Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Efeitos da suplementacéo de levedura autolisada de Saccharomyces
cerevisiae sobre o desempenho e a imunidade intestinal de frangos de corte

José Guilherme Morschel Barbosa

Dissertacdo apresentada para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentracdo: Ciéncia
Animal e Pastagens

Piracicaba
2016



José Guilherme Morschel Barbosa
Médico Veterinario

Efeitos da suplementacéo de levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae sobre o
desempenho e a imunidade intestinal de frangos de corte

Orientador:
Prof. Dr. JOSE FERNANDO MACHADO MENTEN

Dissertacdo apresentada para obtengao do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentragdo: Ciéncia
Animal e Pastagens

Piracicaba
2016



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagéo
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Morschel Barbosa, José Guilherme

Efeitos da suplementacédo de levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae
sobre o desempenho e a imunidade intestinal de frangos de corte / José Guilherme
Morschel Barbosa. - - Piracicaba, 2016.

77 p.

Dissertacdo (Mestrado) - - USP / Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”.

1. Saccharomyces cerevisiae 2. Imunidade intestinal. 3. Prebidtico. 1. Titulo



AGRADECIMENTOS

A Deus, acima de tudo pelo dom da vida e por guiar e iluminar-me incessantemente,
dando-me ainda mais forca para continuar e seguir sempre em frente nos momentos de mais
dificuldade.

A minha querida familia que ¢ base forte e essencial na minha trajetoria. Em especial
aos meus pais Julio Telesca Barbosa, Edymara Inez Morschel Barbosa, minha irma Juliana
Morschel Barbosa e meu cunhado Pedro Mattos de Matos.

A Universidade de S&o Paulo — Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’ e ao
Departamento de Zootecnia pela oportunidade inigualavel de realizar o curso de Mestrado ao
fazer parte do programa Ciéncia Animal e Pastagens, referéncia e exceléncia no ensino da pos
graduacao.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pela
concesséo da bolsa de Mestrado.

Ao prof. Dr. e orientador José Fernando Machado Menten por acreditar no meu
potencial e depositar confianca para a realizacdo das pesquisas e principalmente, pelos
ensinamentos e conselhos concedidos a todo momento. Com toda a certeza, é a grande
inspiracdo de profssional e de carater que todo aluno deve almejar para a sua vida.

Ao prof. Dr. Valdomiro Shigueru Miyada, com todo seu exemplo de luta e coragem,
muito grato pelos ensinamentos e apoio.

A empresa ALERIS por acreditar neste projeto de pesquisa ao conceder o aditivo a
base de levedura autolisada e pela importante contribuicdo financeira para a realizacdo do
experimento e das analises de laboratorio.

A Sandra Vicente Augusto funcionaria e secretaria do nosso Programa que nunca
mediu esforgos pois seu incentivo, apoio e amizade fizeram nossa trajetéria como alunos
tornar-se mais agradavel e proveitosa.

Aos colegas e amigos do Programa de Pos Graduacdo em Ciéncia Animal e Pastagens:
Diana, Glaucia, Jaqueline, Kelen, Maria, Naiara, Natalia, Natalia Yumi, Rafaela, Evandro,
Jodo Pedro e muitas outras amizades construidas nessa jornada.

Um agradecimento especial ao amigo Cristiano Bortoluzzi pelas orientagdes e dicas na
pesquisa cientifica e pelo sinceros conselhos para a vida, e ao amigo André Felipe pelos

grandes momentos de risada e companheirismo compartilhados.



Aos funcionérios da Avicultura, Alexandre e Fil6 e demais colaboradores do
Departamento de Zootecnia de Ndo Ruminantes (Paulo, Edenésio, Gilberto e Augusto) pela
ajuda na conducao das pesquisas.

Ao funcionario Antbnio Carlos da fabria de racGes pela paciéncia e apoio na
fabricagéo das racdes experimentais.

Ao funcionério Henrique pela total disponibilidade em colaborar e oferecer apoio para
a realizacdo dos trabalhos de campo.

Enfim, agradeco a todos que contribuiram de alguma forma para a realizacdo deste

trabalho.



BIOGRAFIA

José Guilherme Morschel Barbosa, filho de Julio Telesca Barbosa e Edymara Inez
Morschel Barbosa, nasceu em Curitiba — PR em 13 de Dezembro de 1989.

Realizou grande parte da educacao primaria no Colégio Bom Jesus, e posteriormente
ingressou no Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)
— RS. Conclui seu estagio final de graduacdo na Universidade da Carolina do Norte junto do
Prestage Department of Poultry Science (EUA), atuando em pesquisas e projetos de extensao
ligados principalmente, a incubacdo e nutricdo de frangos de corte e perus.

Formou-se Médico Veterinario e foi contratado para a vaga de Extensionista Rural na
Tyson Foods do Brasil (JBS), unidade de S&o José - SC, onde prestou assisténcia técnica e
veterinaria a produtores de frangos de corte por um periodo de um ano e meio.

Em Agosto de 2014 foi aprovado no processo seletivo do Programa de P6s Graduacéo
em Ciéncia Animal e Pastagens da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ) / Universidade de S&o Paulo (USP) e iniciou o curso de Mestrado na area de
Avicultura.

Atualmente é Gerente de Contas de Avicultura da empresa americana Agri Stats, lider
e referéncia do segmento de benchmarking comparativo de indicadores de desempenho e
custeio das agroindistrias mundiais de frangos de corte, suinocultura, perus e postura

comercial.



SUMARIO
RESUMO .o e ettt ettt ettt e st et ettt et et et e e ettt et et et et e et erete et et ane e enene et enane et ananeeearenens 7
A B S T R A C T ettt ettt ettt et ettt et et et ettt et et et et e et et eae et et e et e e ete et et eee et eaete et eeaeenn 8
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt ettt ettt et et et ettt et ene e et et et ee et et et aeeeeaneennn 9
LIST A DE TABELAS. ..o e e ettt ettt ettt e et et e et et ettt e et et ete e eeseenens 10
L INTRODUGAO ... eeeeeeesssseeee e eessesssee e esesssseee s 11
O L= N | I V4O 1 TSSOSO 15
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o 17
3.1. ANTIMICROBIANOS MELHORADORES DE DESEMPENHO (AMDS) .....cccovviiiiieie e 17
3.2. ADITIVO ALTERNATIVO A0S AMDS — PREBIOTICOS: LEVEDURA AUTOLISADA DE
SACCHAROMYCES CEREVISIAE c.cvvtuiitteeeteeesstsssssessssessssssssssessssssssssnsteessesssstssnsseessesessssnnnseeees 19
3.3, IMUNIDADE INTESTINAL ettt et e eeeeee e e e e e e e e eeeeeeeeaeaeeeeeeeen e e eseeeeeeeeeennaasseeeeeeeennnnaaeeeees 24
3.4. IMUNIDADE INTESTINAL INATA — CITOCINAS: COMUNICACAO CELULAR DAS CELULAS DO
SISTEMA IMUNE ... et ettt e et e et et e e et e e e e e et e e e et e e e e e et e e e ee e e e e e et e e eeeeaeeeeennaens 28
3.5. PROTECAO DA MUCOSA INTESTINAL: MUCO PROTETOR E JUNGCOES EPITELIAIS ESPESSAS 31
4, MATERIAL E METODOS ..o 33
4.1, EXPERIMENTO DE CAMPO ....ieeiteeetttieseeeeeteessstasssesseseessstasssessseessstnssssesseesssrnnseseesseeens 33
4.2. PROCEDIMENTOS GERAIS DA COLETA EXPERIMENTAL ..vvvueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaneaeeeeeeseennns 36
4.3. ENUMERACAO BACTERIANA DO CONTEUDO INTESTINAL ILEAL E CECAL ..vvvvvveeeeriiinnnee, 36
4.3.1. ENuMEracgao de ENtErOCOCUS SP. ....cviuirteitirieriieieiestesiestesiesiesieeseeeesseseesne e seesnens 37
4.3.2. Enumeracao de Echerichia Coli...........cccoviieiiiiiiiiccccec e 37
4.3.3. Enumeracao de LactobaCilluS SP. .......oviiiiiiiiiiieiesie e 37
4.3.4. Analise dos dados da enumeracao bacteriana ............ccccevveveiieie e sicse e 38
A4, CITOMETRIA DE FLUXO trtuiteeeeeteeeteeaa e e e e e e e eeetaaaseeeeeseemeetaasseeeeseeesneaassseeeeeennnnaaseeeeeeeenns 38
4.4.1. Andlise dos dados de citometria de flUXO........ccoeeeeeeeee oo 39
4.5. EXPRESSAO DE GENES LIGADOS A RESPOSTA IMUNE INTESTINAL evvneeeeeeeeeeeieeeeeeieeeaees 40
4.5.1. Analise dos dados de eXpresSa0 GENICA .........ccvviveiiereeieeie et 41
4.6. ANALISE ESTATISTICA GERAL DOS DADOS E MODELO ESTATISTICO .uuueeeeeieeiieeeeeeeeeeeens 42
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ..o 43
5.1. DESEMPENHO ZOOTECNICO .. eeetteeeeeee et e e te e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeerennens 43
5.2. ENUMERAGCAO BACTERIANA ....oii ittt ittt ittt e e sttt e e e s e s s seab b b e e e s e s e e s s s ssaabbbae e s e s e s s s esasabeees 47
5.3, CITOMETRIA DE FLUXO 1etetttueeeeeeeteeeeeeesaeeeeseeesssaasssseeseseensenassseesresesssnnaasseeeeeeesnnnaaaseeees 50
5.4. EXPRESSAO GENICA INTESTINAL ..tteetttuteeeeeeteeeeteaeseeseeeesstsnsssesssesssstnsassesssesessnnnaaeeeees 55
B. CONCLUSAO ... e s s s s s es e 65

REFERENGCIAS ..o e oo e e oo 67



RESUMO

Efeitos da suplementacéo de levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae sobre o

desempenho e a imunidade intestinal de frangos de corte

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de levedura
autolisada de Saccharomyces cerevisiae fornecida em duas diferentes inclusGes em dietas
para frangos de corte como alternativa a um antimicrobiano sobre desempenho
zootécnico e avaliacdo do sistema imune intestinal pela realizacdo da enumeracdo
bacteriana, citometria de fluxo e expressao intestinal de genes ligados a resposta imune
intestinal. Neste estudo foram utilizados 1260 pintos de corte machos de um dia de idade
da linhagem ROSS AP95® em um experimento de 1 a 35 dias de idade alojados em
galpdo climatizado com cama de casa de arroz nova. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente aleatorizado, com 4 tratamentos e 7 repetigdes, com 45 aves
por boxe. Os tratamentos utilizados foram: T1: racdo basal e sem aditivo — controle
negativo; T2: ragdo basal suplementada com 55 ppm de bacitracina de zinco — controle
positivo; T3: controle negativo + 2 kg/t de levedura autolisada; T4: controle negativo + 4
kg/t de levedura autolisada. As dietas foram & base de milho e farelo de soja, sendo
adicionados as racdes 5% de farelo de trigo e 5% de farinha de penas e visceras (sem
tratamento prévio) com objetivo de impor um desafio nutricional aos animais. Ainda
visando estimular imunologicamente os animais, aos 7 dias de idade, todas as aves foram
desafiadas via ocular com uma vacina viva contendo oocistos de Eimeria sp. na dose
recomendada pelo fabricante. Aos 8 dias de idade e 21 dias de idade, uma ave de cada
unidade experimental, sem jejum prévio, teve sangue coletado e foi sacrificada para
coleta de contetdo intestinal ileal e cecal para realizagdo da emumeracdo bacteriana de
Enterococus sp., Escherichia coli e Lactobacillus sp., e para a coleta do segmento ileal
para avaliar a expressdo génica intestinal de Claudin-1, IL-1pB, IL-4, TLR4 e MUC-2
através da PCR em tempo real. Em relagdo ao desempenho das aves, o tratamento T3
propiciou melhor conversdo alimentar em relagdo a T1 até os 21 dias de idade. Para o
periodo cumulativo, o tratamento T4 propiciou conversdo alimentar semelhante ao T2,
sendo esta variavel melhor para estes tratamentos em relacdo ao controle negativo. Na
enumeracdo de bactérias no ileo, aos 8 dias de idade, os tratamentos T3 e T4 modularam
de forma distinta a contagem de Enterococus sp., e para 0 género Lactobacillus sp.,
ambos os grupos de levedura apresentaram menor contagem em contraste com o controle
positivo. No contetdo do ceco foi encontrado um menor nimero de E. coli para 0s
animais grupo T3, diferentemente para o T2 que propiciou maior contagem. Aos 21 dias
de idade, foi encontrado diferenca na enumeracdo do género Enterococus sp. ileal, cuja
contagem foi menor para 0 T2 em relacdo ao T1. Na na analise de citometria de fluxo,
tendéncias foram observadas aos 8 dias de idade para o percentual de linfocitos T
auxiliares (P=0,16) e para o percentual de linfdcitos B (P=0,12) havendo reducdo com a
suplementacgdo de levedura autolisada. A mesma tendéncia (P=0,19) foi observada aos 21
dias de idade para a contagem de células T citoxicos. Sobre a PCR em tempo real, ndo
foram detectadas diferengas para a expressdo de Claudin-1. T2 e T4 propiciaram aumento
da expressdo génica de IL-1f aos 21 dias de idade em relag@o ao controle negativo, sendo
que T2 também promoveu aumento de TLR-4 aos 8 dias de idade. Tendéncias foram
observadas com a maior expressdo de IL-4 (P=0,06) aos 21 dias de idade pelo T2 e
aumento na expressdo de MUC-2 (P=0,09) pelo T4 aos 8 dias de idade. Os diferentes
padrdes de ativacdo ou ndo de citocinas revela uma estimulacdo da via Th2 pelo controle
positivo (aumento de IL-1P e IL-4) e da via Th17 pelo tratamento suplementado com 4
kg/t de levedura autolisada (aumento de IL-1p).

Palavras-chaves: Saccharomyces cerevisiae; Imunidade intestinal; Prebiotico



ABSTRACT

Effects of an autolyzed yeast from Saccharomyces cerevisiae supplementation on broiler

performance and intestinal immunity

The objective of this study was to evaluate the effects of a Saccharomyces
cerevisiae autolyzed yeast supplementation in substitution of AGP in broiler diets on
performance and immune system (on two different feed inclusions for broilers diets in
replacing AGP on broiler performance and evaluation of immune system trough bacterial
enumeration, flux citometry and intestinal gene expression. For that, 1260 one-day-old
male Ross AP95 chicks were raised from 1 to 35 days of age in a poultry house with new
rice husk as litter. The experiment was arranged in a completely randomized design with
4 treatments and 7 replications, with 45 birds per pen. The treatments were: T1: basal diet
and no additive — negative control; T2: basal diet supplemented with 55 ppm of zinc
bacitracin — positive control; T3: negative control + 2 kg/t of autolyzed yeast; T4:
negative control + 4 kg/t of autolyzed yeast. The corn-soybean meal based diets contained
5% wheat bran and 5% poultry by-product meal (with no previous treatment) in order to
impose a nutritional challenge to the animals. To impose a further immunological
challenge, at 7 days of age, all the birds were eye drop-vaccinated with live vaccine
containing Eimeira sp. oocysts at the manufacturer recommended dosis. At 8 and 21 days
of age, one chick per experimental unit, with no fasting, had the blood collected and was
sacrificed for sampling the ileal and cecal intestinal contents for enumeration of
Enterococus sp., Escherichia coli and Lactobacillus sp. Also, the ileal segment was
sampled for intestinal gene expression of Claudin-1, IL-1p, IL-4, TLR4 e MUC-2 by
RNA extraction through real time PCR. For the performance results at 21 days of age, T3
had the same feed conversion rate of T1. For the cumulative grow-out, T4 had the same
feed conversion rate as T2, being this variable better for the aforementioned tretaments in
comparison to negative control. For ileal bacterial enumeration, at 8 days of age, T3 and
T4 modulated distinctly the enumeration of Enterococus sp., and reduced the counts of
Lactobacillus sp. in comparison to the positive control. In the cecal contents, the
enumeration for E. coli was the lowest for T3, differing from the positive control. At 21
days of age, there was a difference in ileal Enterococus sp., with higher counts for T2
relative to T1. In the flux citometry, tendencies were observed at 8 days of age for T
helper cells (P=0,16) and for B cells (P=0,12), which were reduced in the autolyzed yeast
treatments. The same tendency (p=0.19) was seen at 21 days of age for T activated
cytotoxic cells. For the real time PCR, there was no difference in the expression of
Claudin-1 (P<0,05). T2 and T4 promoted upregulation of IL-1f at 21 days of age
(P<0,05) in comparison to the negative control; additionally, the antibiotic tretatment also
upregulated the expression of TLR-4 at 8 days of age (P<0,05). Tendencies were
observed as upregulation of IL-4 (P=0,06) at 21 days of age by positive control and
upregulation of MUC-2 (P=0,09) by the treatment with 4 kg/t of autolyzed yeast at 8 days
of age. The different profiles in activating or not cytokines reveals a stimulation of Th2
pathway for the positive control (upregulation of IL-1p and IL-4) and Th17 pathway for
the treatment supplemented with 4 kg/t of autolyzed yeast (upregulation of IL-1p).

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; Intestinal immunity; Prebiotic
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1. INTRODUCAO

Ha muitos anos, a producdo de frangos de corte no Brasil ocupa destaque
consideravel como atividade agropecudria de alta produtividade e apresenta indicadores
econdmicos muito satisfatdrios para o setor produtivo e econdmico brasileiro. Avangos como
0 desenvolvimento de linhagens mais precoces e produtivas, a sanidade do processo
produtivo, a nutricdo, a ambiéncia e 0 manejo dos animais tém contribuido significativamente
para melhorar os indices zootécnicos dos planteis avicolas, e consequentemente, agregando
melhores resultados para o processo como um todo.

No contexto da producdo da producdo e oferta mundial das proteinas de origem
animal, de acordo com os dados da ONU (2015), estima-se que a populacdo mundial atingiu
aproximadamente o nimero de 7,3 bilhGes de pessoas. Ao considerar apenas as regides mais
populosas do mundo com no minimo 100 milhdes de habitantes, projeta-se que em regides
como Sul da Asia e Africa Sub-sariana, o percentual de habitantes com renda média diaria
inferior a 1,90 doléres, é de 13,5% e 35,2% respectivamente (WORLD BANK, 2015). Esses
dados de censo populacional e de renda per capita demonstram a oportunidade e a
importancia que o setor de producdo de frangos de corte representa, por meio de seu baixos
custos de producdo, o acesso facilitado dos consumidores a proteina animal de excelente valor
bioldgico.

Em termos de custos, ou valores de mercado, dentre todas as proteinas animais
disponiveis para consumo, a de frango é a proteina com o menor valor de aquisicdo quando
comparado a outras fontes animais. Em Marco de 2016, o custo para 0 consumidor americano
adquirir diferentes fontes de proteina foi de 13,73 dolares para a carne bovina, 8,30 dolares
para a carne suina e 4,16 dolares para a carne de frangos por kg (USDA, 2016). Ainda que 0s
precos das commodities milho e farelo de soja tenham atingido valores recordes no ano de
2015 no Brasil e seus precos cotados nos EUA sendo o dobro em relagédo a década de 90, ja se
encontram estabilizados nas principais bolsas de negociacdo do mundo. Desta maneira, €
evidente que mesmo com 0 aumento dos pre¢cos dos insumos e ingredientes das ragdes, a
carne de frango, dentre as proteinas animais, € a que representa o maior potencial de
competitividade de nicho mercadoldgico e facilidade de aquisicéo.

E muito importante destacar os avancos conquistados na area de sanidade avicola.
Amplamente e por muito tempo utilizados, os antimicrobianos s&o incluidos as dietas com a
funcéo de aditivos melhoradores de desempenho. Os antimicrobianos, quando fornecidos aos

animais em doses subterapéuticas, provocam importantes alteracfes intestinais, ligadas
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principalmente & exclusdo de bactérias patogénicas associadas a desordens entéricas, que
podem ocasionar diminui¢do do desempenho produtivo e/ou morte dos animais.

Entretanto, existe a possibilidade de os micro-organismos patogénicos adquirirem
resisténcia ao antibiotico, devido a adicdo continua nas dietas. Também é possivel a
transferéncia dessa resisténcia a populagdo humana, chamada resisténcia cruzada
(LORENGCON et al., 2007). Diante disso, a Unido Européia baniu, a partir de janeiro de 2006,
a utilizacdo de qualquer antimicrobiano promotor de crescimento na producao animal (KIM et
al., 2011), sendo permitido o uso de antibidticos apenas para fins terapéuticos. De acordo com
0 National Chicken Council (2014) acOes serdo realizadas com a finalidade de restringir ou
proibir o uso de antimicrobianos com fins de melhoradores de desempenho na producao
animal cujo uso também é compartilhado em seres humanos. Sendo assim, antimicrobianos de
uso em seres humanos e com indicacdes de doses subterapéuticas em animais de producdo,
passardo a ser utilizados em animais, Unica e exclusivamente para fins terapéuticos desde que
a necessidade de uso, mediante a prescricao profissional, seja realmente comprovada.

A Organizacdo Mundial de Saude concluiu que o uso de agentes antimicrobianos
como aditivos melhoradores de desempenho na producdo animal trata-se de um grave
problema de satde publica e que um plano global coordenado de acdes deve ser implantado a
fim de diminuir o uso destes aditivos, visto que grande parte dos principios ativos que
compdem os antimicrobianos de utilizacdo em animais também sdo utilizados em seres
humanos (OMS, 2014).

Diversas substancias tém sido pesquisadas com o objetivo de substituir ou reduzir os
antimicrobianos nas dietas dos frangos de corte. Nesse contexto, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, produto derivado da inddstria sucroalcooleira, tem sido foco de intensos estudos.
Dentre os importantes compostos presentes na levedura, os componentes da parede celular,
tais como os mananoligossacarideos (MOS), destacam-se pela capacidade de modular e
estimular a resposta imune intestinal, favorecendo também a proliferacdo de uma microbiota
benéfica ao hospedeiro. Alem disso, os nucleotideos presentes no citosol da levedura também
podem contribuir para a manutengédo da integridade intestinal frente a um desafio imposto.

Por ser um aditivo dotado de muitos componentes celulares capazes de promover
respostas multifuncionais no hospedeiro, a levedura de Saccharomyces cerevisiae €
amplamente utilizada em formulacGes de ragbes para animais, cujas composi¢es sao
distintas, podendo ser o proprio organimo de levedura viva, atuando como probiotico, ou o0s

diversos componentes celulares purificados e fornecidos de forma individual ou conjunta.
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Neste trabalho, utilizou-se a levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae obtida do
processo de fermentacdo da cana-de-agucar, sendo portanto, um aditivo composto pela célula
da levedura cuja composicdo € formada de todas as estruturas celulares juntamente com a
presenca da parede celular.

Diante do exposto, o0 objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da suple mentacéo de
levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae em substituicdo aos antimicrobianos
melhoradores de desempenho em dietas para frangos de corte, sobre o desempenho produtivo

e sua capacidade de modular a resposta imune intestinal.



14



15

2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo de levedura
autolisada em substituicdo aos antimicrobianos melhoradores de desempenho em dietas para
frangos de corte, sobre o desempenho produtivo e sua capacidade de de modular a resposta
imune intestinal atraves avaliagdo da microbiota intestinal, das células imunoldgicas e da

expressao de genes relacionados a sadde intestinal
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Antimicrobianos melhoradores de desempenho (AMDs)

De acordo com o Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal (2013), aditivo é a
substancia, micro-organismo, ou produto formulado, adicionado intencionalmente, que nao é
utilizado normalmente como ingrediente nas formulagdes, tenha ou ndo valor nutritivo e que
melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal ou dos produtos
animais, melhore o desempenho dos animais sadios, atenda as necessidades nutricionais ou
tenha efeito anticoccidiano. De acordo a classificagdo dos aditivos, esses podem ser
classificados categoricamente em seis diferentes classificagdes que incluem produtos como
palatabilizantes, antioxidantes, corantes, vitaminas, aminoacidos, coccidiostaticos e, 0s
aditivos zootécnicos que incluem produtos digestivos (enzimas), equilibradores da flora
intestinal (probioticos, prebidticos) e os melhoradores de desempenho, representados pelos
antibioticos (antimicrobianos) de diversas classes, incluso alguns ionéforos.

Muito antimicrobianos ja foram utilizados para promover melhoras no desempenho
dos animais e grande parte foi proibida para este fim, pois seu uso, mesmo em baixas
dosagens, ou tendem a selecionar bactérias resistentes, ou sdo toxicos para os animais, ou
podem gerar residuos nos tecidos animais tornando o produto animal um risco para o
consumo humano (CASTANON, 2007).

Postula-se que o uso de AMDs em baixas concentracdes nas dietas para aves atua
diminuindo a inflamagéo intestinal, que por consequéncia direciona a energia para o
crescimento e producdo dos animais (NIEWOLD, 2007). A ativacdo prolongada do sistema
imune inato dos animais pode acarretar alteragdes no metabolismo de nutrientes e, por
atuarem impedindo o gasto energético com a reparacdo do tecido intestinal cronicamente
agredido, os AMDs, especialmente a bacitracina metileno disalicilato (BMD) podem
promover a melhora do desempenho dos animais (WOLOWCZUK et al., 2008). Ao comparar
0 mapeamento da expressdo génica do jejuno de frangos de corte alimentados com parede
celular de levedura e com antimicrobiano melhorador de desempenho, Brennan et al. (2013)
verificaram que frangos suplementados com BMD apresentaram aumento da expressdo de
genes ligados a ativacdo inflamatdria intestinal, bem como a genes responsaveis pelas
respostas de combate aos micro-organismos, mas sem alterar o padrdo de expressao génica de

interleucinas ou citocinas. Os autores sugerem que os AMDs adicionados as dietas dos



18

animais promovem a ativacao de genes ligados a resposta inata (inespecifica) do hospedeiro,
sem ativar as respostas mediadas por citocinas pro-inflamatorias.

Os estudos do mecanismo de acdo dos AMDs concentram-se nas interaces entre
antimicrobiano e a microbiota do intestino dos animais. Entre os efeitos diretos dos AMDs,
pode-se citar a diminui¢do na concorréncia por nutrientes e reducdo dos metabolitos toxicos
liberados pelos micro-organismos, responsaveis pela inibicdo do crescimento animal
(ENGBERG et al., 2000). Um dos efeitos observados na adi¢cdo dos AMDs ¢ a reducdo na
epesura da parede intestinal (VISEK, 1978), fato observado também em animais livres de
germes. Frankel (1994 citado por DIBNER; RICHARDS, 2005) sugere que a auséncia ou
diminuicéo de acidos graxos de cadeia curta derivados da fermentac&o bacteriana pode levar a
menor producdo de muco pelas células intestinais, acarretando na diminuicdo da espessura da
parede intestinal. De acordo com Engberg et al. (2000), os AMDs podem reduzir também a
producdo de &cidos graxos volateis e acido laticos, que sdo associados aos metabdlitos da
fermentacdo no microbioma intestinal, e representam um custo energético que nem sempre é
aproveitado pelo animal.

Apesar dos beneficios que a microbiota pode trazer ao hospedeiro, deve-se destacar
que estes micro-organismos sdo consumidores de nutrientes e podem ser custosos ao animal
(YANG; WI; CHOCT, 2009). Os custos associados com estes beneficios podem incluir:
competicdo com o hospedeiro por nutrientes, estimulo ao rapido turnover das células epiteliais
absortivas, secrecdo de componentes téxicos e inducdo de resposta inflamatéria no trato
gastrointestinal (YEGANI; KORVER, 2008). Assim, sabe-se que o adequado balanco
microbiano intestinal é essencial ndo apenas para garantir a saide do animal, mas também
para evitar que os nutrientes dietéticos sejam utilizados de forma inapropriada.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo € que, na maioria das vezes, 0
aumento no nimero de Lactobacillus esta associado com melhor saude intestinal. Entretanto,
Torok et al. (2011) verificaram que a presenca de trés especies de Lactobacillus (L. salivarius,
L. aviarius e L. crispatus) no ileo de frangos estd potencialmente interligado com pior
desempenho, o que pode elucidar os resultados obtidos por Peinado et al. (2013), em que com

a diminuicdo do género Lactobacillus, houve melhor desempenho de frangos.
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3.2. Aditivo alternativo aos AMDs - Prebidticos: Levedura autolisada de

Saccharomyces cerevisiae

Sobre as definicGes funcionais para a classe dos prebioticos, Gibson e Roberfroid
(1995) os definiram como compostos que sdo “ingredientes indigestiveis que afetam
positivamente o hospedeiro ao estimularem seletivamente o crescimento de um ndmero
limitado de bactérias no intestino e assim, promovem a melhora da satde do individuo’.
Posteriormente, com o desenvolvimento apurado desse ramo de aditivos, Roberfroid (2007)
redefiniu os critérios para a classificacdo desses mesmos compostos no grupo dos prebioticos,
afirmando que esses aditivos além de promoverem a fermentacdo microbiolégica no ambiente
intestinal e selecdo de micro-organismos benéficos, devem resistir a acidez gastrica, hidrolise
de enzimas nos animais e a absorcao ao longo do trato gastrointestinal.

Para exemplificar a utilizacdo de aditivos prebidticos na alimentacdo animal, a
levedura de cana-de-agucar (Saccharomyces cerevisiae) integra (GAO et al., 2008; GAO et
al., 2009; ALIZADEH et al., 2016) ou extratos de carboidratos constituintes de parede celular
(mananoligossarideos, fosfoligossacarideos e P—glucanos) tém sido objeto de estudo na
nutricdo de frangos de corte (COX et al., 2010 a; COX et al., 2010 b; RAJAPAKSE et al.,
2010; MUNYAKA et al, 2012; SHANMUGASUNDARAM; SELVARAJ, 2012,
YITBAREK et al., 2012; YITBAREK et al., 2013; SHAO; GUO; WANG, 2013). Outro
componente de levedura amplamente testado em frangos de corte sdo os nucleotideos que
representam excelentes fontes de acidos nucleicos (UAUY, 1994; CARVER; WALKER,
1995; HOLEN; JHONSSON, 2004; MATEO; DAVE; STEIN, 2004). A levedura é obtida a
partir da fermentacdo anaerobica do caldo da cana ou do melaco, no processo de producdo do
alcool, coletada via centrifugacdo do vinho ou via fundo das dornas de fermentacdo e,

posteriormente, submetida a secagem (ZANUTTO et al., 1999) (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma: producéo de levedura autolisada (Créditos ALERIS®)

Derivada do cultivo das leveduras nas dornas de fermentagdo, as leveduras
autolisadas consistem de células fragmentadas as quais contém todos 0s componentes
intracelulares e a fracdo da parede celular. As leveduras autolisadas séo resultado do processo
de degradacéo celular, ativado pelas préprias enzimas da levedura que solubilizam os diversos
elementos celulares nela presentes (REED; NAGODAWITHANA, 1991; SOMMER, 1996).
A utilizacdo da levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae aporta ao animal seus
constiuintes celulares soltveis (autolisados) e metabolitos, para utilizacdo direta tais como
nucleotideos, vitaminas, minerais, proteinas, e organelas celulares utilizadas indiretamente
pelo hospedeiro, dentre os quais se incluem, principalmente os carboidratos estruturais da

parede celular da levedura (mananoligossacarideos e 3-1,3/1,6 glucanos) (Figura 2).
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Figura 2. Processamento das leveduras: obtencdo da célula lisada, extrato e parede celular.

A composicdo dos produtos a base de levedura é muito dependente do processo de
extracdo e autdlise a que os mesmos sao submetidos, e, portanto, € comum encontrar na
literatura muita variagdo na caracterizacdo desses compostos, que resultam em divergéncia ou
auséncia das respostas zootécnicas ou imunoldgicas avaliadas pelos diferentes autores.
Geralmente, a levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae contém 29 — 64% de B-
glucanos, 31% de mananoligassacarideos, 13% de proteina, 9% de lipideos e 1 — 2% de
quitina, sendo sua composicdo dependente fortemente das condicdes de cultivo e obtencdo do
levedo (JAEHRING et al., 2008).

Os produtos comerciais a base de levedura especificos para alimentacdo sdo
utilizados mundialmente na producdo animal, particularmente, na nutricdo de bovinos. Os
beneficios da suplementagédo de levedura para bovinos estdo relacionados com o aumento da
concentracdo de bactérias ruminais totais e celuloliticas, promovendo o aumento da energia
metabolizavel das dietas e, desta maneira, contribuindo para a melhora do desempenho animal
(WALLACE, 1994; NEWBOLD et al., 1995). Entretanto, os mecanismos ou modos de acéo
para suplementacdo em aves parece ndo completamente elucidado, haja visto que o efeito do
aumento da colonizagéo do intestino do hospedeiro por bactérias benéficas ou a supressao de
bactérias patogénicas ndo foram completamente elucidados em trabalhos que avaliaram a
microbiota intestinal (STANLEY et al., 2004; MATHEW et al., 1998).

A imunonutricdo pode ser definida pela suplementacdo dietética de nutrientes
especificos ou aditivos que afetam positivamente as diversas fungdes do sistema imune com o
propdsito de, por exemplo, deteterminar a eficiéncia de resposta do sistema imune e a

resisténcia do hospedeiro a infeccdo de virus, bactérias ou protozoarios. Mecanismos de
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resposta pertencentes ao sistema imunoldgico do animal podem reconhecer estruturas
quimicas similares as encontradas em potentes antigenos e, assim, desempenham um
importante papel como sinalizadores emergenciais para desencadeamento de uma série de
respostas imunes em cascata as quais protegem o hospedeiro do efeito dos agentes agressores.
Sendo assim, potentes agentes imunomodulares devem conter estruturas quimicas capazes de
ativar as respostas do sistema imune (SWIATKIEWICZ; ARCZEWSKA-WLOSEK;
JOZEFIAK, 2014).

As leveduras autolisadas foram utilizadas por muito tempo na producdo animal como
ingredientes proteicos dada a alta concentracdo e alto valor bioldgico desse nutriente, sendo
um substitutivo parcial ao farelo de soja e, por muito tempo, foram utilizadas como fonte de
vitaminas do complexo B. Apesar da constituicdo nutricional variavel dos compostos de
levedura, a levedura autolisada contém compostos com importantes propriedades
imunomodulatérias: mananoligossacarideos (MOS), B-1,3/1,6 glucanos, nucleotideos, inositol
e glutamina, sendo os trés primeiros compostos os mais referenciados nos estudos de
imunonutricio em frangos de corte (SWIATKIEWICZ; ARCZEWSKA-WLOSEK;
JOZEFIAK, 2014).

Na literatura de referéncia, encontram-se publica¢cbes cujos estudos estdo
demonstrados o efeito individual dos compostos de leveduras com propriedades
imunomodulatérias, através da suplementacdo nas dietas de MOS ou nucleotideos, por
exemplo, ou também a suplementacdo de leveduras autolisadas que contém na sua formulagéo
todos os componentes celulares imunoestimulantes, citados anteriormente, assim como
componentes celulares com diverentes fungdes dentre os quais aminoéacidos e vitaminas, e
entre outros.

Para melhor compreender os efeitos imunomodulatérios da levedura autolisada
Saccharomyces cerevisiae, cada componente celular serd brevemente abordado indivualmente
com suas devidas caracteristicas e propriedades de estimulo do sistema imune, bem como
abordar-se-do os efeitos conjuntos dos compontes celulares da levedura diante dos estudos
gue demonstram o uso da levedura autolisada.

As estruturas B-1,3/1,6 glucanos das leveduras sdo longas cadeias de polissacarideos
compostas por numerosas unidades de D-glicose (monémeros) ligadas por ligagdes f-
glicosidicas 1,3 que representam cerca de 85% da estrutura da parede celular de B-glucanos,
juntamente com cadeias laterais de mondmeros de de D-glicose ligadas na posicdo 1,6
(KOLLAR et al., 1997). A estrutura de -1,3/1,6 glucanos das leveduras difere da estrutura de
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B-glucanos de cereais (1,3/1,4), sendo a primeira caracterizada pela alta atividade bioldgica
das quais as propriedades imunoldgicas remontam a presenga das ligacdes f-1,3 na estrutura
dos glucanos. Os B-glucanos das leveduras sdo capazes de se ligarem aos recepectores CR3
especificos de macrofagos através do reconhecimento de carboidratos estruturais celulares
(glicoproteinas), presentes, por exemplo, em antigenos bacterianos. O resultado é o
desencadeamento de uma serie de reacGes que ativam a fagocitose por macréfagos e a
producdo de citocinas e eicosanoides como a IL-1 (interleucina 1), TNF-a (fator de necrose
tumoral) e PGE2 (prostaglandina 2) o que acaba por ativar a proliferacdo de linfocitos CD4" e
CD8" que resultam no aumento da estimulacdo da imunidade inata e adquirida (imunidade
celula e humoral) do individuo (DOITA et al., 1991; ABEL; CZOP, 1992).

Os oligossacarideos sdao carboidratos compostos de pequenas cadeias de
mossacarideos. Alguns desses oligossacarideos tém a o potencial de promover o crescimento
benéfico de micro-organismos no trato gastrointestinal e outros atuam através da competicdo
com bactérias patogénicas através dos sitios especificos de ligacdo no Iumen intestinal. A
manose € o componente principal dos mananoligossacarideos (MOS) e diferentemente dos
fosfoligossacarideos (FOS), encontrados comumente em cereais e cebolas, sua atuacdo mais
comumente citada, se deve principalmente através da competicdo com os sitios ligantes das
bactérias patogénicas. Os MOS também sdo referenciados na litetura como aditivos que
promovem a melhora da salde intestinal indicada pelo aumento do comprimento das
vilosidades intestinais, aumento de células caliciformes (produtoras de muco) e aumento das
populacdes de géneros bacterianos benéficos tais como Lactobacillus e Bifidobactérias e
reducdo das populacdes de bactérias como a Samonella e Escherichia coli (SIMS et al., 2004;
BRUMMER; JANSEN VAN RENSBURG; MORAN, 2010). Outro mecanismo sugerido para
atuacdo do MOS é atraves da modulagdo da atividade do sistema imune, pela estimulacdo da
imunidade intestinal de mucosa que é ativada pelos MOS que atuam como antigenos
microbianos ndo patogénicos (DAVIS et al., 2004).

A propriedade mais reconhecida dos mananoligossacarideos derivados das leveduras
refere-se a propriedade destes aglutinarem bactérias Gram-Negativas que contém estruturas
fimbrias do tipo 1 (lectinas aglutinadas por manoses) pertencentes, por exemplo, a Salmonella
sp. e a Escherichia coli. Esses potentes patogenos séo adsorvidos ou ligados ao MOS ao invés
de se aderirem ao epitélio das células intestinais, movendo-se ao longo do intestino sem
colonizagdo celular. Entretanto, ha evidéncia que o MOS pode atuar como um antigeno néo
patogénico intestinal que possui atividade semelhante aos adjuvantes, atuando de forma

benéfica na funcdo imunologica. Essa propriedade imunomodulatéria € atribuida a presenca
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de estruturas de superficie de defesa que possuem receptores de manose e portanto,
envolvidas no reconhecimento antigénico (ENGERING et al.,, 1997; FERKET; PARKS;
GRIMES, 2002).

As leveduras autolisadas também representam importantes fontes de nucleotideos
derivados do RNA celular da levedura, e estdo envolvidos em diversos processos biologicos,
principalmente como precursores de &cidos nucleicos. Os efeitos imunomodulatérios dos
nucleotideos em diferentes fases do sistema imune foram corroborados em varios modelos de
estudos in vitro e in vivo em animais de laboratério. A suplementacdo de nucleotideos para
ratos imunosuprimidos e infectados com Cryptosporidium parvum promoveu um aumento da
reposta a antigeno especifico na proliferacdo celular do baco, acarretou no aumento da
producdo de IL-2 (interleucina 2), IFN-gamma (interferon gamma) e melhorou a taxa de
sobrevivéncia dos animais, reduzindo a excrecdo de oocistos. O modo de acdo dos
nucleotideos sobre a imunidade ndo é completamente elucidado, mas estd fortemente ligado
com o fato de a répida proliferacdo das células imunoldgicas ndo serem atendidas
completamente com nucleotideos pela sintese de novo e salvamento, e preferencialmente os
nucleotideos da dieta e sanguineos sdo utilizados para essa grande demanda celular
(CARVER, 1994; ADJEI et al., 1999; GIL, 2002).

3.3. Imunidade intestinal

A caracterizacdo da composi¢do dos produtos a base de leveduras deve ser bem
esclarecida, pois os elementos celulares que constituem esses micro-organismos sdo bastante
variaveis e complexos. Ao utilizar levedura Saccharomyces cerevisiae autolisada em uma
dieta para frangos de corte, deve-se considerar, sob o ponto de vista imunolégico, a atuacéo
de diversos componentes celulares tais como beta-glucanos e MOS, presentes na parede
celular, e os nucleotideos intracelulares, por exemplo, na modulagdo da resposta imune
intestinal do hospedeiro.

A resposta imune pode ser dividida em resposta inata e resposta adaptativa. Esta
diferenca estd relacionada aos processos envolvidos na eliminacdo de um agente agressor
apos sua entrada no organismo. A resposta imune inata duraria no maximo 96 horas e, se apos
este tempo 0 agente agressor ainda persistir, 0 organismo lanca mao da resposta adaptativa.
Além da distinta atuagdo das respostas em relacdo ao tempo de exposi¢do, o que as diferencia
fudamentalmente uma da outra é a especificidade
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A resposta inata, como primeira linha de defesa, age por meio das células e
sinalizadores (citocinas), que ndo apresentam especificidade, onde o aparato recrutado para
elimina¢do do antigeno “A” também pode agir sobre um antigeno “B”. Esta resposta pode ser
mais ‘“cara” metabolicamente para o organismo pela nao especificidade, mas sem ela a
resposta adaptativa, que é sindnimo de especificidade, ndo se inicia. O custo metabolico
poderia ser justificado porque na resposta inata um grande nimero de células e citocinas s&o
mobilizadas, e a falta de especificidade acarretaria um dispéndio maior de energia comparado
a resposta especifica, que poderia ser entendida como uma agao “cirargica” (CARON, 2015).

O desenvolvimento do sistema imunoldgico € iniciado durante o periodo embrionario
e continua na primeira semana apo6s a eclosdo. Durante esta semana, ocorre rapido aumento na
populagdo de leucocitos, através dos orgaos linfoides, e este aumento ird mediar a imunidade
celular (RUTZ et al., 2005). O sistema imunoldgico ¢ dividido em imunidade celular e
imunidade humoral, sendo importante que os dois sistemas funcionem de forma integrada
para proteger o organismo contra a¢do de agentes patogénicos (TIZZARD, 2009). O intestino
possui um sistema imunoldgico especializado e representa um dos maiores 6rgdos
relacionados ao sistema imune do animal, sendo considerado a primeira linha de defesa contra
a maioria dos patégenos (GAO et al., 2012).

As aves possuem uma série de particularidades em seu sistema imunoldgico, as quais
as diferenciam dos mamiferos, sob o ponto de vista anatdmico e funcional. Os 6rgdos do
sistema imunolégico das aves podem ser classificados em primarios, 0s quais Ssdo
encarregados pela diferenciacdo das células deste sistema: timo e bolsa cloacal. Ja os 6rgaos
secundarios sdo aqueles responsaveis pela migracdo ou agrupamento de células, formando
sitios de amadurecimento / diferenciacdo e atuacdo: glandula de Harder, bacgo, tonsilas cecais,
placas de Peyer. Orgdos imunes secundarios comecam a desenvolver sua capacidade
imunoldgica na eclosdo e serdo capazes de responder efetivamente a um desafio apenas aos
10 dias apos a eclosdo (YUN et al., 2000).

O timo é um orgdo localizado na regido cervical, proximo do nervo vago e da veia
jugular. E considerado o local de desenvolvimento e amadurecimento dos linfécitos T
(auxiliares, citotdxicos, reguladores e supressores), porém também pode apresentar uma
populacdo de linfécitos B que varia de 5 a 10%, dependendo da idade da ave (MAST,;
GODDEERIS, 1999).

A bolsa cloacal, ou Bursa de Fabricius, é um 6rgdo exclusivo das aves, com
caracteristicas anatdbmicas e estruturais marcantes. Esta estrutura desempenha papel

fundamental no processo de amadurecimento e diferenciacdo dos linfocitos B (papel
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desempenhado pela medula 6ssea em mamiferos). A bursa de Fabricius € o principal 6rgéo
para a sintese e maturacdo de linfdcitos B, onde a diversidade de producgdo de anticorpos €é
gerada.

Em aves maduras o baco é um o6rgédo de defesa com grande acumulacgéo de linfocitos
e macrofagos, importantes para a resposta contra antigenos (POPE, 1999). As aves nao
possuem linfonodos, assim o tecido linféide associado & mucosa (MALT) é encontrado em
diversos locais, como no trato gastrointestinal, trato respiratério e na cabeca. Ao longo do
desenvolvimento do animal, ondas de colonizacdo da mucosa por populac@es linfocitarias
oriundas do timo e bolsa cloacal ocorrem a partir do 4° dia de vida e intermitentemente a
partir dessa idade (BAR-SHIRA; FRIEDMAN, 2005). O MALT é um componente bem
desenvolvido nas aves. O componente intestinal deste tecido mucoso chama-se GALT (tecido
linféide associado ao intestino) e responde por aproximadamente 80% de todo o potencial
imune do MALT. No trato digestorio, o sistema MALT inclui nddulos de agregados linfoides,
como tonsilas cecais, diverticulo de Meckel, placas de Peyer, e a recentemente descrita,
tonsila esofagica (OLAH, 2003). Muitos linfocitos podem ser encontrados na porcdo
intraepitelial e na lamina prépria no TGI. Sdo, em grande maioria, linfocitos T, que possuem
um importante papel de reconhecimento e processamento antigénico (LILLEHOJ; TROUT,
1996).

O intestino, como grande area mucosa, esta sujeito ao contato inicial com a maioria
dos principais desafios sanitarios na exploracdo avicola. Este primeiro contato encontra um
intestino que pela sua prépria constitui¢do ja representa um compartimento e um momento da
resposta imune. Esta resposta é chamada inata pela sua inespecificidade, e particularmente
inata constitutiva. A barreira epitelial mucosa representa este compartimento imune, se
traduzindo em qualidade pela propria viabilidade das células epiteliais e das células
produtoras de muco (CARON, 2015).

Faber e Bdaumler (2014) descrevem que para manter a integridade da mucosa
intestinal, qualquer desafio presente na barreira epitelial precisa desencadear uma resposta
inflamatdria a fim de combater micro-organismos, proteger a superficie da mucosa e reparar
lesBes no epitélio. Isto ndo acontece apenas contra 0s agentes patogénicos, mas também
contra micro-organismos comensais. Para todos 0s micro-organismos é necessaria uma
resposta imune primaria, com consequente estabelecimento de tolerancia imunologica. Por
outro lado, a resposta imunoldgica também estabelece um custo metabdlico para o

hospedeiro.
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O equilibrio entre a defesa dos animais e desafio é imprescindivel na manutencédo da
integridade do intestino. Em situacdo de campo, ha diversos desafios infecciosos, nutricionais
e de manejo que podem afetar esse equilibrio e resultar em problemas sanitarios
(disbacterioses) e reducéo no desempenho (SANTIN; DE MORAES, 2015).

Em todos os segmentos do intestino, existe uma relagdo muito proxima entre o
hospedeiro e sua microbiota, populacdo de microrganismos que habitam o limen intestinal. A
colonizacdo microbiana inicia-se antes mesmo da eclosao, quando a microbiota das matrizes €
passada a progénie através da casca do ovo logo apds a postura (GANTOIS et al., 2009).
Durante os primeiros dias de vida, a colonizacdo da microbiota ainda é instavel, ficando
susceptivel a diversos fatores nutricionais e ambientais.

A intensidade da reacdo imunologica vai depender do tipo de interacdo que o micro-
organismo terd com o hospedeiro. Normalmente, o micro-organismo patogénico tenta atacar
ou invadir as células epiteliais (producdo de moléculas pré-inflamatdrias, como as citocinas),
enquanto bactérias comensais sdo inofensivas. A presenga constante de micro-organismos
comensais nos mesmos niveis de pressdo infectiva induz ao que chamamos de tolerancia
imunoldgica, um estado de ndo reatividade do hospedeiro a um determinado antigeno. Essa
tolerancia é essencial para reduzir o processo inflamatério na mucosa intestinal e afeta
diretamente o desempenho dos animais (SANTIN; DE MORAES, 2015).

A imunidade intestinal inata ou inespecifica, visto que é influenciada pela microbiota
comensal, é até certo ponto, necessaria para a manutencdo do equilibrio ou homeostase
celular, caracterizada pelo estado de tolerancia imunologica. A estimulacdo da resposta imune
intestinal inata é pré-requisito, portanto, para o surgimento de respostas mais especificas e
duradouras, caracterizadas pela resposta imune adaptativa (adquirida) ou especificas. As
respostas imunes especificas sdo caracterizadas pela presenca ou atucdo das células de
mémoria, na sua maioria linfocitos, capazes de reconhecimento de antigenos e montagem de
respostas imunoldgicas rapidas e muito eficientes. Resumidamente, a resposta imune
intestinal inata tem a partcipicdo de agentes sinalizadores (citocinas), células imunoldgicas
fagociticas inespecificas, barreira fisica (epitélio intestinal integro) e barreira quimica (muco
intestinal) (SANTIN; DE MORAES, 2015).
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3.4. Imunidade intestinal inata — Citocinas: comunicacdo celular das células do

sistema imune

A andlise da producdo de citocinas (interleucinas-IL e interferon-INF) pelas células
do sistema imunoldgico é um componente essencial para compreender o funcionamento das
respostas imunologicas, sendo que sdo usualmente divididas em dois grupos: citocinas pro-
inflamatodrias (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-18 e INF-y) e anti-inflamatdrias (IL-4, I1L-10 e TGF-B). A
modulacdo da producdo destas citocinas deve propiciar um balanco das respostas pro e anti-
inflamatorias para evitar a super estimulagdo do sistema imune (SCHIEPERS; WICHERS;
MAES, 2005).

No sistema imune, as citocinas sdo consideradas os principais fatores de
comunicacgdo entre as células do sistema imune e atuam como agentes imunomodulatérios,
regulando as repostas inatas e adaptativas em resposta a antigenos e agentes infecciosos
(STENGER; ROLLINGHOFF, 2001).

Produtos a base de leveduras sdo considerados como potenciais alternativos a
utilizacdo de antimicrobianos melhoradores de desempenho, devido a sua capacidade de
ativar o sistema imune e promover a competicdo com bactérias patogénicas por sitios de
ligacdo no epitélio intestinal (FERKET; PARKS; GRIMES, 2002; GAO et al., 2008). Os
mecanismos de imunomodulacdo desses aditivos ainda permanecem pouco esclarecidos.
Entretanto, tem-se sugerido que os polissacarideos de parede celular das células das
leveduras, incluindo os mananoligasacarideos e (-1,3/1,6 glucanos, podem atuar como
intermediadores da resposta imune, pois sdo estruturas que expressam superficialmente o
padrdo molecular associado a patdogenos (PAMP), presente também em moléculas
microbianas, tais como lipopolissacarideos e peptidioglicanos, e assim sdo reconhecidos por
células especificas do sistema imune do animal. Essas células que reconhecem esse padrédo de
superficie celular sdo dotadas de receptores de reconhecimento padréo (PRRS) e pertencem a
rede celular envolvida com a reposta inata do animal (FERKET; PARKS; GRIMES, 2002;
SHASHIDHARA; DEVEGOWDA, 2003; MOGENSEN, 2009).

A inflamacdo tecidual ocorre quando macrofagos residentes sdo ativados ao
reconhecerem o antigeno de superficie PAMP presentes na parede celular de leveduras ou de
agentes patogénicos através dos PRRs. Os macrdfagos estimulam a producéo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B ¢ IL-6) que ativam as celulas do endotélio vascular a expressarem
moléculas de adesdo (selectinas) que iniciam o processo de inflamagé&o tecidual caracterizado
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pelo recrutamento maior e adesdo de leucocitos ao endotélio por meio de quimiocinas e
integrinas, reespectivamente. Além de ser crucial no recrutamento e na amplificacdo dos
mecanismos efetores da imunidade inata, a inflamacdo também é importante em outras
funcbes como remocdo de células e tecidos lesados, inativacdo de toxinas e reparo tecidual.

A modulagdo dos PRRs pelas células do sistema imune inato (incluindo receptores
do tipo Toll, e lectinas tipo C) atraves dos PAMP presentes nos carboidratos estruturais das
leveduras é seguida pela apresentacdo antigénica aos linfocitos T e B e producdo de citocinas
cuja funcdo é mediar respostas imunes futuras (STENGER; ROLLINGHOFF, 2001). Alguns
estudos ja realizados confirmam que os produtos a base de levedura sdo capazes de estimular
o0 sistema imune de frangos de corte através da modulagdo da expressdo génica de PRRs e
citocinas (YITBAREK et al., 2013).

A interleucina 1B (IL-1pB) tem demonstrado seu comportamento tanto in vitro, quanto
in vivo, ser uma citocina de fator de crescimento para proliferacdo de linfocitos B, devido a
inducdo da citocina IL-6, cuja atividade também é regulada pela IL- 1 (DINARELLO,
2009). As IL-1B e IL-6 sdo citocinas pleiotropicas que regulam as respostas imunes, sendo
caracterizadas como citocinas pré-inflamatorias secretadas mediante a inducdo da resposta
imune inata (KAISER et al., 2004). Ao estudarem a suplementacdo de extrato de leveduras a
base de nucleotideos, Yitbarek et al. (2013) ndo encontraram diferencas significativas na
expressao génica de IL-1B no ileo, bursa e bago de frangos de corte suplementados com
nucleotideos mais antibidticos e entre animais do grupo controle positivo (somente
antibidticos).

Ao estudarem os efeitos imunolégicos da levedura integra Saccharomyces
cerevisiae, Gao et al. (2009) mostraram o efeito modulador da suplementacéo de levedura na
modulagéo da reposta de frangos de corte desafiados com Eimeria tenella. A inclusdo da
levedura Saccharomyces cerevisiae propiciou um aumento na contagem dos linfocitos CD4" e
CD8" tanto nos animais desafiados quanto no grupo controle. Os resultados sugerem que a
suplementacdo da levedura pode aumentar o potencial de resposta imune do hospedeiro. As
aves desafiadas sdo muito dependentes da imunidade celular para combater a infecgéo,
mediada principalmente pela presenca de linfocitos T CD8" (linfécitos T citotoxicos) pelo seu
potencial citotoxico. A suplementagdo de levedura também ativou linfécitos T CD4"
(linfocitos T auxiliares). Os linfocitos T CD4" secretam citocinas, como o IFN-y e IL-22, que
ativam macrofagos e modulam a resposta imune (ARSTILA; VAINIO; LASSILA, 1994).

Em frangos de corte, as células T auxiliares efetivas (linfocito T CD4")

desempenham um importate papel na regulacdo da resposta imune. Apds a ativacdo, 0s
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linfocitos T CD4" diferenciam-se em linfécitos T auxilares 1 e/ou 2 efou 17. Essas trés
subpopulacdes de células T sdo caracterizadas pelos tipos diferentes de citocinas por elas
estimuladas (PAUL; SEDER, 1994; VAN DER VEERDONK; NETEA, 2010). Os linfocitos
auxiliares 1 efetores estimulam a producdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1p,
IL-12 e IFN-y que estdo envolvidos na imunidade celular mediada; linfocitos auxiliares 2
efetores produzem citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e IL-4, que estimulam a
proliferacdo de linfocitos B e diferenciacdo em células secretoras de anticorpos no plasma
(HAGHIGHI, 2005). A linhagem de linfocitos Th17 é responsavel por prover ao individuo
um mecanismo Unico de protecdo contra bactérias e patdgenos fungicos pela inducdo da
producdo de citocinas inflamatdrias e outras proteinas. Na presenca, por exemplo, de IL-1B ¢
IL-17, esses linfdcitos auxiliares T também sdo responsaveis por induzirem a granulopoiese,
ou o recrutamento de neutrofilos (heterdfilos nas aves), sendo esses mecanismos importantes
na resposta inata do hospedeiro (SCHWARZENBERGER et al., 1998).

Ao mensurarem a resposta das células T efetoras 1 e 2, por meio da producdo
especifica de citocinas, Alizadeh et al. (2016) demonstraram que a suplementacdo de
virginamicina e de dietas com distintos produtos a base de leveduras (parede celular,
nucleotideos e parede celular mais nucleotideos) promoveram diminuicdo da expressao génica
do IFN-y e IL-12 no baco de frangos de corte ndo desafiados experimentalmente. Além da
supressao da producdo de citocinas pro-inflamatérias, essas mesmas dietas suplementadas aos
animais promoveram a diminuicdo da expressdo génica de 1L-4 e IL-10.

Entretanto, Yitbarek et al. (2013) ao suplementarem monensina (controle),
bacitracina metileno disalicilato (BMD) ou BMD combinado com nucleotideos da levedura
Saccharomyces cerevisiae para frangos de corte, ausentes de desafios imunologico,
verificaram aumento da expressdo génica de TLR-4 no baco e aumento de IL-10 no ileo dos
frangos alimentados com antibidtico e nucleotideos de levedura em contraste com o
tratamento BMD. Nas tonsilas cecais de frangos de corte, 0s mesmos autores verificaram que
os tratamentos BMD e BMD associado com nucleotideos promoveram aumento da expressao
de IL-1p em comparagdo com o tratamento controle a base de monensina, sendo que o
tratamento com a associ¢do de antibiotico mais levedura promoveu também o aumento da
expressao génica de IFN-y no bago dos frangos de corte. A suplementagdo de nucleotideos de
levedura juntamente com antibidtico promoveu a ativagdo conjunta de citocinas pro e anti-
inflamatorias mediadas por células T auxiliares 1 e T auxiliares 2, reespectivamente, em nivel

local (intestino) e sistémico (bursa e baco).
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3.5. Protecédo da mucosa intestinal: muco protetor e juncoes epiteliais espessas

Outro aspecto importante que merece destaque com referéncia a imunidade inata € a
producdo de mucina pelas células caliciformes intestinais. Uni e Smirov (2006) investigaram
a possibilidade de adicdo de mananoligossacarideos na dieta de frangos sobre a biossintese de
mucina e sua secre¢cdo no intestino delgado. Os resultados indicaram que os MOS
apresentaram um efeito estimulador da mucina, propiciando um aumento no desenvolvimento
das células caliciformes, resultando em maior camada de muco. Além disso, a inclusdo de
MOS na dieta aumentou a producédo de RNAm do gene Muc-2.

A mucina 1 (Muc-1) e mucina 2 (Muc-2) sdo 0s genes responsaveis pela encodificacéo
da producdo de mucina. A mucina é feita de glicoproteinas, secretada pelas células
caliciformes e tem como funcédo protetiva de neutralizar patdégenos, impedindo-os de adesédo
junto do epitélio intestinal. Os linfécitos T e as citocinas ativadas pelos linfécitos T auxiliares
2 sdo mediadores da producdo de mucina através do aumento da expressdo dos genes que
regulam a sua producdo (BEUN et al., 2005).

Outro importante mecanismo protetor da mucosa intestinal sdo as tight junctions ou
juncdes espessas (TJ), estruturas proteicas que formam uma barreira entre os enterdcitos e
mantém equilibrada a permeabilidade do intestino, restringindo, assim, a penetracdo e difusdo
de patdgenos na corrente sanguinea (KINUGASA et al., 2000). Essas estruturas sao
compostas de trés tipos de proteinas transmembranais: ocludina, claudina e moléculas de
adesdo juncionais (TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001). Ocludina e claudina sdo os
componenents mais importantes na regulacdo e funcionamento da barreira epitelial dos
enterdcitos (FANNING et al., 1998).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Experimento de campo

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela CEUA. O experimento
foi realizado no biotério experimental do Departamento de Zootecnia da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, de 23 de fevereiro a 06 de abril de 2015. As aves foram
alojadas em um aviario experimental, que possui 25 metros de comprimento por 10 metros de
largura. O aviério é dividido em duas fileiras de 18 boxes cada, totalizando 36 boxes, sendo
que as fileiras sdo separadas por um corredor de 2,0 m de largura. Cada boxe possui area de
4,5 m® e uma porta de acesso ao corredor. O aviario é equipado com 6 ventiladores e com
nebulizador (linhas de bicos aspersores distribuidos em todo galpéo).

Os boxes, contendo 10 cm de cama nova de casca de arroz, foram forrados com
papel durante os trés primeiros dias de alojamento, sendo que cada boxe era equipado de
lampada infravermelha para aquecimento, bebedouro e comedouro infantil. O bebedouro
infantil foi substituido por bebedouro pendular no quarto dia de alojamento e 0 comedouro
infantil substituido pelo adulto ao sétimo dia da criacéo.

Os sistemas de aquecimento e resfriamento do galpdo sdo ligados a um painel
controlador automético de ambiente.

O periodo experimental foi de 1 a 35 dias, utilizando pintinhos machos de peso
médio 47,85 gramas, da linhagem Ross 308 AP95, oriundos de matrizes com idade de 54
semanas de idade. Os pintinhos de um dia de idade foram vacinados no incubatdrio para as
doencas de Marek, Gumboro e bronquite infecciosa e receberam o antibiotico de amplo
espectro de acdo ceftiofur (1 mL para cada 625 pintos de um dia, administrado junto com o
veiculo das vacinas). O antibidtico e a aplicacdo das vacinas fazem parte da rotina do
programa higiénico e sanitario do incubatorio contratado. As aves foram divididas em 4
tratamentos e 7 repeticdes/tratamento, totalizando 28 parcelas de 45 aves cada, totalizando
1260 aves em um delineamento inteiramente aleatorizado. As aves foram inicialmente
separadas for faixa de peso, em seguida distribuidas nos boxes, de forma que o peso das
unidades experimentais fosse o mais homogéneo possivel.

O programa nutricional foi composto por trés racdes experimentais, destinadas as
diferentes fases de criacdo das aves: pré-inicial (1 a 7 dias de idade), inicial (7 a 21 dias de
idade) e crescimento (21 a 35 dias de idade) (Tabela 1). As ra¢des foram fornecidas ad libitum

durante todo o periodo experimental, na forma farelada. Com o objetivo de impor desafio
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sanitario as aves, foi incluida na formulacdo farinha de penas e visceras de aves
(possivelmente contaminadas, isto é, sem tratamento prévio), ao nivel de 5% como
ingrediente nas racdes experimentais de todas as fases. Além disso, também foi utilizado
farelo de trigo com inclusdo de 5% nas dietas experimentais para acentuar o desafio
experimental, uma vez que o ingrediente pode provocar aumento da viscosidade do contetdo
intestinal das aves pelo maior conteudo de fibra. As rac6es foram formuladas para atender as
exigéncias nutricionais de frangos de corte (desempenho regular) nas diferentes fases de
criacdo, de acordo com as Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (ROSTAGNO et al., 2011).

Os tratamentos propostos foram constituidos pela substituicdo de um inerte (caulim)
pelos aditivos (antibidtico ou levedura autolisada) na racdo durante todo o periodo
experimental:

T1: Controle negativo — Racgéo basal, sem inclusdo de aditivos

T2: Controle positivo — Racao basal suplementada com antimicrobiano (55 mg/kg de
bacitracina de zinco);

T3: Racdo basal suplementada com levedura autolisada — 2kg/t

T4: Racdo basal suplementada com levedura autolisada — 4kg/t
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Tabela 1. Composicédo das racGes experimentais

Ingredientes, % Pré-inicial Inicial Crescimento

Milho 48,97 57,76 62,10
Farelo de soja 34,47 26,78 23,27
Farelo de trigo 5,0 5,0 5,0

Farinha de penas e visceras 5,0 5,0 5,0

Oleo de soja 2,40 1,64 1,69
Fosfato bicalcico 1,51 1,11 0,873
Calcério calcitico 0,84 0,98 0,868
Sal comum 0,46 0,44 0,41

DL-Metionina 0,313 0,258 0,226
L-Lisina HCI 0,272 0,296 0,279
L-Treonina 0,061 0,055 0,036
Suplemento vitaminico® 0,150 0,150 0,120
Suplemento mineral? 0,05 0,05 0,05

Cloreto de Colina (60%) 0,08 0,06 0,05

Inerte 0,4 0,4 0,4

Total (kg) 100 100 100

EMAn (kcal/kg) 2925 2980 3050
Poteina Bruta (%) 23,19 20,32 19,15
Lisina digestivel. (%) 1,304 1,141 1,045
Met.+cistina digestivel (%) 0,939 0,822 0,763
Metionina digestivel (%) 0,613 0,529 0,496
Treonina digestivel (%) 0,848 0,742 0,679
Calcio (%) 0,920 0,860 0,750
Faosforo disponivel (%) 0,470 0,384 0,335
Potéassio (%) 0,841 0,726 0,764
Saédio (%) 0,220 0,210 0,200

'DSM Nutritonal products, Composicéo por kg de produto: Vit. A —9.000000 Ul; Vit. D3 — 2500000 Ul;
Vit. E - 20000 Ul; Vit. K3 — 2500 mg; Vit. B1 — 2000 mg; Vit. B2 — 6000 mg; Vit. B6 — 3000 mg; Vit. B12 -
15000 pg; Acido Nicotinico - 35 g; Acido Pantoténico — 12 g; Biotina — 100 mg; Acido Félico —1500 mg;
Szelénio— 250 mg

DSM Nutritional Products, Composigao por kg de produto: Manganés - 160000 mg; Ferro — 100000 mg;
Zinco - 100000 mg; Cobre - 20000 mg; Cobalto - 2000 mg; lodo - 2000 mg

Com o objetivo de impor maior desafio imunoldgico aos animais, todas as aves
foram vacinadas, aos 7 dias de idade, por via ocular com uma vacina contra coccidiose (Bio-
Coccivet R/Biovet), usada na industria na producdo de matrizes, contendo oocistos
esporulados vivos atenuados das seguintes espécies de Eimeria: E. acervulina; E. brunetti; E.
maxima; E. necatrix; E. praecox; E. tenella e E. mitis, na dosagem recomendada pelo
laboratorio.

As aves e a sobra das racoes fornecidas foram pesadas semanalmente (7, 14, 21, 28,
35 dias) para determinacdo das variaveis de desempenho, peso vivo (PV), ganho de peso
(GP), consumo de racdo (CR) e conversdo alimentar (CA). A conversdo alimentar foi

corrigida para mortalidade e calculada conforme Sakomura e Rostagno (2007).
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4.2. Procedimentos gerais da coleta experimental

Aos 8 e 21 dias de idade, uma ave por parcela (sendo sete repeticdes por tratamento)
foi selecionada sem jejum prévio para coleta de sangue. Em seguida, essa ave foi sacrificada
por deslocamento cervical para coleta de conteldo e tecido intestinal. Foram coletados
aproximadamente 2 mL de sangue da veia braquial (ulnar) ou pela punc¢éo cardiaca (somente
para 0s animais de oito dias de idade nos quais a coleta pela veia braquial era impraticavel),
utilizando seringas heparinizadas com o acondicionamento em tubos de ensaio heparinizados
dentro de isopor refrigerado com gelo. Apds a coleta de sangue, um segmento de ileo (2 cm),
localizado na por¢do medial, préximo a juncdo ileoceal, foi coletado e transferido para tubos
eppendorfs acondicionados em gelo seco. Foram coletados também cerca de 5 g de contedo
intestinal do ileo (2 cm apds o diverticulo de Meckel) e 5 g de conteudo cecal de ambos cecos
e cada amostra individualizada foi homegeinizada e acondicionada em tubos falcon mantidos

refrigerados até analise.
4.3. Enumeracédo bacteriana do conteudo intestinal ileal e cecal

Amostras do contetdo intestinal do ileo (2 cm ap6s o diverticulo de Meckel) e de
ambos os cecos foram coletadas. Cada amostra, de aproximadamente 5 g, foi coletada com o
méaximo de assepsia e armazenada em tubos falcon de 15 mL estéreis e mantidas em
refrigeracdo por até 24 horas até o seu processamento.

Para a realizacdo das culturas microbioldgicas, foi necessario pesar 1 g desse
material coletado e homogeiniza-lo. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma
diluicilo 10", sendo 1 g da amostra diluido em 9 mL de solucdo salina 0,85% e
homogeneizadas em vortex por 30 s, sendo que essa constituiu a amostra diluidora para as
subsquentes diluicBes. Assim, procederam-se diluicdes seriadas até 10, pipetando-se 100 pL
da diluicdo anterior em eppendorf com 900 uL de solugdo salina 0,85%, ¢ homogeneizando
em vortex por 10 s. Logo apds, uma aliquota de 100 pL das dilui¢des 10® e 107 foram
semeadas por espalhamento em superficie em cada meio de cultura especifico. Por fim, as
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Apbs o periodo de incubacgédo, o nimero de colbnias de cada placa foi contado com o
auxilio de uma mesa de luz, utilizando como referéncia a descrigdo de coloracdo das col6nias

para cada meio de cultura. As coldnias com crescimento indesejado de fungos, por exemplo,
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foram descartadas da contagem. As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério
de Genética de Microrganismos “Prof. Jodo Lucio de Azevedo” do Departamento de Genética
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo
(USP), Piracicaba — SP, com auxilio da Profa. Dra. Maria Carolina Quecine Verdi e do

técnico do laboratorio, José Antbnio da Silva.

4.3.1. Enumeracéo de Enterococus sp.

Utilizou-se &gar Mueller-Hinton para crescimento e determinacéo da grande maioria
dos isolados clinicos como Staphylococcus spp., Enterococcus spp., enterobactérias e
Pseudomonas aeruginosa. Este agar possui uma substancial fonte de proteinas e carboidratos
que proporcionam o desenvolvimento e crescimento de cepas bacterianas de interesse, sendo
utilizado comumente na medicina humana para teste de sensibilidade em antibiogramas. As

col6nias de Enterococcus sp. nesse meio apresentaram a colorac¢ao branca.

4.3.2. Enumeracéo de Echerichia coli

Utilizou-se agar Eosina Azul de Metileno (E.M.B. Levine - BD) para isolamento de
bactérias entéricas Gram-negativas. A eosina Y e o0 azul de metileno sdo indicadores de
coloracdo e desempenham um papel na diferenciacdo entre fermentadores e ndo
fermentadores de lactose devido a presenca ou auséncia da absor¢cdo do corante nas coldnias
de bactérias. O azul de metileno também funciona como um agente seletivo inibindo as
bactérias Gram-positivas para um grau limitado. As colénias de Escherichia coli nesse meio

apresentaram coloragdo verde metalico brilhante devido a fermentacdo rapida da lactose.

4.3.3. Enumeracéo de Lactobacillus sp.

Utilizou-se o 4gar MRS criado por Man, Rogosa e Shaper para cultivo e isolamento
de Lactobacillus sp. O citrato de aménia, magnésio, manganés e 0s aminoacidos e vitaminas
oriundas de leveduras sdo propicios para o crescimento de lactobacilos. O polisorbato 80
(tween 80) atua como surfactante do meio de cultura que favorece a utilizacdo dos nutrientes
pelos lactobacilos. O acetato de sodio presente no meio de cultura inibe o crescimento de
outros géneros bacterianos. As colonias de Lactobacillus sp. nesse meio apresentaram a

coloragéo branca.
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4.3.4. Andlise dos dados da enumeracéo bacteriana

Os dados para UFC (unidades formadoras de col6nias) obtidos foram transformados
em logiyp e convertidos de UFC/uLpara UFC/mL. Os dados foram analisados pelo
procedimento GLM do SAS (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA), submetidos a
ANOVA e em caso de significancia, as médias dos tratamentos foram comparadas entre si em

dois momentos de coleta (idades) pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.4. Citometria de fluxo

Cerca de 2 mL de sangue foram coletados das aves por puncao cardiaca aos 8 dias de
idade e pela veia ulnar aos 21 dias de idade utilizando seringas contendo heparina (Heparina
sodica — Hepamax, Blausiegel, Sdo Paulo, Brasil), acondiconado em tubos heparinizados
Vacuteiner® (Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA). As amostras coletadas
foram acondicionadas em isopor com temperatura de 4°C até o seu processamento
laboratorial. Todos os anticorpos foram adquiridos da Southern Biotechnology Associates
(USA). O anticorpo camundongo anti-galinha CD45 (conjugado a SPRD — lido no canal FL3)
clone LT40, foi usado para separar os leucdcitos do sangue total. Para identificar as moléculas
em superficie dos leucdcitos os seguintes anticorpos foram utilizados: camundongo anti-
galinha CD4 (clone CT-4, 1gG1, conjugado a FITC); camundongo anti-galinha CD8a. (clone
CT-8, IG1, conjugado a FITC); camundongo anti-galinha CD28 (clone AV7, IgG1, conjugado
a FITC); camundongo anti-galinha MHC tipo II (clone 2G11, IgGlk, conjugado a FITC);
camundongo anti-galinha receptor de célula T (TCR) af (VP1) (clone TCR2, IgGlx,
conjugado a PE); camundongo anti-galinha Bu-1a (clone 21-1A4, de linfdcitos B, conjugado
a PE).

As amostras de sangue total foram tratadas segundo Stabel et al. (2000)
(modificado). Basicamente, 50 uL de sangue total foram incubados por 30 minutos (37°C)
com os anticorpos especificos e fixados com paraformaldeido por 30 minutos a 4°C,
posteriormente acondicionados em tubos de citometria em volume final de 2 mL de PBS +
BSA 1% + Azida 0,02%. Os marcadores descritos foram utilizados para analisar as seguintes
populagdes linfocitarias descritas na Tabela 2: linfocitos T CD4 e linfécitos T CD8 (nao
ativados, ativados, de mucosa), mondcitos, mondcitos supressores, células apresentadoras de

antigeno e linfécitos B.
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A citometria de fluxo foi realizada em um citdmetro de fluxo FACSCalibur® (Becton
Dickinson) e as fluorescéncias dos anticorpos foram detectadas no canal verde FL1 (filtro
530/30 nm) para FITC, canal amarelo FL2 (585/42 nm) para PE e canal vermelho FL3
(695/40 nm) para SPRD. As células sdo selecionadas em gate de CD45", e a expressio
relativa de CD4/TCRVf1, CD8/CD28, Kul/MHCII e Bul ¢ avaliada. Ao menos 10”4 células
sdo contadas no gate de CD45". Os dados computadorizados foram analisados com o software
Cell Quest (Becton, Dickison).

Tabela 2. Anticorpos monoclonais especificos. Anticorpos utilizados neste trabalho com a
reespectiva subpopulacdo de células reconhecidas, e a marcacdo/conjugacao especifica de
cada tipo celular

Células Anticorpos
Linfécitos T auxiliares CD4/TCRvB1/CD45
(CD4"TCRvpI)
Linfécitos T auxilares de mucosas CD4/TCRvB1/CD45
(CD4"TCRvB1Y)
Linfécitos T citotoxicos de mucosas CD4/TCRvB1/CD45
(CD4TCRvVB1")
Linfécitos T auxiliares ndo ativados CD8w/CD28/CD45
(CD8'CD28")
Linfécitos T citotoxicos CD80/CD28/CD45
(CD8'CD28")
Linfécitos T citdxicos ativados CD80/CD28/CD45
(CD8'CD28)
Mondcitos Kul-1/MHCII/CD45
(Kul"MHCII™)
Células apresentadoras de antigenos (APCs) Kul-1/MHCII/CD45
(Kul'MHCII™)
Mondcitos supressores Kul-1/MHCII/CD45
(Kul"MHCII™)
Linfocitos B Bu-1/CD45
(Bu")

4.4.1. Analise dos dados de citometria de fluxo

Todos os quatro tratamentos testados foram comparados entre si em dois momentos
de coletas (idades). Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do SAS (SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Para a formulacdo das figuras foi utilizado o

software GraphPad Prism® 5. Quando necessario, os dados foram transformados em
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transformac&o inversa e logaritimica para normaliza-los e permitir analise por ANOVA e em
caso de significancia, submetidos ao teste de Tukey (P<0,05).

4.5. Expressao de genes ligados a resposta imune intestinal

O segmento ileal foi coletado e armazenado em tubos eppendorfs em isopor com
gelo seco nos momentos da coleta. Posteriormente, foi armazenado em freezer de temperatura
de — 80°C até a subsequente extracdo do RNA, sintese de cDNA e anélise da expressao génica
intestinal das citocinas: IL-1p (interleucina-1p), IL—4 (interleucina-4), TLR4 (receptores do
tipo Toll), Claudin-1 (claudina) e MUC-2 (mucina) utilizando PCR em tempo real (qPCR).

A preparacdo das amostras para gPCR foi desenvolvida de acordo com Horn et al.
(2014). Cada amostra ileal teve o seu RNA isolado mediante a utilizacdo de reagente TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com a recomendacdo do fabricante. O precipitado de
RNA foi suspendido em 20 pL de agua livre de RNAse e armazenado a - 80 °C. A quantidade
de RNA foi verificada por espectofotometria ultravioleta (UV) e posteriormente tratada com
DNAse (Invitrogen, China). A fita complementar de DNA (cDNA) foi sintetizada a partir de
5 uL do RNA total, utilizando oligodT primers e transcriptase reversa (Superscript 1), de
acordo com o manual de instru¢bes do fabricante (Invitrogen, China). A fita sintetizada de
cDNA foi diluida 5 vezes com agua destilada e armazenada - 20 °C antes de ser utilizada.

Os primers que foram utilizados para a PCR em tempo real estdo descritos na
literatura, e ja foram utilizados em experimentos prévios (Tabela 3). A amplificacdo da PCR
em tempo real foi realizada com 25 pL de mistura de reacdo, contendo 5 pL da diluigao de
cDNA, 12,5 pL (duas vezes) SYBR Green PCR Master Mix (Roche, Suica), 2,5 pL. de cada
primer, e 3 pL de agua pura (livie de DNAse e RNAse). O procedimento de PCR para os
genes (IL-1pB, IL-4, TLR4, Claudin-1 e MUC-2) consistiu em realizar um aquecimento da
mistura da reacdo até 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 55
°C, 48°C, 50°C, 51 °C e 52 °C por minuto, para cada primer analisado.
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Tabela 3. Primers e sequéncia utlizados no PCR em tempo real

IL-1B Forward AGAAGAAGCCTCGCCTGGAT
Reverse CCGCAGCAGTTTGGTCAT
IL-4 Forward GAGAGGTTTCCTGCGTCAAG
Reverse TGACGCATGTTGAGGAAGAG
TLR4 Forward AGTCTGAAATTGCTGAGCTCAAAT
Reverse GCGACGTTAAGCCATGGAAG
Claudin-1 Forward TGGAGGATGACCAGGTGAAGA
Reverse CGAGCCACTCTGTTGCCATA
MUC-2 Forward TTCATGATGCCTGCTCTTGTG
Reverse CCTGAGCCTTGGTACATTCTTGT
B-Actin Forward CAACACAGTGCTGTCTGGTGGTA
Reverse TCGTACTCCTGCTTGCTGATCC
28-S Forward GGCGAAGCCAGAGGAAACT

Reverse GACGACCGATTTGCACGTC
Sequéncia de primers obtida de Alizadeh et al. (2016), Shao et al. (2013) e Cox et al. (2010).

A eletroforese em gel foi executada para verificar a especificidade e pureza de cada
primer. A curva de dissociacdo foi analisada em cada placa para confirmar a producdo de
somente um produto. Os dados da PCR foram obtidos da ABI 7500 real time PCR System e
analisados pelo Applied Bio Systems Software. A expressao de mRNA do gene alvo foi
mensurada relativamente a expressdo génica dos reguladores endogenos B-actina (ACTB) e
28-S. A concentracdo relativa de mRNA foi calculada conforme metodologia de Pfaffl
(PFAFFL, 2001). Todas as amostras foram analisadas em quadruplicata.

A razdo de expressao foi determinada através da seguinte formula (onde Ct € o ciclo
onde a amplificacdo da reagcdo de PCR tornou-se linear):

. . I
Eficiéncia gene normalizador™" & normalizador

Razdo de CXPpressao= Ct gene de interesse

Eficiéncia do gene de interesse

4.5.1. Analise dos dados de expressédo génica

Todos os quatro tratamentos testados foram comparados entre si em dois momentos
de coletas (idades). Para analise dos graficos de barra foi feito teste de ANOVA e, em caso de
significancia, seguido pela comparacdo das medias dos tratamentos pelo teste de Tukey
(P<0,05). Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do SAS (SAS Institute Inc.,
Cary, North Carolina, USA). Para a formulacdo das figuras foi utilizado o software GraphPad

Prism® 5.
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4.6. Andlise estatistica geral dos dados e modelo estatistico

Para todos os dados coletados nas diferentes analises, inclusive o desempenho dos
animais, foi verificada a normalidade, independéncia dos residuos dos dados e a
homogeneidade de suas variancias. Todos os dados foram submetidos a anélise de variancia a
5% de probabilidade e em caso de significancia as médias foram comparadas pelo Teste de
Tukey, utilizando o PROC GLM do SAS (9.3). O modelo estatistico adotado foi:

Y(ij) = n + t(1) + &(ij), onde:

Y (ij) = variavel resposta; u = média geral; t(i) = efeito fixo do i-ésimo tratamento (i

= 1,...6); &(ij) = erro experimental, NID (0, ¢°).

Valores de probabilidade foram considerados significativos quando P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desempenho zootécnico

A pesquisa constante por aditivos zootécnicos em substituicdo aos antimicrobianos
melhoradores de desempenho, em funcdo dos relatos do uso de antimicrobianos em
alimentacdo animal estar relacionado diretamente com a resisténcia bacteriana em humanos
(resisténcia cruzada), revela cada vez mais a sociedade, por meio das publicacdes cientificas,
aditivos alternativos naturais ou que séo encontrados facilmente no ambiente em contraste
com as tradicionais moléculas quimicas dos antimicrobianos. Em um recente documento
publicado e intitulado de Estratégia de Resisténcia a Antimicrobianos 5 anos 2013-2018,
Reino Unido (UK Five Year Antimicrobial Resistance Strategy 2013 to 2018), relata-se que
cada vez mais evidéncias cientificas sugerem que os problemas clinicos relacionados as
superbactérias e resisténcia aos antimicrobianos em humanos séo resultados primordialmente
do uso de antimicrobianos em humanos, e ndo em animais.

Além da pressdo exercida pela sociedade médica que clama pelo banimento imediato
dos antimicrobianos em animais, a sociedade consumidora de produtos de origem animal tem
adquirido produtos certificados com a classificacdo de organicos que ndo contém nenhuma
substancia ou molécula quimica envolvida no seu processo de producdo, como exemplo, 0s
antimicrobianos. De acordo com a U.S. Organic Trade Association 2015, a venda de produtos
livre de antibidticos nos EUA cresce 20% por ano desde 2011 indicando uma demanda maior
por esse nicho de mercado especifico no segmento de carnes avicolas.

No presente estudo, verificou-se o potencial de melhora zootécnica de frangos de
corte suplementados com diferentes aditivos no periodo de 1 a 35 dias: antimicrobiano e
aditivo alternativo a base de levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae suplementada
em duas diferentes concentragdes, 2 kg/t e 4 kg/t (Tabela 4). Nas duas primeiras semanas, nao
houve efeito significativo dos diferentes tratamentos avaliados para as variaveis zootécnicas
(P>0,05).
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Tabela 4. Desempenho semanal cumulativo de frangos de corte suplementados com
antimicrobiano ou duas inclusdes de levedura autolisada Saccharomyces cerevisiae

Tratamentos PV (9) GP (9) - CR() CA
1-7 dias
Controle Negativo 196 148 152 1,026
Controle Positivo 201 154 157 1,021
CN + 2 kg/t 202 155 155 1,001
CN + 4 kg/t 201 153 154 1,011
CV (%) 3,55 4,43 2,82 2,28
Valor de P NS NS 0,10 NS
1-14 dias
Controle Negativo 508 460 566 1,230
Controle Positivo 510 463 568 1,226
CN + 2 kg/t 512 464 567 1,220
CN + 4 kg/t 520 472 575 1,218
CV (%) 3,01 3,43 2,64 1,37
Valor de P NS NS NS NS
1-21 dias
Controle Negativo 997 949 1303 1,373 a
Controle Positivo 994 949 1289 1,359 ab
CN + 2 kg/t 1008 960 1291 1,344 b
CN + 4 kg/t 998 950 1300 1,368 ab
CV (%) 3,01 3,43 2,64 1,37
Valor de P NS NS NS 0,02
1-28 dias
Controle Negativo 1695 1623 2406 1,482
Controle Positivo 1710 1641 2398 1,461
CN + 2 kg/t 1722 1650 2412 1,461
CN + 4 kg/t 1720 1649 2426 1,471
CV (%) 2,38 2,50 2,13 1,22
Valor de P NS NS NS 0,10
1-35 dias
Controle Negativo 2471 2399 3828 1,595 a
Controle Positivo 2492 2417 3789 1,568 b
CN + 2 kg/t 2465 2394 3790 1,583 ab
CN + 4 kg/t 2519 2447 3841 1,569 b
CV (%) 2,20 2,24 1,87 1,11
Valor de P NS NS NS 0,02

PV: peso vivo; GP: ganho de peso; CR: consumo de ragdo; CA: conversao alimentar; CN: Controle negativo; CV: coeficiente
de variacdo
Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna, diferem estatisticamente pelo teste de médias (P< 0,05)

O perfil de respostas apresentadas pelos animais tratados com antimicrobiano e
levedura autolisada em duas dosagens de inclusdo diferiu ao longo das 5 semanas de
avaliagdo das respostas zootécnicas. Aos 21 dias de idade, houve diferenca significativa para a
conversao alimentar (P<0,05), sendo essa variavel melhor para os animais do tratamento

suplementado com levedura autolisada na sua menor inclusdo (2 kg/t) em relacdo aos animais
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do grupo controle negativo. Esta melhor conversdo alimentar resultou do destaque deste
tratamento (2 kg/t) quanto ao ganho de peso dos frangos sem aumento no consumo de ragéo.
Essa melhora no ganho de peso das aves, sem comprometer o consumo de ragdo também ja
foi verificada no trabalho realizado por Gao et al. (2008). Entretanto, Zhang et al. (2005), ao
suplementarem levedura autolisada na inclusdo de 5 kg/t para frangos de corte ndo
verificaram nenhuma melhora no desempenho zootécnico dos animais tratatos com levedura
em contraste com o controle negativo no periodo de 1 a 21 dias.

Mais recentemente, Alizadeh et al. (2016), ao suplementarem diferentes formulacdes
de produtos a base de Saccharomyces cerevisiae, levedura autolisada mais uma fonte de
nucleotideos versus o controle negativo (sem aditivo) e versus controle positivo (11 mg/kg de
virginamicina) para frangos de corte no periodo entre 1 a 21 dias de idade, concluiram que
ndo houve diferencas significativas para ganho de peso entre a levedura autolisada, o controle
negativo e o controle positivo.

Ao estudarem o efeito da suplementacdo de uma fonte comercial de levedura
autolisada para frangos de corte, Gao et al. (2008) produziram um desafio vacinal contra a
doenca de Newcastle aos 7 e 28 dias de idade e verificaram que ndo houve diferencas
significativas para ganho de peso e conversdo alimentar no periodo de 1 a 21 dias, entre as
aves do controle negativo (sem antibi6tico) e aves suplementadas com 2,5 kg/t de levedura
autolisada. Os mesmos autores demonstraram que no periodo de crescimento (22 a 42 dias) e
periodo acumulado de experimento (1 a 42 dias) houve diferencas significativas, com maior
ganho de peso e melhor conversdo alimentar verificados nas aves do tratamento a base de
levedura autolisada.

A mudanga no perfil das respostas zootécnicas promovidas pelos diferentes
tratamentos € melhor visualizada na Tabela 5, cujos numeros remontam as avaliaces
realizadas nas duas Gltimas semanas de experimento. Pela visualizagdo das duas dltimas
semanas, nota-se que, mesmo que o ganho de peso dos animais que receberam 4 kg/t tenha
sido estatisticamente semelhante ao controle negativo (P>0,05), esta variavel ainda assim foi
melhorada em 47 g pela suplementagéo da levedura. A suplementacdo da levedura com uma
maior inclusdo também promoveu melhora de 29 g no ganho de peso dos animais (P>0,05)
em relagéo ao controle positivo

Em relacdo a conversdo alimentar dos animais, o tratamento com 4 kg/t teve um
resultado 2,7% melhor do que o tratamento com 2 kg/t (P<0,05) e em relacdo ao controle
negativo a melhora foi de 2,5% (P<0,05). A conversdo alimentar do tratamento 4 kg/t foi

ainda semelhante ao controle positivo (P>0,05).
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Os aditivos a base de levedura, por serem consituidos de estruturas celulares
moduladoras do sistema imune (MOS e B-glucanos) tém seus efeitos no desempenho animal
mais pronunciados em situacbes de intensa ativacdo imunoldgica ou de desafios
experimentais de prolongada exposi¢do. No contexto deste estudo, as diferencas observadas
em relacdo aos tratamentos a base de levedura entre o periodo inicial (1-21 dias) e periodo
final (21-35 dias) parecem estar ligadas a uma quantidade disponivel e variavel de levedura na
dieta, que provavelmente para o tratamento 2 kg/t foi insuficiente para promover mudancas
nas respostas zootécnicas no periodo final do estudo. As diferentes respostas zootécnicas nas
duas dosagens de levedura autolisada (melhor resposta com 2 kg/t até os 21 dias de idade e
melhor resposta no periodo 21-35 dias com 4 kg/t) justificam a realizacdo de outros estudos
para melhor compreender 0s mecanismos e respostas zootécnicas dos animais ao uso de

leveduras autolisadas na alimentacéo de frangos de corte.

Tabela 5. Desempenho zootécnico de frangos de corte na 4% e 5% semanas, suplementados
com antimicrobiano e duas inclus6es de levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae

PV (9) GP (9) CR (9) CA
Tratamentos 21-35 dias
Controle Negativo 2470 1450 ab 2525 1,741 ab
Controle Positivo 2492 1468 ab 2500 1,703 bc
CN + 2 kg/t 2465 1433 b 2499 1,744 a
CN + 4 kg/t 2519 1497 a 2541 1,697 c
CV (%) 2,21 2,66 2,09 1,60
Valor de P NS 0,03 NS 0,04
PV: peso vivo; GP: ganho de peso; CR: consumo de racdo; CA: conversdo alimentar; CN: Controle negativo; CV: coeficiente
de variagdo

Médias com letras minUsculas diferentes na mesma coluna, diferem estatisticamente pelo teste de médias (P< 0,05)

No periodo total (1 a 35 dias, Tabela 4) as aves dos tratamentos controle positivo e 4
kg/t de levedura autolisada tiveram melhor converséo alimentar (P <0,05) que as do controle
negativo (1,568 e 1,569 vs. 1,595), mesmo considerando que as aves nao suplementadas
tiveram uma excelente conversédo alimentar para frangos machos com cerca de 2,5 kg de peso.
Ao final do experimento, a diferenga no ganho de peso se aproximou de 50 g/ave a favor do
tratamento 4 kg/t em relacéo ao controle.

Este resultado de semelhanca estatistica entre o controle positivo e um tratamento a
base de levedura também foi verificado por Alizadeh et al. (2016) que estudaram a
suplementacdo de aditivos a base de levedura entre 1 a 21 dias de idade. Apesar de ndo

detectado diferencas significativas para ganho de peso das aves, o tratamento com 4 kg/t de
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levedura autolisada proporcionou o maior valor para este componente zootécnico, sendo 2%
superior ao controle negativo (48 g), 1,24% superior ao controle positivo (30 g) e 2,21%
melhor em relacéo ao tratamento suplementado com 2 kg/t de levedura autolisada (53 g).

Entretanto, no trabalho de Zhang et al. (2005), ndo foi encontrada diferenca
significativa para conversdo alimentar entre as aves do tratamento suplementado com 5 kg/t
de levedura autolisada e do controle negativo (sem aditivos), porém esses mesmos autores
encontram efeito significativo para ganho de peso das aves no periodo de 1 a 35 dias
(P<0,05).

5.2. Enumeracdo bacteriana

Os mecanismos de acdo dos aditivos a base de leveduras suplementados aos frangos
de corte referem-se principalmente, a alteracdo e selecdo favoravel a uma microbiota benéfica
do hospedeiro. Os mananoligossacarideos e -1,3/1,6 glucanos, presentes na parede celular
das leveduras autolisadas, expressam em sua superficie celular o padrdo molecular associado
a patégeno (PAMP), que quando em contato com o epitélio intestinal, ligam-se as células
intestinais pois sdo reconhecidos estrutralmente pelo hospedeiro através dos receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs). A estrutura PAMP também € expressa superficialmente nos
peptideoglicanos e lipopolissacarideos bacterianos.

A levedura autolisada suplementada para frangos de corte compete seletivamente
com células bacterianas, pois tanto a levedura como as bactérias compartilham de um mesmo
meio para ligacdo ao epitélio intestinal cujo receptor de ligacdo € o PAMP. O resultado desta
competicdo no lumen intestinal é a adesdo de polissacarideos estruturais de leveduras a
mucosa que levardo a ativacdo de respostas pré-inflamatorias de grau leve e benéficas ao
animal, e exclusdo de bactérias patogénicas, como a Escherichia coli, que serdo eliminadas
juntamente com o contetdo intestinal sem provocar respostas inflamatorias e predudiciais ao
animal.

Os resultados da enumeracdo bacteriana do contetdo ileal e cecal de frangos de
corte, realizada em duas idades de criagéo, encontram-se nas Tabelas 6 e 7. Aos 8 dias de
idade (Tabela 6), a suplementacdo de 2 kg/t de levedura autolisada proporcionou maior
contagem de bactérias do género Enterococus no conteudo ileal, diferentemente para o grupo
de animais que recebeu a maior incluséo de leveura autolisada (4 kg/t), nos quais houve
diminuicdo de bactérias deste mesmo género (P<0,05). A suplementacdo de levedura

autolisada para frangos de corte promoveu diminuicdo da contagem ileal de bactérias do
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género Lactobacillus em contraste com o grupo controle positivo, que demonstrou favorecer a

colonizagao deste género bacteriano (P<0,05).

Tabela 6. Enumeracéo bacteriana (logip UFC/g) do contetudo do ileo e ceco de frangos de
corte suplementados com antimicrobiano e duas dosagens de levedura autolisada de
Saccharomyces cerevisiae aos 8 dias de idade

ileo 8 dias
Tratamentos Enterococus sp. Escherichia coli Lactobacillus sp.
Controle Negativo 8,167 ab 7,917 8,076 ab
Controle Positivo 8,094 ab 7,801 8,488 a
CN + 2 kg/t 8,483 a 8,105 7,785b
CN + 4 kg/t 7,591 b 7,785 7,757 b
CV (%) 5,41 7,00 4,63
Valor de P 0,04 NS 0,03
Ceco 8 dias
Controle Negativo 8,834 8,509 ab 8,722
Controle Positivo 8,876 8,714 a 8,375
CN + 2 kg/t 8,482 8,032 b 8,357
CN + 4 kg/t 8,323 8,418 ab 8,566
CV (%) 6,30 4,73 4,97
Valor de P NS 0,05 NS

Médias com letras minGsculas diferentes na mesma coluna, diferem estatisticamente pelo teste de médias (P<0,05)

Ao trabalharem com a suplementacdo de MOS (0,1%), bacitracina metileno
disalicilato (55 mg/kg) e a associagdo dos dois aditivos para perus, Sims et al. (2004)
verificaram que ndo houve alteracBes significativas na enumeracdo bacteriana dos géneros
Enterococus e Lactobacillus do conteido do c6lon das aves suplementadas com quaisquer dos
aditivos em relagdo ao controle negativo. Em relacdo ao género Lactobacillus, aos 8 dias de
idade, os trabalhos de Torok et al. (2011) e Peinado et al. (2013) demonstram a complexidade
do ambiente do microbioma intestinal, visto que bactérias comumente relatadas como
benéficas aos animais nem sempre estdo associadas aos melhores resultados de desempenho
zootécnico dos mesmos. Além da complexidade e do dinamismo existente entre as diferentes
populacdes de micro-organismos do intestino, muitas vezes, as mudancas nas respostas
zootécnicas relatadas nos diferentes trabalhos estdo intimimamente relacionadas com géneros
bacterianos minoritarios, pouco elucidados e que assim demandam maior investigacdo
cientifica.

Na contagem bacteriana de Escherichia coli do contéudo cecal aos 8 dias de idade, a
suplementacdo de 2 kg/t de levedura autolisada proporcionou a menor contagem dessa
espécie, sendo significativa (P < 0,05) em relagdo ao controle positivo. Partindo-se da teoria
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que os polissacarideos da parede celular de levedura (MOS) sdo capazes de competir com 0s
coliformes pelos sitios de adesdo epitelial pelo fato de ambos expressarem os PAMPS,
acredita-se que a presenca do MOS no Iimen intestinal atuou com um agente adsorvente e
ligante das bacterias Gram-negativas, neste caso, E. coli, impedindo também a ligacdo dessas
bactérias ao epitélio intestinal pois estariam contidas pelos polissacarideos da levedura.

A maior concentragdo de bactérias E. coli no conteddo cecal de animais que
receberam suplementacdo de bacitracina de zinco € explicada pela ac¢éo limitada deste grupo
de antimicrobianos que atuam através da inibicdo da formacdo de proteinas e peptioglicano
bacterianos aos géneros Gram-positivos de bactérias. Contrariando a ndo sensibilidade de
bactérias Gram-negativas a bacitracina de zinco, ao suplementarem bacitracina de zinco (20
mg/kg), salinomicina (60 mg/kg) e a associacdo de ambos antimicrobianos, Engberg et al.
(2000) demonstraram que a inclusdo de bacitracina de zinco na dieta de frangos de corte
proporcionou diminui¢do da contagem de Escherichia coli do conteudo ileal e retal de frangos
de corte amostrados aos 35 dias de idade. Os autores Sims et al. (2004) ndo encontram
diferencas sinificativas para a enumeracédo desta espécie. O modo de acdo dos antimicrobianos
estd intimamente relacionado com o percentual de inclusdo na dieta para os animais e a
existéncia de fato de um desafio experimental capaz de interfirir com a microbiota comensal,
criando assim um ambiente favordvel a proliferacdo de géneros bacterianos patogénicos
passivos de sofrerem acéo significativa dos antimicrobianos.

Os resultados da enumeracéo bacteriana aos 21 dias de idade encontram-se na Tabela
7. A suplementacdo do antimicrobiano melhorador de desempenho (bacitracina de zinco)
proporcionou diminuicdo da contagem de bactérias do género Enterococus (P<0,05) no
conteudo ileal em relagdo aos animais do grupo controle negativo. N&o foram observadas
diferengas significativas no contetdo cecal dos animais amostrados aos 21 dias. A microbiota
estabelecida em animais mais velhos é mais estavel quando comparada a microbiota de
animais mais novos e assim, € mais dificil de sofrer acdo de diferentes tratamentos
(RANTALA; NURMI, 1973).
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Tabela 7. Enumeragéo bacteriana (logio UFC/g) do contetido do ileo e ceco de frangos de
corte suplementados com antimicrobiano e duas dosagens de levedura autolisada de
Saccharomyces cerevisiae aos 21 dias de idade

ileo 21 dias
Tratamentos Enterococus sp. Escherichia coli Lactobacillus sp.
Controle Negativo 8,521a 8,267 8,338
Controle Positivo 8,021b 7,639 7,854
CN + 2 kg/t 8,055 ab 7,946 8,292
CN + 4 kg/t 8,212 ab 7,904 8,159
CV (%) 3,48 5,73 5,07
Valor de P 0,03 NS 0,36
Ceco 21 dias
Controle Negativo 9,671 9,664 9,641
Controle Positivo 9,666 9,543 9,719
CN + 2 kg/t 9,442 9,441 9,442
CN + 4 kg/t 9,480 9,392 9,470
CV (%) 4,60 5,42 6,22
Valor de P NS NS NS

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna, diferem estatisticamente pelo teste de médias
(P<0,05)

5.3. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo como ferramenta para avaliar as subpopulacdes de linfécitos de
aves € altamente sensivel, e o0s anticorpos disponiveis comercialmente sdo bastante
especificos, tornando a precisdo da avaliacdo da imunocompeténcia superior a outros métodos
(BRIDLE et al., 2006; FAIR et al., 2008). A fenotipagem das subpopulac@es de leucécitos no
sangue € feita através de uma identificacdo das células usando-se anticorpos ligados a
fluorocromos como sondas de proteinas expressas pelas células. Linfdcitos expressam
diferentes arranjos de moléculas em sua superficie, muitas das quais refletem diferentes
estagios em suas diferenciagdes linhagem-especificas ou diferentes estados de ativacdo-
inativacdo. Ao utilizar combinagdes de diferentes anticorpos € possivel discriminar as
populacdes de diferentes leucdcitos, cada qual com diferentes funcdes no sistema
imunoldgico (FAIR et al., 2008).

Nas Tabelas 8 e 9 encontram-se 0s resultados da fenotipagem por citometria de fluxo
realizados 24 horas apds a vacinagdo contra coccidiose e aos 21 dias de idade dos frangos de
corte submetidos aos quatro distintos tratamentos experimentais. Ndo foram encontradas
diferencas significativas durante os dois periodos da criacdo. Aos 8 dias de idade, apenas
tendéncias foram observadas (P>0,05) no perfil dos linfocitos B (Bu®) e células T auxiliares
(CD4"TCRvPI1") (Figuras 3 e 4, reespectivamente).
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Tabela 8. Efeito da suplementacao de aditivo antimicrobiano melhorador de desemepenho e
duas inclusdes de levedura autolisada para frangos de corte, aos 8 dias de idade, sobre o perfil
de subpopulac@es de linfocitos do sangue

Antlger)o_ dle Percentual médio de células positivas * desvio padréo
superficie
Controle Controle CN + CN + Valor
Negativo Positivo 2kg/t LA?  4kglt LA de P
CD4'TCRvBl” 1,534+0,34 1,408+021 1,321+0,26 1,236+0,08 0,16
CD4'TCRvpl® 0,745+0,20 0,660+0,08 0598+0,14 0,745+0,12 NS
CD4TCRvBl® 2,118+0,87 1,948+051 1,670+0,50 2,032+0,46 NS
CcD8'CD28* 7,833+4,01 5769+365 6,137+2,70 6,764+190 NS
CD8'CD28" 4,300+£2,47 4282+271 2952+256 4,600+£1,80 NS
CD8'CD28 -0,380+0,29 -0,216+0,20 -0,496+0,34 -0,349+0,34 NS
Kul"MHCII 2,730+1,19 2852+055 2,048+0,58 2870+1,09 NS
Kul'MHCII* 1,173+0,48 1,194+0,38 1,160+051 1,262+0,41 NS
Kul"MHCII 2,730+1,19 2852+055 2,048+0,58 2870+109 NS
Bu® 5110+196 4,028+1,46 3,120+1,10 4825+149 0,12

Especificacio dos antigenos de superficie presente na Tabela 2
2 |_evedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae

Bu-1*
10- _
T 8- Controle negativo
8- - - Controle positivo
O T Controle negativo + levedura autolisada - 2 kg/t
S 61 { -¥. Controle negativo + levedura autolisada - 4 kg/t
m S~
o “22;.~§
O\O 4 1 ) . s;;:‘:~~ .
2- \Ii
O T T
8 21
Dia

Figura 3. Porcentagem circulante de linfécitos B. O eixo vertical apresenta porcentagem em
relacdo as células mononucleares no sangue periférico (PBMC, da sigla em inglés) e o eixo
horizontal, o momento das coletas
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Figura 4. Porcentagem circulante de linfocitos T auxiliares. O eixo vertical apresenta
porcentagem em relacdo as células mononucleares no sangue periférico (PBMC, da sigla em
inglés) e o eixo horizontal, 0 momento das coletas

A suplementacdo de diferentes aditivos, seja o antimicrobiano melhorador de
desempenho (controle positivo), sejam as duas dosagens de levedura autolisada ndo foram
capazes de modificar significativamente a proporcdo das diferentes subpopulacdes de
linfécitos. A verificacdo do efeito provocado pela aplicacdo da vacina contra coccidiose pode
ser verificada nos animais do grupo controle negativo que ndo receberam nenhum tipo de
aditivo zootécnico. Na maioria dos grupos de linfocitos analisados, tais como linfocitos T
auxiliares (CD4"TCRvB1), linfdcitos T citotdxicos de mucosas (CD4 TCRvp1"), linfdcitos T
auxiliares ndo ativados (CD8CD28") e linfocitos B (Bu"), o sangue proveniente dos animais
do controle negativo foi o que apresentou maior contagem para esses tipos de células.

Logo apos o inicio da infecgdo por Eimeira spp., os linfdcitos B intestinais comegam
a produzir anticorpos especificos ao parasita, apesar da acao deste grupo celular na defesa do
organismo frente a coccidiose ser frequentemente alvo de controvérsias. Entretanto,
evidéncias de experimentos sugerem que a imunidade celular mediada por linfécitos T,
predominantemente regulada por linfocitos localizados no epitélio e na lamina propria
intestinal, representa o principal componente de imunidade a coccidiose aviaria (LILLEHOJ;
MIN; DALLOUL, 2004).

As aves apresentam uma alta proporcéo de células duplo positivas circulantes (CD4*
CD8") que, embora comuns em suinos, sdo extremamente raras na maioria dos mamiferos
(SAALMULLER; WERNER; FACHINGER, 2002). Existem indicios de que estas celulas
sejam um feno6tipo ativado de células citotdxicas, e que estariam majoritariamente destinadas

a migrar para o tecido intestinal, onde agiriam contra infecgdes locais (SULLIVAN et al.,
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2001; GANGADHARAM; CHEROUTRE, 2004). Neste estudo, o fato de alguns subtipos de
linfocitos circulantes estarem em maiores quantidades no sangue periférico dos animais que
ndo receberam aditivos (controle negativo) pode significar que este grupo de individuos néo
mobilizou rapidamente os linfocitos para o epitélio intestinal onde ocorreu inflamacédo local
pela proliferagdo do oocisto ingerido pela vacina. Em contrapartida, os demais tratamentos
proporcionaram uma quantidade menor para esse mesmo grupo de células no sangue,
podendo significar maior aporte e direcionamento de linfocitos circulantes do sangue para o
tecido epitelial intestinal.

E importante salientar que o ciclo da coccidiose aviaria ocorre geralmente em 14 dias
no maximo, quando termina com a excre¢do do oocisto ndo esporulado no ambiente. Apds
administrar a vacina viva contendo oocistos de Eimeria sp. neste experimento, 0S 00cistos
contidos na vacina sdo absorvidos pela mucosa ocular e posteriomente sdo absorvidos pela
mucosa buco-faringea onde seguem pelo trato gastrointestinal. Os esporocistos sao liberados
do oocisto através da estimulacdo mecéanica da moela e a a¢do enzimatica do proventriculo
libera os esporozoitos dos esporocistos. Os esporozoitos levam cerca de 2 a 4 horas para
iniciar as primeiras multiplicacdes e penetracdes nas células intestinais (PARRY et al., 1992;
ALLEN, FETTERER, 2002). Sendo assim, os primeiros sinais de inflamagdes e respostas
locais intestinais devidas a reacdo vacinal ocorrem com a entrada dos esporozoitos no interior
das células intestinais e posteriormente, sucede-se uma série de divisfes celulares e migractes
dentro do epitélio até a formacdo do oocisto ndo esporulado.

Aos 21 dias (Tabela 9) houve tendéncia (P>0,05) nas células linfécitos T citotoxicos
ativados (CD8'CD28") (Figura 4), sendo que o sangue do grupo dos animais do controle
negativo foi 0 que apresentou maior contagem dessas células no sangue circulante, em
contraste com 0s animais que foram suplementados com a maior incluséo de levedura de
Saccharomyces cerevisiae. Acredita-se que 0s componentes imunoestimulantes da levedura,
tais como MOS e B-glucanos, possam ter contribuido para uma maior mobilizacdo de células
T citotoxicos ativados para o ambiente intestinal que, transcorridos aproximadamente 14 dias
apos a inoculacdo experimental, serdo os principais grupos celulares envolvidos na fase final
do ciclo da coccidiose caracterizada por sucessivas divisoes celulares e formagéo do oocisto
ndo esporulado (fase gametogénica). Os linfocitos T citotdxicos ativados sdo terminalmente
ativados, sendo estritamente especificas para o antigeno alvo, sendo também incapazes de se
replicarem (NABESHIMA et al., 2002; PAWELEC et al., 2004).

Ao realizar a mesma analise feita aos 8 dias no perfil dos leucdcitos, as células T
auxiliares de mucosa (CD4'TCRvB1"), células T citotoxicos de mucosa (CD4 TCRvp1Y), T
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auxiliares ndo ativados (CD8'CD28") e T citotdxicos ativados (CD8"CD28) apresentaram as
maiores contagens no sangue periférico dos animais do controle negativo. Em relacdo a
primeira coleta e de forma analoga, o grupo de células efetoras em resposta ao cessamento da
reacdo vacinal apresentou seu perfil de contagem de forma distinta em comparacdo ao

controle negativo e dos demais tratamentos constituidos de aditivos.

Tabela 9. Efeito da suplementacdo de aditivo antimicrobiano melhorador de desemepenho e
duas inclusdes de levedura autolisada para frangos de corte, aos 21 dias de idade, sobre o
perfil de subpopulagdes de linfécitos do sangue

Antlger)o_ dle Percentual médio de células positivas * desvio padréo
superficie
Controle Controle CN + CN + Valor
Negativo Positivo 2 kg/t L.A? Akglt LA  deP
CD4'TCRvpl- 1,873+0,34 1538+0,37 1910+0,35 1,717 +0,54 NS
CD4'TCRvB1®™ 0935+0,16 0,833+0,16 0,881+0,10 0,841 +0,14 NS
CD4TCRvB1® 3555+1,22 3020+121 3,328+1,18 2,700+ 0,95 NS
CD8CD28" 15,384 +2,86 11,846+3,75 13,820+1,83 12,936+4,79 NS
CD8'CD28" 2533+1,07 2325+1,16 2592+0,81 2,005+0,67 NS
CD8'CD28 0,349+0,20 0,280+0,16 0,197+0,24 0,128+0,15 0,19
Kul"MHCII 3228+0,76  3,757+2,14 3845+169 3,884+1,79 NS
Kul'MHCII 3,716 1,63 3,087 1,78 4,478 + 2,02 3,105+1,19 NS
Kul"MHCII 3228+0,76  3,757+2,14 3845+169 3,884+1,79 NS
Bu" 2,025+0,97 2,634+128 2545+163 2,396 + 0,69 NS

Log de % de PBMC

Especificacéo dos antigenos de superficie presente na Tabela 2
2 |_evedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae

CD8*CD28"
1.0+ .
8- Controle negativo
05 = -8- Controle positivo
' .0 Controle negativo + levedura autolisada - 2 kg/t
‘-b—_v_': ¥ -¥. Controle negativo + levedura autolisada - 4 kg/t
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-0.54
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Figura 5. Porcentagem circulante de linfocitos T citotdxicos ativados. O eixo vertical
apresenta porcentagem em relagéo as células mononucleares no sangue periférico (PBMC, da
sigla em inglés) e o eixo horizontal, 0 momento das coletas
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Similarmente a este estudo, Shanmugasundaram et al. (2012) ao estudarem o efeito
da suplementacdo de prebidtico a base de parede celular de levedura para frangos de corte,
sem induzirem os animais a um desafio experimental ou vacinal, verificaram que nao houve
diferencas significativas na contagem de linfocitos T CD4" (auxiliares) e T CD8" (citotdxicos)
nas tonsilas cecais e ba¢o dos animais do controle negativo (sem aditivos) e entre os dois
tratamentos que receberam 0,1% e 0,2% de prebidtico de levedura.

Ao suplementarem levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae nas inclusfes
0,25% e 0,5% para frangos de corte infectados experimentalmente com Eimeria tenella, Gao
et al. (2009) observaram efeitos positivos da suplementacdo de levedura nos parametros
imunolégicos, visto que a suplementacdo deste aditivo proporcionou uma maior contagem de
linfocitos T CD4" e CD8" no sangue periférico e no bago, assim como na contagem de
linfdcitos intraepiteliais e IgA (Imunoglobulina A) na tonsila cecal. Em relagdo a eimeriose
aviaria, a imunidade do hospedeiro é espécie especifica, ou seja, frangos de corte imunes a
uma espécie de Eimeria sdo sensiveis as outras espécies. Além disso, as infecgbes por
Eimeria spp. demonstram variar na especificidade do tecido e 6rgdo do hospedeiro alvo
(LILLEHOJ; MIN; DALLOUL, 2004), o que pode implicar em padrdes e intensidades de
respostas imunes distintas cujos grupos celulares ativados estdo ligados a sensibilidade e
capacidade imune do hospedeiro, e a patogenicidade das Eimeria spp.

5.4. Expressao génica intestinal

Alguns estudos confirmaram que produtos derivados de leveduras sdo capazes de
estimular as respostas imunes inatas de frangos de corte por meio da modulacéo da expressao
génica intestinal dos receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) e por meio de citocinas
(YITBAREK et al., 2013). Entretanto, outros autores relatam que os aditivos a base de
leveduras ndo foram capazes de incitar respostas inatas do hospedeiro associadas a expressdo
génica intestinal de frangos de corte submetidos a condi¢do sem desafio experimental (COX
et al., 2010; MUNYAKA et al.,, 2012). No presente estudo, para ilustrar os efeitos dos
diferentes aditivos sobre 0s PRRs cujas moléculas ligantes expressam os padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMP), presentes, por exemplo, na célula da Escherichia coli, foram

mensurados a expressao génica de TLR4 no ileo de frangos de corte (Figura 5).
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Figura 6. Razdo de expressdo de TLR4 em referéncia ao grupo controle negativo nas duas
coletas experimentais. O eixo vertical representa o incremento da expressao relativo a média
do grupo controle negativo e o0 eixo horizontal, 0 momento das coletas

No presente estudo, a suplementacdo do antimicrombiano melhorador de
desempenho (bacitracina de zinco) promoveu aumento significativo (P=0,04) em trés vezes da
expressdo de TLR4 no ileo de frangos de corte analisados aos 8 dias de idade, sem apresentar
efeitos significativos aos 21 dias de idade. Os aditivos a base de leveduras promoveram efeito
contrario ao antimicrobiano, porém, sem efeito estatistico significativo (P>0,05). Ao
compararem a expressdo génica no jejuno de frangos de corte suplementados com bacitracina
metileno disalicilato (BMD) versus parede de celular de levedura, Brennan et al. (2013)
verificaram que ambos os aditivos foram capazes de aumentar a expressao génica de TLR3
em duas vezes e meia em relagdo aos frangos de corte alimentados com uma dieta basal de
milho e farelo de soja (controle negativo).

Os autores Munyaka et al. (2012) avaliaram a suplementacdo de trés dietas para
frangos de corte: monensina (controle), BMD, monensina mais mananoligossacarideos
(MOS) de levedura, e verificaram que aos 42 dias de idade a expressdo no ileo de TLR4 foi
reduzida nos animais que receberam aditivo a base de levedura (P<0,05) em relagdo ao
controle, ndo sendo verificado efeito nos animais que receberam BMD na dieta. A diminuicao
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na expressao génica de TLR4 no ileo pode ser sugestiva como indicador de redugdo da
contagem de bacterias Gram-negativas, como Escherichia coli no ileo, fato que ndo pdde ser
comprovado no trabalhos daqueles autores. Neste estudo, mesmo sem ter apresentado
diferencas significativas, a contagem de E. coli no ileo de frangos de corte aos 8 dias de idade
(Tabela 6), a contagem desta espécie foi numericamente inferior nos animais do tratamento
que receberam 4 kg/t de levedura autolisada, 0s quais também a expressdo génica de TLR4
diminuida no ileo sem apresentar significancia estatistica em relacdo ao controle negativo
(P>0,05).

Os resultados da expressdo génica de MUC-2 podem ser encontrados na Figura 6.
Né&o foram encontradas diferencas significativas nos diferentes momentos de coleta (P>0,05).
Apenas uma tendéncia foi verificada aos 8 dias de idade (P=0,09) onde o tratamento com a
maior inclusdo de levedura autolisada proporcionou aumento da expressao de MUC-2 no ileo
de frangos de corte em relacdo ao controle negativo. O efeito positivo da estimulagcdo de
produtos a base de leveduras sobre 0s genes reguladores da producdo de mucina foi verificado
por Cox et al. (2010), que encontraram efeito significativo dos -glucanos ao aumentarem a
expressao do gene MUC-2 do jejuno de frangos de corte ndo desafiados experimentalmente,
cuja situacdo experimental é semelhante ao presente estudo.

Por representar uma das primeiras respostas dos sistema imune inato do animal, o
aumento da producdo de mucina ou pelo fato da expressdo de seus genes reguladores estarem
aumentados, pode-se dizer que nas situacdes acima, 0 organismo apresentaria uma vantagem
e maior competéncia imunoldgica para combater antigenos presentes do Iimen intestinal pois
haveria uma maior quantidade de muco protetor do que atuaria impedindo adesdo desses

antigenos ao epitélio, preservando a sua integridade.
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Figura 7. Razdo de expressdao de MUC-2 em referéncia ao grupo controle negativo nas duas
coletas experimentais. O eixo vertical representa o incremento da expressao relativo a média
do grupo controle negativo e o0 eixo horizontal, 0 momento das coletas

A expressdo génica ileal de Claudin-1 é apresentada na Figura 8. A claudina é a
primeira juncdo celular vista a partir do lumen intestinal, e juntamente com o muco,
representa uma importante barreira de protecdo a infeccdes e ao proprio extravasamento do
conteudo intestinal. No presente estudo ndo foram encontradas diferencgas significativas na
expressao desse gene regulador da claudina (P>0,05).
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Figura 8. Razéo de expressédo de Claudin-1 em referéncia ao grupo controle negativo nas duas
coletas experimentais. O eixo vertical representa o incremento da expressao relativo a média
do grupo controle negativo e o eixo horizontal, 0 momento das coletas

Para elucidar os mecanismos moleculares dos B-1,3/1,6 glucanos na prevencdo da
perda epitelial de células do intestino de frangos de corte infectados com Salmonella enterica
sorovar Typhimurium, Shao et al. (2013) observaram alteracdes na expressao de claudina-1,
claudina-4 e ocludina a nivel de RNAm. Os autores mostraram que o desafio por Salmonella
Typhimurium promoveu a diminuigdo da expressdo de claudina-1, claudina-4 e ocludina
RNAm no jejuno de frangos de corte. Entretanto, a suplementagdo com p-glucanos promoveu
0 aumento da expressao de RNAm de claudina-1 e ocludina. Os resultados sugerem que a
regulacdo de claudina-1 e ocludina mediada pelos B-glucanos pode estar envolvida na
recuperacdo da permeabilidade dos enterécitos induzido pelo desafio de Salmonella
Typhimurium.

As citocinas estdo presentes em praticamente todos 0s processos biologicos dos
animais, desde o desenvolvimento embrionario, diferenciacdo de células-tronco, respostas ndo
especificas a infeccdo, respostas especificas a antigenos, eficicia de vacinacdo, rejeicdo de
transplantes, mudancas cognitivas até a progressdo de processos degenerativos do

envelhecimento. No campo da resposta imune, elas podem ter funcdo pré ou anti-
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inflamatorias e diferenciar a resposta de linfocitos em Thl (resposta citotdxica mediada por
celulas para patdgenos intracelulares), Th2 (resposta humoral) ou Thl7 (relacionada a
autoimunidade e patdgenos extracelulares) (STEINMAN, 2007; MCINNES, 2012). As

citocinas podem ser classificadas da seguinte maneira (Tabela 10):

Tabela 10. Classificacdo das citocinas, via de ativacdo de linfocitos T auxliares (T helper) e
caracteristica no processo inflamatorio

Citocina Th Acédo
IL-4 Th2 Anti-inflamatdria
IL-1B Th2/Th17 Pro-inflamatdria

O tratamento controle positivo, caracterizado pela suplementacdo do antimicrobiano,
além de induzir a transcricdo de TLR-4 (Figura 6) aos 8 dias promoveu, aos 21 dias de idade,
aumento na expressao génica de IL-1p (P<0,05), (Figura 9), apresentando também tendéncia
de aumento para IL-4 (P=0,06) (Figura 10). O tratamento com a maior inclusdo de levedura
autolisada, por sua vez, propiciou tendéncia de aumentar a expressdo de Mucina-2 (P=0,09)
(Figura 7) aos 8 dias e aumentou significativamente a expressao de IL-1p (P<0,05) (Figura 9)
aos 21 dias. Portanto, ambos os tratamentos, controle positivo e tratamento com maior

inclusdo de levedura, coincidiram em relagéo a expresséo de IL-1p aos 21 dias.
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Figura 10. Razdo de expressdo de IL-4 em referéncia ao grupo controle negativo nas duas
coletas experimentais. O eixo vertical representa o incremento da expressao relativo a média
do grupo controle negativo e o0 eixo horizontal, 0 momento das coletas

O aumento da expressdo de IL-1p em ambos os tratamentos aos 21 dias de idade é
um importante sinalizador de que o0s animais submetidos a esses tratamentos estdo
mobilizando e recrutando mais células de defesa para o ambiente intestinal, que é alvo de
agressao e multiplicacdo da Eimeira sp. A contagem de células de defesa foi realizada no
sangue periférico dos animais através da citometria de fluxo que nesse estudo ndo analisou
células de defesas localizadas no intestino. Da mesma forma, aos 21 dias de idade, presume-se
pela citometria de fluxo que a IL-1p atuou na mobilizagdo para o intestino de linfocitos T
citoxicos de mucosa, importantes para controle da resposta inflamatoria intestinal provocada
pela vacina, o que justificado pelo menor nimero dessas células contadas no sangue periférico
dos animais que receberam 4 kg/t de levedura autolisada (Figura 5).

Embora TLR-4 possa interagir com residuos de manoses de glicoproteinas de
leveduras, no presente trabalho a transcri¢do deste receptor ndo foi regulada pelos tratamentos
com levedura autolisada (NETEA et al., 2006). Contudo, o reconhecimento de mananas
presentes na da parede celular de levedura leva a estimulacdo da imunidade via Th17, que €
mediada fortemente por heterdfilos, algo que ocorreu no presente estudo, quando avaliado

atraves da producdo de IL-1B para o tratamento suplementado com 4 kg/t de levedura
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autolisada (SANO et al., 2010; IKEDA et al., 2014). A adigdo de antibidtico ao desafio
vacinal também modulou a imunidade. Embora o antibidtico tenha aumentado a transcrigdo
de TLR-4 aos 8 dias, aos 21 dias as citocinas produzidas indicam um direcionamento da
imunidade para o braco Th2, mais dependente de mastocitos, eosindfilos, IgE e da producéo
de anticorpos. Mastdcitos produzem quantidades elevadas de IL-1B na presenga de IL-4, por
exemplo (LORENTZ; BISCHOFF, 2001).

A imunidade contra eimerias parece ser bastante dependente do braco celular da
resposta (LILLEHOJ; LILLEHOJ, 2000). Especula-se que a resposta de heterdfilos seja
relevante neste contexto (PEREZ-CARBAJAL et al., 2010). Apo6s infeccdo, ha aumento na
expressdo de citocinas do braco Thl7, como a IL-17 e a IL-1p. IL-4 ndo é alterado nesta
situacdo (HONG et al., 2006).

A linhagem de linfocitos Th17 é responsavel por prover ao individuo um mecanismo
Unico de protecdo contra bactérias e patdgenos fangicos pela indugcdo da producdo de
citocinas inflamatorias e outras proteinas. Esses linfécitos auxiliares T também sdo
responsaveis por induzirem a granulopoiese, ou o recrutamento de neutréfilos (heterofilos nas
aves), sendo esses mecanismos importantes na resposta inata do hospedeiro
(SCHWARZENBERGER et al., 1998).

Ao trabalharem experimentalmente com a suplementacdo de parede celular de
levedura para frangos de corte, Shanmugasundaram et al. (2012) observaram que a adicdo de
parede celular as dietas promoveu a diminui¢do da expressao de IL-1p nas tonsilas cecais dos
animais, em relacdo ao grupo que nao recebeu nenhum aditivo (P=0,13) aos 21 dias de idade,
sendo esta diferenca ainda mais significativa aos 35 dias de idade (P<0,01). Além disso, esses
autores verificaram que a suplementacdo de parede celular promoveu aumento da expressao
de interleucina 10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatoria que estimula a inflamac&o pela via
de linfécitos T reguladores (Treg), o que foi comprovado também pelo aumento na sua
contagem no sangue dos animais que receberam tratamento a base de levedura.

No trabalho de Alizadeh et al. (2016) ao suplementaram produtos a base de levedura
e antimicrobiano para frangos de corte, os autores verificaram que ambos os aditivos
promoveram dimiui¢do da expressdo génica no bago de interferon-y (IFN-y) e IL-12 que séo
citocinas pro- inflamatdrias. O IFN-y participa na ativacdo de macrdfagos e geralmente esta
envolvido na diferenciacéo de células T inativas em células Thl (SCHOENBORN; WILSON,
2007); a IL-12 estimula a produgéo de IFN-y e reducdo da mediagdo de IL-4 na supressao de
IFN-y (HSIEH et al., 1993). Além de promoverem a supressdo de citocinas pro-inflamatorias,

0 antimicrobiano e os produtos a base de levedura também promoveram a diminuicdo da
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expressdo de IL-4 e IL-10 no bago de frangos de corte. Por se tratar de uma citocina anti-
inflamatoria, a IL-4 atua como mediador na diferenciacdo de linfdcitos T inativos em células
efetoras Th2 e atua por inibir a producédo de citocinas pré-inflamatorias como o IFN-y ¢ 1L-12
(LUZINA et al.,2012); a IL-10 é considerada uma citocina anti-inflamatdria, reguladora e é
fundamentalmente produzida por mondcitos, Th2 e células Treg e limita a exacerbacdo da
inflamacdo pela diminuicéo de citocinas Thl (IFN-y) (O’GARRA; VIEIRA, 2007).

A diminuicdo da expressao de citocinas pro e anti-inflamatorias no baco de frangos
de corte pode ser explicada pelo balango e regulacdo de feitos cruzados entre citocinas Thl e
Th2 (KIDD, 2003). Além de Alizadeh et al. (2016), outros autores também constataram que
0s produtos de levedura sdo capazes atuar diminuindo a expressao de citocinas Thl e Th2 na
auséncia de desafio experimental (COX et al., 2010; MUNYAKA at al., 2012).
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6. CONCLUSAO

A suplementacdo do aditivo de levedura autolisada de Saccharomyces cerevisiae na
inclusdo de 4 kg/t nas dietas para frangos de corte promoveu melhora no desempenho
zootécnico das aves verificada pela melhor conversdo alimentar em relacdo as néo
suplementadas durante o periodo cumulativo de estudo. A resposta a suplementacdo de 55
ppm de bacitracina de zinco foi semelhante a obtida com levedura. Em termos de persisténcia
do efeito do uso do aditivo a base de levedura, a inclusdo de 2 kg/t de levedura nas dietas
promoveu as melhores respostas zootécnicas na fase inicial da criacdo (1-21 dias) e a incluséo
de 4 kg/t de levedura, no periodo final (21-35 dias). Em relacdo a resposta imune, 0
antimicrobiano e os dois tratamentos a base de levedura modularam de forma distinta a
enumeracdo dos grupos bacterianos estudados, sem provocarem mudancas significativas na
contagem de células imunol6gicas no sangue periférico dos animais. Ainda sobre a
modulacdo do sistema imune, 0 aumento na expressdao de IL-1B e IL-4 em resposta ao
antimicrobiano e o aumento na expressao de IL-1p com 4 kg/t de levedura autolisada indicam

que os dois tratamentos tém vias de ativacao do sistema imune distintas.
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