdo apenas com carater ilustrativo, pois
assim poderiamos observar o comportamento das varidveis para o calculo da superficie
absortiva. Para tanto, se utilizou a formula sugerida por Kisielinski et al (2002),

conforme segue:
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2 2
/ largura vilo largura cripta \ largura vilo\
(largura vilo x altura vilo) <+ \ 2 + 2 l X 2 }

. - 2
(Iargurawlo + Iarguracrlpta\

2 2 )



4 RESULTADOS

4.1 Resultados do Experimento 1

36

Os resultados do Experimento 1 sobre a melhor forma de coleta e clivagem das

amostras de intestino estdo descritos nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Valores médios das contagens do numero de campos de observacdo das
amostras de intestino de frangos de corte com 13 dias de idade.

Porcéo e clivagem

N° de campos de observagéo

JPFH 9,76
DAFH 9,33%
IPFH 9,21%
DAFT 6,717
DAFL 6,28%°
JPFT 6,20%°
IDAG 6,15
IPFT 6,00
JPFL 6,00
JDAG 5,69
DDAG 5,30°
IPFL 3,66°

Letras mindsculas distintas na mesma coluna caracterizam diferenca significativa.

p<0,05
DAFL
DAFH
DAFT
DDAG
IDAG
JPFL
JPFH
JPFT
IDAG
IPFL
IPFH
IPFT

Com o0s

Duodeno ascendente fechado longitudinal
Duodeno ascendente fechado hemicilindro
Duodeno ascendente fechado transversal
Duodeno descendente aberto grampeado
Jejuno distal aberto grampeado
Jejuno proximal fechado longitudinal
Jejuno proximal fechado hemicilindro
Jejuno proximal fechado transversal
ileo distal aberto grampeado
ileo proximal fechado longitudinal
ileo proximal fechado hemicilindro
Jejuno proximal fechado transversal

resultados apresentados na tabela 3, podemos observar que

independentemente da porcéo intestinal coletada (duodeno, jejuno ou ileo) a forma de

coleta “fechada” e a clivagem “hemicilindro” sdo as que oferecem um maior numero de

campos observaveis por amostra.
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Tabela 4 — Valores médios do nimero de vilos vidveis para a medicdo de amostras de

intestinos de frangos de corte com 13 dias de idade.

Porcéo e clivagem

N° de vilos vidveis para a medicéo

IPFH
JPFL
JPFH
JPFT
DAFH
DDAG
IPFT
JDAG
IPFL
DAFL
IDAG
DAFT

20,57
18,23%
15,612
5,90%
5,75%°
5,697
2,90
2,30°
1,88°
1,85°
1,30°
0,64°

Letras mindsculas distintas na mesma coluna caracterizam diferenca significativa.

p<0,05
DAFL Duodeno ascendente fechado longitudinal
DAFH  Duodeno ascendente fechado hemicilindro
DAFT  Duodeno ascendente fechado transversal
DDAG  Duodeno descendente aberto grampeado
JDAG  Jejuno distal aberto grampeado

JPFL Jejuno proximal fechado longitudinal
JPFH Jejuno proximal fechado hemicilindro
JPFT Jejuno proximal fechado transversal
IDAG ileo distal aberto grampeado

IPFL ileo proximal fechado longitudinal
IPFH ileo proximal fechado hemicilindro
IPFT Jejuno proximal fechado transversal

A tabela 4 mostra que as amostras de jejuno estdo entre as trés maiores médias

de contagens de vilos vidveis para medicdo, sendo que a forma de clivagem

“hemicilindro” também est presente em duas das trés maiores médias de vilos vidveis

para medicéo.

4.2 Resultados do Experimento 2

Os resultados do Experimento 2, sobre a avaliagdo morfométrica dos intestinos

estdo descritos nas tabelas 5 a 7.



Tabela 5 - Relacdo da largura de cripta pela altura do vilo
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Amostra de jejuno Largura de cripta/altura de vilo
33 0.05000645%
37 0.04858444
35 0.04715408?
19 0.04574743%
29 0.04553245%

2 0.04398353%
24 0.04104578%
26 0.04061215%
13 0.04052720%

1 0.04038677 %
27 0.04025264 2
34 0.03992370*%
39 0.03883882*%

9 0.03845724 %
36 0.03743221%
20 0.03702819%

6 0.03581892*%
11 0.03567307 2

4 0.03541285%
25 0.03424838%
15 0.03408313%

3 0.03394917%

5 0.03307898*%

8 0.03299232%
30 0.03281913%
12 0.03276358 %
38 0.03241531%
10 0.03231256 %
21 0.03197800%
31 0.03089754 *
40 0.03000175%
23 0.02995321 %
18 0.02896312*%

7 0.02678798 2
22 0.02669787 2
17 0.02652856 2
14 0.01848150%

Letras mindsculas distintas na mesma coluna caracterizam diferenca significativa.

p<0,05

Na Tabela 5 ndo se observou diferenga significativa entre os indices calculados

entre a largura de cripta dividida pela altura do vilo.



Tabela 6 - Relacdo da altura do vilo pela largura do vilo

Amostra de jejuno Altura de vilo/largura de vilo
14 27.043365°
18 25.403103°
22 20.548115%
27 20.293614*°
34 20.213768%

7 19.953451°
19 19.247013°
30 19.229749°

9 19.008208°
33 18.780752°
40 18.649186°
29 18.162881°
37 18.126003°
25 17.749182°
17 17.620122°
21 17.512096
12 17.494617°
39 17.475030°
11 17.470182°
23 17.382283°

5 17.346842°
38 16.943924°
31 16.844865°

4 16.813577°

8 16.660119°
24 16.635842°
35 16.343589°
20 16.128333°

1 16.107908°
26 15.958652°
15 15.348002°
10 15.314889°
13 15.232663°

3 14.994954 2

6 13.857601°

2 13.668913°
36 13.060213°

Letras mindsculas distintas na mesma coluna caracterizam diferenca significativa.
p<0,05

Conforme a Tabela 6, o calculo dos indices para altura do vilo dividida pela

largura do vilo ndo demonstrou diferengas significativas.



Tabela 7 — Relag&o da altura do enterdcito pela largura do vilo
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Amostra de jejuno Altura de enterdcito/largura de vilo
2 0,91906899°
12 0,54524481%°
29 0,53249078%
31 0,52232796%
40 0,52041762%
9 0,51390923%
33 0,50986782%°
35 0,50262131%
34 0,50225428%
11 0,49307920%
38 0,49112697%
15 0,48753188%
36 0,48634292%°
17 0,48502788%
30 0,48334745%®
5 0,47236842%
39 0,47111718%®
37 0,46792045%
27 0,45898863°
22 0,45755592°
24 0,45620968%
14 0,45436144%°
23 0,45325036%°
26 0,45024905%
20 0,44911633%
7 0,44822593°
3 0,44785969%"
18 0,44714751%
25 0,44569057%°
13 0,44487833%
19 0,44249672°
6 0,43107193%
10 0,43106596"
1 0,42823037°
21 0,42735475°
4 0,41703591%
8 0,40657088%

Letras mindsculas distintas na mesma coluna caracterizam diferenca significativa.

p<0,05

N&o se obteve diferenga significativa para a maioria das amostras quando a

altura do enterdcito foi dividida pela largura do vilo.
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Tabela 8 — Demonstra a relacéo altura de microvilo dividida pela altura do enterdcito.

Amostra de jejuno Altura do microvilo/altura do enterécito
10 0.08561901°
27 0.06249138%
26 0.06234545%°
18 0.06125094%
13 0.06121466%
23 0.05979442%
19 0.05973742%
22 0.05929525%
24 0.05737466%

7 0.05491879%
1 0.05442590%
4 0.05440592%
21 0.05375821%
14 0.05364919%"
9 0.05213372%
20 0.05182507%°
5 0.05013928%
37 0.04982996%"
30 0.04905109%°
33 0.04891406%°
8 0.04716534%
35 0.04606832%°
39 0.04534824%°
11 0.04480662%°
6 0.04338617%"
17 0.04335742°
40 0.04302414%
25 0.04290819%
15 0.04284715%®
34 0.04276395%
3 0.04218997%
12 0.04160790%°
31 0.03989392%
29 0.03923988%"
36 0.03840832%
38 0.03783716%
2 0.03709843%

Letras mindsculas distintas na mesma coluna caracterizam diferenca significativa.
p<0,05

N&o se obteve diferenga significativa para a maioria das amostras quando a

altura do microvilo foi dividida pela altura do enterdcito.
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4.3 Resultados do Experimento 3

Os resultados da morfometria intestinal do Experimento 3 ficaram
comprometidos devido os rigidos critérios de selecdo dos vilos para classifica-los aptos
para medicdo. Isso pelo fato de que, a partir do Tempo 2 (10min apds a morte), foi
detectada autolise em estado inicial, caracterizada pela descamacgdo do epitélio apical
das vilosidades. Estas alteragdes inviabilizaram a mensuragéo da altura dos vilos, com
excecdo do T1 onde foi possivel a medicdo das microestruturas, os demais tempos

foram descartados.

4.4 Resultados do Experimento 4

Devido ao fato da aplicagdo da formula sugerida por Kisielinski et al (2002) ter

um carater ilustrativo, os resultados estdo descritos no Apéndice 1.
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5 DISCUSSAO

A execugdo do trabalho teve como agente catalisador a falta de convergéncia
entre diversos autores sobre os métodos e os critérios de obtencdo das amostras e das
estruturas mensurdveis nestas. Como exemplos podemos citar Alvarenga et al (2004),
que coletaram anéis de 5cm de cada um dos segmentos do intestino delgado; por sua
vez, Okamoto et al (2009) coletaram amostras de duodeno proximal com 1cm de
comprimento, que foram abertas pela margem mesentérica, estendidas pela serosa e
fixadas em solucdo de Bouin por 18horas entes de serem transferidas para uma solugdo
de alcool a 70%. Shiriashi et al (2009) também usaram uma metodologia distinta das
anteriores citadas, os pesquisadores coletaram amostras de ileo na forma de anéis e 0s
lavaram com solucdo de NaCl 0,9%, posteriormente fixaram o0s drgdos em solugéo de
Bouin. Outra metodologia distinta foi utilizada por Fukauama et al (2005), que
coletaram amostras de intestino com 1,5cm de comprimento, lavaram imediatamente as
amostras com agua destilada, fixaram em solucdo de Bouin por 24h e depois
transferidas para um meio de &lcool 70%. Caruso e Demonte (2005) estudando ratos,
coletaram 1cm de intestino delgados dos animais, fixaram em formol 10%, refrigeraram
as amostras por 24h e posteriormente acondicionaram em meio éalcool 70%. Nesta
pequena revisdo podemos observar a diversidade metodoldgica que envolve os trabalhos
com intestino, sendo que a Unica concordancia na maioria dos casos € a falta de
detalhamento da forma de obtengdo das amostras e do método aplicado.

A mesma dificuldade foi observada na obtencdo de critérios para mensuragao
das microestruturas intestinais. Existe uma discordancia metodolégica imensa, assim
como a falta de detalhamento dos critérios de eleicdo das medidas, que praticamente
impossibilitam a reproducéo da maioria dos experimentos consultados.

Inicialmente, se decidiu por estabelecer a melhor forma de coleta e clivagem das
amostras, sendo assim, foram avaliadas quatro formas de clivagens para as diferentes
porcdes intestinais. O objetivo foi buscar as combinagdes (porgdo-clivagem) mais
indicadas para a avaliagdo morfométrica. Como resultado observou-se que as amostras
de intestino coletadas fechadas e clivadas longitudinalmente — denominadas de
hemicilindro — foram as que se mostraram mais eficientes para obtencdo das medidas
intestinais. O resultado concorda com KALIL (2000), que diz que os cortes de intestino
delgado devem ser sempre no sentido longitudinal, para obter preparag@es histologicas

sem vilosidades falsamente alargadas. O pesquisador também salienta que quando o
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objetivo € a obtencdo de medidas, de valores numéricos e de proporcdes referentes ao
intestino, é necessario ter cuidado, pois o intestino € uma estrutura muito elastica e
sujeita a interferéncia como a manipulacdo, a temperatura, os fixadores e o
processamento.

O intestino é um 6rgdo muito sensivel e requer muita cautela & manipulacéo.
Neste estudo se optou por adotar critérios rigorosos para que um vilo fosse apto a
medicdo. Ele ndo deveria apresentar artefatos em seu corpo (dobraduras, rupturas,
estrias e outras), deveria ter uma base claramente inserida e um &pice apresentando
epitélio colunar simples. Os artefatos no corpo do vilo podem “reduzir” seu tamanho —
as dobraduras, por exemplo — ou aumentd-lo, como € o caso das estrias ou dos
desprendimentos (rupturas). A base claramente inserida indica que o vilo realmente
pertence aquele plano de corte, assim como o pice apresentando epitélio simples, que
sugere que o vilo foi seccionado o mais proximo possivel de sua linha sagital. Todas
estas caracteristicas fazem com que as medicOes sejam feitas com uma margem de
seguranga maior, evitando possiveis distor¢des & medigao.

Apos a obtencdo das medidas, verificou-se parte delas — altura de vilo, espessura
de parede, contagem de células caliciformes e altura do nucleo — apresentaram
diferencas significativas entre as aves e uma grande amplitude de valores e foram
descartadas. As demais varidveis morfométricas mensuradas - altura de
microvilosidades, altura de enterécito, largura de vilo e largura de cripta — nédo
evidenciaram importante diferenca significativa entre os intestinos estudados e foram as
selecionadas para a obtencéo das caracteristicas morfométricas dos jejunos estudados.
Para tornar as variaveis ainda mais homogéneas, foi estabelecida uma relagdo entre as
mesmas (largura cripta/altura vilo; altura vilo/largura vilo; altura enterécito/largura vilo
e altura microvilo/ altura enterdcito) com o intuito de reduzir a variabilidade
apresentada pelos nimeros absolutos. Apds a realizacdo destes calculos relativos
chegou-se a valores que, ndo diferenciaram significativamente entre si (largura de cripta
dividida pela altura do vilo e altura do vilo dividida pela largura do vilo) ou havia
diferenca significativa em pequeno nimero das amostras (altura do enterdcito dividido
pela largura do vilo e altura de microvilo dividida pela altura do enterdcito) e estas
varigveis foram escolhidas como pardmetros a serem medidos.

Houve a necessidade de estabelecer relacdo entre as varidveis porque se

observou grande diferenca nas medicdes absolutas obtidas em animais normais e
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saudaveis. Esse foi um alerta para os cuidados que se deve tomar quanto a selecdo de
varigveis utilizadas na histomorfometria intestinal em razdo do presente estudo ter
utilizado apenas aves sem alteraces histopatoldgicas no intestino. Sendo assim, em
trabalhos futuros, quando se utilizarem intestinos com lesdes de qualquer etiologia —
seja infecciosa, parasitaria ou toxica — onde haja alteracéo estrutural do 6rgdo, deverdo
ser usadas as varidveis escolhidas neste experimento na avaliagdo da morfometria
intestinal.

Outro resultado importante obtido neste estudo é referente ao tempo de coleta
das amostras de intestino. Devido aos critérios rigidos de selecdo dos vilos aptos a
medicdo, todas as amostras de intestino coletadas com 10 minutos pds-morte ou mais,
apresentaram algum nivel de autdlise capaz de inviabiliza-la para a realizacdo da
histomorfometria. A partir dos 10 minutos apds a morte do animal ja foram observados
alteracbes no &pice das vilosidades, ndo permitindo que as mesmas fizessem parte das
aptas a serem medidas. Visto que na maioria das vezes o intestino € o Ultimo érgéo a ser
analisado em uma necropsia, existe uma grande probabilidade de que as amostras nédo se
prestem & avaliacdo histomorfométrica na maioria dos casos das coletas de intestinos no
campo. Assim, quando pelo menos um dos objetivos da coleta de visceras for a
histomorfometria intestinal, deve-se realizar a coleta do 6rgdo imediatamente ap6s a
morte do animal.

O célculo da éarea da superficie absortiva intestinal utilizando a férmula
proposta por Kisielinski et al (2002) foi realizado com carater meramente ilustrativo,
pois ndo foram utilizados distintos tratamentos no presente estudo, o que impossibilita a
avaliacdo dos resultados de forma mais satisfatéria. Contudo, estabeleceu-se um
intervalo de valores normais para a capacidade absortiva intestinal para frangos de corte
aos 42 dias de idade.

O presente trabalho servird de alicerce para os futuros projetos que envolverem a
avaliacdo morfométrica intestinal, pois elucidou inimeras questdes quanto a forma de
coleta das amostras, ao tempo maximo de coleta, a forma de clivagem, a escolha das
varigveis a serem medidas e outras tantas questdes praticas que se apresentaram durante
a execugdo do mesmo. Entretanto, outras questdes surgiram, tais como: existe diferenca
entre a histomorfometria intestinal em aves de diferentes idades? Aves com diferentes
aptidBes — corte ou postura — apresentam distintas caracteristicas histomorfométricas? O

fato € que se deve ter cuidado ao analisar-se a morfometria intestinal em experimentos
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futuros, pois existe a necessidade incondicional da presenga de um grupo controle para
balizar as mensuragdes, pois cada experimento deve gerar oS seus dados de

normalidade, evitando-se extrapolacdes.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nos quatro experimentos realizados neste

estudo, podemos concluir:

As amostras de intestino coletadas fechadas e clivadas em hemicilindro
foram as que se mostraram mais adequadas para obtengdo das medidas
intestinais;

O intestino é um érgdo muito sensivel e requer cautela a manipulacéo, sendo
que neste estudo adotaram-se critérios rigorosos para que um vilo fosse apto
a medicdo. Ele ndo deveria apresentar artefatos em seu corpo (dobraduras,
rupturas, estrias e outras), deveria ter uma base claramente inserida e um
apice apresentando epitélio colunar simples;

As medidas de altura de vilo, de espessura de parede, de contagem de células
caliciformes e de comprimento do nucleo ndo foram confiaveis para a
avaliacdo morfométrica, pois apresentaram diferencas significativas entre as
aves e uma grande amplitude de valores;

Foi estabelecido que a altura das microvilosidades, altura do enterdcito,
largura de vilo e largura de cripta sdo as medidas mais confidveis para a
avaliacdo morfométrica de intestinos de frangos de corte;

A realizacdo de célculos relativos como a largura de cripta/altura do vilo,
altura do vilo/largura do vilo, altura do enterdcito/largura do vilo e altura de
microvilo/altura do enterdcito apresentaram valores com pouca ou nenhuma
diferenca significativa, sendo uma possibilidade para a obtencéo dos valores
para avaliacdo morfométrica intestinal,

Todas as amostras de intestino coletadas com tempo superior a 10 minutos
pos-morte apresentaram algum nivel de autdlise capaz de inviabiliza-las para
a realizacdo das histomorfometrias, seguindo os critérios rigidos de sele¢éo

dos vilos aptos & medicéo;
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