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RESUMO

SANTOS, MAYLANE RAYANE BRITO DOS SANTOS. Dinadmica de expressdo de
interleucinas no intestino de pintainhos de diferentes linhagens desafiados com Salmonella
Enteritidis. 2018. 39 p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia). Centro de Ciéncias Agrarias.
Universidade Federal da Paraiba, Areia, PB, 2018.

Objetivou-se avaliar o comportamento de interleucinas nas linhagens comercial e de pesco¢o
pelado desafiadas com Salmonella Enteritidis. Foram utilizados 200 ovos das linhagens
Cobb500® e Label Rouge® na incubagcéo, destes 100 pintinhos foram utilizados no experimento.
As avaliacGes foram realizadas na fase pré-inicial (1-9 dias). Os pardmetros analisados foram
contagem bacteriana (UFC/mL) e expressao relativa de interleucinas (IL-1, IL-8, IL-17 e IL-
22). Os animais foram arranjados em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 25
repeticdes, formando 4 tratamentos: linhagem Cobb500® sem desafio de Salmonella pos-
eclosdo (Cobb-SS); linhagem Cobb500® e desafio com Salmonella pds-eclosdo (Cobb-CS);
linhagem Label Rouge® sem desafio de Salmonella pds-eclosdo (LR-SS); linhagem Label
Rouge® e desafio com Salmonella pds-eclosdo (LR-CS). A linhagem Cobb500® apresentou
maiores contagens bacterianas cecais no periodo de 168 hpi. Os diferentes gen6tipos utilizam
rotas diferenciadas nas duas situacoes de desafio, Label Rouge® tem ligacdo com as citocinas
que sdo expressas pelos heterofilos. A expressao relativa das interleucinas mostrou que ha uma
dinadmica diferente entre as linhagens. A linhagem Label Rouge® apresenta desenvolvimento

mais precoce da tolerancia a S. Enteritidis que a linhagem Cobb500®.

Palavras-chave: ceco; geno6tipos; inoculacdo; linhagens; pro-inflamatorias; tolerancia;
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ABSTRACT

SANTOS, MAYLANE RAYANE BRITO DOS SANTOS. Dynamics of interleukin
expression in the gut of chicks from different lineages challenged with Salmonella

Enteritidis. 2018. 39 p. Dissertation (Master in animal Science).

The objective of this study was to evaluate the behavior of interleukins in poultry commercial
and neck naked challenged Salmonella Enteritidis challenged. A total of 200 eggs from the
Cobb500® and Label Rouge® lines were used in the incubation, of these 100 chickens were
used in the experiment. The evaluations were performed in the pre-initial phase (1-9 days). The
parameters analyzed were bacterial count (CFU / mL) and relative expression of interleukins
(IL-1, IL-8, IL-17 and IL-22). The animals were arranged in a completely randomized design
(CRD) with 25 replicates, forming 4 treatments: Cobb500® line without challenge of
Salmonella after hatching (Cobb-SS); Cobb500® line and challenge with post-hatching
Salmonella (Cobb-CS); Label Rouge® line without challenge of Salmonella after hatching
(LR-SS); Label Rouge® line and post-hatch Salmonella challenge (LR-CS). The Cobb500®
line presented higher cecal bacterial counts in the period of 168 hpi. The different genotypes
use differentiated routes in the two challenge situations, Label Rouge® is linked to the
cytokines that are expressed by heterophiles. The relative expression of interleukins showed
that there is a different dynamics between the lines. The Label Rouge® line shows earlier
development of tolerance to S. Enteritidis than the Cobb500® lineage.

Keywords: cecum; inoculation; genotypes; lineages; pro-inflammatory; tolerance
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1. INTRODUCAO

A Salmonella é uma das principais zoonoses associadas ao consumo de produtos
avicolas no mundo, e a reducdo do agente em sistemas de producédo de aves € uma preocupacao
constante dos paises exportadores de carne de frango. A Salmonella Enteritidis € um dos
sorovares envolvidos em surtos de infec¢do alimentar em humanos, surtos esses decorrentes do
consumo de produtos de origem animal (USDA, 2017).

Historicamente, a industria avicola tem voltado os programas de melhoramento para
obtencdo de animais cada vez mais precoces, com alta taxa de crescimento, eficiéncia de
conversdo alimentar e rendimento de carne. No entanto, tem sido observado que animais
altamente melhorados e com altas taxas de crescimento tendem a apresentar diminuicdo da
imunocompeténcia, tornando-se mais sensiveis a infeccdes por agentes patogénicos. Associado
a isso, € cada vez maior a preocupacdo com seguranca dos produtos avicolas, devido ao
crescente nimero de intoxicacGes alimentares causadas pela ingestdo de produtos de origem
animal, destacando-se ovos e carne de frango. Como consequéncia, 0s consumidores estdo cada
vez mais exigentes, buscando produtos com qualidade e que oferecam seguranca para sua
salde.

A susceptibilidade a infec¢des por Salmonella em aves é dependente da idade; animais
mais jovens com até 3 dias de idade apresentam maior tendéncia a desenvolver reacdes
inflamatdrias e lesBes intestinais, 0 que ndo ocorre com animais adultos, refletindo a
importancia do desenvolvimento da competéncia imunoldgica intestinal (Smith et al., 2014).
Apos a infeccdo com microrganismos, 0 sistema imune desencadeia mecanismos de protecao
na tentativa de eliminar o patégeno do organismo. Ha a proliferacdo de células de defesa e,
consequentemente, producdo de citocinas que irdo atuar no combate a infeccdo (Janeway et al.,
2001).

As diferentes linhagens de frangos de corte apresentam caracteristicas fisiologicas e
imunoldgicas especificas e que ainda ndo foram totalmente elucidadas. Porém, sabe-se que aves
com intenso melhoramento genético perderam as caracteristicas como rusticidade e resisténcia
a doencas, enquanto aves pouco melhoradas e com crescimento lento, como as de criagoes
organicas ou alternativas, possuem elementos genéticos que as capacita para uma melhor
resisténcia a algumas enfermidades (Wigley, 2004). A linhagem Label Rouge® é uma linhagem
de aves rusticas que se adaptam bem a varias condicdes de clima e manejo, atingem idade ao
abate no periodo de 80-90 dias, com peso de cerca de 2,3kg (Albino et al., 2013). Aves da
linhagem Cobb500®® séo utilizadas nas criacdes comerciais para alta produgéo e rendimento,

e pesam cerca de 3,5kg aos 42 dias de idade (Lupatini, 2015).
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No presente estudo, testamos a hipdtese de que os animais de crescimento rapido
possuem uma rota diferenciada de resposta imune ao desafio por Salmonella, com o
desenvolvimento da tolerancia ao patégeno mais tardia que aves de crescimento lento. Para
tanto, estudou-se a expressao génica de interleucinas no ceco em frangos de corte Cobb500® e
Label Rouge® desafiados com Salmonella Enteritidis. Os possiveis achados podem ser
utilizados com o intuito de produzir aves mais resistentes no melhoramento genético ou podem

respaldar pesquisas de imunonutrigéo.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1. Salmonelose na producéo de frangos de corte

As salmoneloses aviarias sao doencas causadas por bactérias do género Salmonella, que
possuem aproximadamente 2400 sorotipos, entre 0s quais cerca de 200 estdo relacionadas a
toxinfecgbes alimentares. As salmonelas zoonoOticas sdo responsaveis pela maioria dos
problemas relacionados a gastroenterite ou por doengas transmitidas por alimento. S&o
responsaveis por significantes indices de morbidade e mortalidade, tanto em paises emergentes
quanto desenvolvidos, determinando pequenos e grandes surtos, envolvendo, principalmente,
o consumo de alimentos de origem animal, como ovos, aves, carnes e produtos lacteos (Albino
et al., 2013; Brasil, 2011).

Segundo dados do Ministério da Salde, a principal via de transmissdo de Salmonella
spp. esta na cadeia alimentar, sendo este 0 microrganismo mais incidente e o mais relevante
agente etiolégico de enteroinfeccBes. Salmonella spp causa perdas de milhdes de dblares para
a industria, particularmente de bovinos, suinos e aves. No Brasil, o inicio da vigilancia de surtos
comecou em 1999 e aqueles causados por doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo
considerados Eventos de Saude Publica, isto €, “situagdo que pode constituir potencial ameaga
a saude publica, (...) considerando o potencial de disseminacdo, a magnitude, a gravidade, a
severidade, a transcendéncia e a vulnerabilidade.” Apds detec¢do, os surtos devem ser
notificados em no maximo 24 horas e de forma compulsoéria, conforme determinado pela
Portaria 204 de 17 de fevereiro de 2016 e devem ser registrados no Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificacdo (Sinan) em até 7 dias (Brasil, 2016).

Entre os anos de 2007 e 2016, houve o registro no Brasil de 6.632 surtos e 118.104
pessoas acometidas, das quais 109 vieram a 6bito. A Salmonella foi identificada como o agente
causador dos surtos em 7,5% desse total e a ingestdo de produtos da indistria avicola (carne de
frango e ovos) foram considerados as principais fontes de infec¢do (5%) (Brasil, 2016). Em
2016 foram registrados 8 surtos de infecgdo com Salmonella nos Estados Unidos, decorrentes
do contato de pessoas com animais infectados, totalizando 895 pessoas infectadas. Dentre 0s
sorotipos que apresentaram maior ocorréncia destaca-se a S. Enteritidis e S. Infantis (USDA,
2017). Na Unido Europeia de 2007 a 2016, foram reportados mais de 425 mil casos de S.
Enteritidis, apesar da reducdo dos casos pela metade nesse intervalo de tempo decorrentes dos
processos intensos de vigilancia desde 2007 (ECDC, 2017).

O processo de contaminagdo em aves ocorre da seguinte forma: as Salmonellas entram

em contato com a cavidade oral, atingem as mucosas do intestino delgado e grosso (CDC,
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2013), passam através da camada epitelial intestinal, alcancam a ldmina propria e se proliferam
(Ramanan e Cadwell, 2016). As Salmonellas sdo fagocitadas pelos mondcitos e macréfagos
(Linehan e Fitzgerald, 2015) resultando em resposta inflamatoria, decorrente da hiperatividade
do sistema reticuloendotelial (Foley et al., 2013). A S. Enteritidis tem maior invasividade na
lamina prépria e com isso maior expressdo de genes no ceco de aves, iSS0 0corre porque esse
sorovar possui alto potencial para desencandear influxo ou proliferacdo de populacdes celulares

(granulocitos, Células T y6 e CD8a*) na mucosa intestinal (Berndt et al., 2007).

2.2. Gendtipos de frangos de corte

As aves comerciais sdo submetidas a intensos processos de melhoramento genético para
aumento da produtividade (Bayyari et al., 1997), mas que as tornam mais sensiveis a doencas
diversas, incluindo problemas respiratérios e cardiovasculares (Crossley & Altimiras, 2012).
Além disso, as diferentes linhagens de frangos de corte apresentam caracteristicas fisioldgicas
e imunoldgicas especificas, aves com intenso melhoramento genético perderam as
caracteristicas como rusticidade e resisténcia a doencas, enquanto aves pouco melhoradas e
com crescimento lento, como as de criacdes organicas ou alternativas, possuem de elementos
genéticos que as capacitam para uma melhor resisténcia a algumas enfermidades (Wigley,
2004).

As diferencas de desempenho dos animais estdo relacionadas com o potencial genético
das linhagens, idade ao abate, sexo, manejo, nutricdo e sanidade. Além disso, mudangas no
ambiente de criacdo, que diminuem as condicGes de estresse, sdo fatores essenciais para 0
aumento da produtividade e rentabilidade do sistema de producédo (Veloso, 2012), com isso a
imunologia apresenta comportamento especifico em determinadas espécies e mesmo dentro de
uma mesma espécie, entretanto os estudos nesse sentindo ainda estdo em processo de
entendimento.

Ao longo do tempo, a pesquisa na imunologia tem focado na elucida¢do de como as
células do sistema imune sdo ativadas e interagem para proteger o hospedeiro da invaséao e da
disseminacdo de microrganismos patogénicos. Os estudos mostram que varios aspectos da
fisiologia intestinal sdo fundamentais para limitar o estabelecimento ou o crescimento de
agentes. Uma das caracteristicas mais importantes do intestino com efeito direto sobre a funcéo
imunoldgica é a necessidade de ndo ser montada resposta imune contra 0os componentes dos
alimentos ou microrganismos comensais que habitam o intestino. Em geral, o intestino é
povoado por diferentes proporcOes das diversas células do sistema imune (macrofagos,

heterofilos, células dendriticas, linfocitos T e B, entre outras), de acordo com a localizacao
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intestinal, idade das aves, microbiota intestinal natural, dieta, exposicdo a microrganismos
patogénicos e genética do hospedeiro (Davison et al., 2008; Bayyari et al., 1997; Cheng et al.,
2001). Consequentemente, aves de diferentes linhagens mostram comportamentos diversos e
especificos ao responder contra agentes estranhos.

Além das diferencas das proporcGes de células do sistema imune nas diferentes
linhagens de aves, ha variagcdo na microbiota intestinal, a qual tem influéncia direta sobre a
competicdo entre os microrganismos e sobre o desempenho das aves. A microbiota de diferentes
porc¢des do trato gastrointestinal (TGI) mostram inter-relacdo com o ganho de peso (GP) das
aves. As comunidades bacterianas do ceco que tem relacdo positiva com ganho de peso sdo do
género Lactococcus, e relacionadas negativamente com Anaerovibrio, Prevotella e
Akkermansia. A nivel ileal, Methanobrevibacter e Bifdobacterium foram positivamente
relacionados com GP, enquanto Akkermansia e Streptococcus relacionaram-se negativamente
com GP (Han et al., 2016).

Frangos de corte, tanto na homeostase como apds o desafio sanitario, utilizam
mecanismos imunoldgicos que favorecem a ativacdo de macrdfagos e células T, e intensificam
0 processo oxidativo (Coble et al., 2011). Redmond et al. (2009) sugerem que uma linhagem
ristica da Africa (Fayoumis) tenha uma réapida resposta pro-inflamatoria, com maior nimero
de heterdfilos, o que pode ser um fator na resisténcia efetiva a Salmonella Enteritidis. Além
disso, quando inoculadas com S. Enteritidis, aves de linhagens com rapido crescimento
apresentam maiores contagens bacterianas no figado e redugdo de peso mais evidente em

relacdo as de crescimento lento (Van Hemert et al., 2006).

2.3. Resposta imune

O sistema imune é composto pelos 6rgdos linfoides e estes desempenham o papel de
protecdo e defesa do organismo. Em aves, 0s 6rgdos linfoides primarios sdo constituidos pela
bolsa cloacal (local de desenvolvimento e diferenciacdo de linfocitos B) e pelo timo (local
desenvolvimento e diferenciacdo de linfdcitos T) (Bockman & Cooper, 1973; Qureshi et al.,
1998). As células do sistema imune deixam 0s 6rgdos primarios e seguem em dire¢éo aos 6rgéos
linfoides secundarios, dentre os quais estdo o baco, a medula 0ssea, os tecidos linfoides
associados aos bronquios (BALT) e intestino (GALT). Os linfocitos B chegam 3 dias antes da
eclosdo (D18) nos tecidos linfoides secundérios e as células T ao 6° dia pos-incubacdo (D6) e
tendo uma segunda onda (D12-13) (Pabst, 1987; Davison et al., 2008). Nas de aves de producéo,
especificamente em frangos, a GALT inclui o bago, tonsilas cecais e placas de Peyer (Yegani
& Korver, 2008).
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Logo apds a eclosdo, as aves ndo possuem microbiota bem definida e o desenvolvimento
da maturacdo intestinal demora cerca de 2 semanas (Geyra et al., 2001), o que torna o intestino
susceptivel a infeccdo por microrganismos. Na producdo de aves, busca-se cada vez mais
acelerar o processo de maturacgéo intestinal com a potencializacdo do sistema imune. Segundo
Crhanova et al. (2011), isso pode ser realizado atraves da modificacdo da colonizacdo da
microbiota do intestino do frango. O contato de aves saudaveis auxilia na colonizagéo por uma
microbiota saudavel e que pode ser essencial no combate a patégenos (Pan & Yu, 2014).

Quando a mucosa intestinal € submetida a acao de agentes patogénicos, o sistema imune
desencadeia processos de defesa, 0s quais podem afetar a absorcdo intestinal e, dessa forma,
interferir nos processos produtivos e de bem-estar animal. Apesar da auséncia de sinais clinicos,
as aves respondem a infeccdo oral por sorovares nado-tifoides de S. enterica através de
inflamacdo moderada no ceco, cuja mucosa mostra infiltracdo de heterofilos e
monaocitos/macrofagos (Matulova et al., 2013). A resposta a infeccdo depende de células do
sistema imune especializadas em reconhecimento de antigenos, que irdo recrutar os linfocitos
para os tecidos acometidos. Esse processo leva periodos de tempo distintos para as diferentes
células imunes. Os heter6filos demoram 6 a 12 horas pos-infeccdo, enquanto células dendriticas
e macrdéfagos demoram cerca de 48 horas para atingirem o sitio de infeccdo (Harmon, 1998),
sendo de fundamental importancia visto que os heterofilos e macréfagos sdo responsaveis
secrecdo de interleucinas e desencadeamento da resposta imune.

Segundo McGrey & McSorley (2012), durante a infeccdo por Salmonella, células
efetoras de Th17 proliferam-se e desempenham importante papel na defesa do hospedeiro. Estas
células atuam na defesa contra agentes extra e intracelulares, secretando citocinas (interleucinas
IL-17 e IL-22), e auxiliando na ativac&o e recrutamento de heterofilos. A IL-17 ativa mondcitos
e neutrdfilos, promovendo fagocitose a fim de reduzir os efeitos da infec¢do. A 1L-22 atua
produzindo peptideos antimicrobianos e estimulando a proliferacdo de células epiteliais a fim
de reparar os danos causados pela invasdo microbiana (Zelante et al., 2011). E possivel que o
desenvolvimento de respostas inflamatdrias Th17 ao microbioma difira substancialmente do
desenvolvimento homeostatico das células Th17 em resposta aos patdgenos entéricos (McGrey
& McSorley, 2012), a microbiota induz a producdo de IL-lbeta, que desencadeia a
diferenciacéo das células Th17 (Shaw et al., 2012). Em contrapartida, ha evidéncias de que as
células Th17 e as citocinas associadas desempenham um papel importante na resisténcia as
infeccdes das mucosas por Salmonella (McGrey & McSorley, 2012; Matulova et al., 2013).

Torna-se claro que h& uma inter-relacéo entre o estimulo provocado pelo patégeno e a
resposta através da producgdo de citocinas. H4 aumento na producédo de IL-17 apds o estimulo
pela presenca do patdgeno, ao qual atua induzindo a recrutamento e proliferacdo de heterofilos.
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Os heterofilos secretam interleucinas pré-inflamatorias, como a IL-1 e IL-8 e que estéo ligadas
ao recrutamento e ativacao de células do sistema imune (Zhang & An, 2007).

Verifica-se que ha expressdo de interleucinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-8, IL-17 e IL-
22) tanto pela inflamacdo decorrente da Salmonella Enteritidis como pela colonizacdo da
microbiota intestinal natural, entretanto ha maior expressao das citocinas pela presenca do
patdgeno. O aumento da expressao decorrente da colonizagdo natural do ceco de frangos ocorre
a partir do 4° dia de vida das aves, através de aumento momenténeo da IL-8 e expresséo de IL-
17 no ceco de frango, o que € indicativo de inflamacdo fisioldgica e maturacdo do sistema imune
intestinal (Crhanova et al., 2011; Varmuzova et al., 2014), e a permanéncia desse acréscimo

permanece até cerca da 12 semana de vida (Barshira & Friedman, 2006).
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3. MATERIAIS E METODOS

Todas as préaticas de manejo, bem como abate e procedimentos de amostragem da
presente pesquisa, foram submetidas e aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (protocolo de n° 186/2015). O
experimento foi conduzido no Laboratério de Avaliagdo de Produtos de Origem Animal,
pertencente ao Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), na
cidade de Areia - PB.

3.1. Incubacéo dos ovos

Foram utilizados 200 ovos com peso médio semelhante, provenientes de matrizes da
linhagem Cobb500® e Label Rouge®. Os ovos foram distribuidos em trés incubadoras artificiais
(IP130, incubadoras Premium Ecoldgica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) com controle de
temperatura e viragem automatica. As incubadoras foram mantidas em condi¢des normais de
incubacdo, com temperatura de 37,7°C, umidade relativa de 60% e viragem a cada duas horas.
No décimo primeiro dia de incubacdo (DE11), procedeu-se a ovoscopia com o objetivo de
descartar os embrides mortos e ovos claros. Apds a eclosdo, 100 pintainhos nascidos em

periodos mais proximos foram utilizados no experimento.

3.2. Instalagdes e dieta

Apbs a eclosdo, os pintainhos foram pesados individualmente e o estado negativo de
Salmonella Enteritidis foi confirmado por meio de analise microbioldgica de swab cloacal,
colhidos em vinte animais por incubadora. Os animais foram distribuidos em delineamento
experimental inteiramente casualizado(DIC), formando assim quatro tratamentos e 25
repeticbes por tratamento, considerando cada ave uma repeticdo. Os tratamentos resultantes
foram: linhagem Cobb500® sem desafio de Salmonella pos-eclosdo (Cobb-SS); linhagem
Cobb500® com desafio com Salmonella pds-eclosdo (Cobb-CS); linhagem Label Rouge® sem
desafio de Salmonella pds-eclosdo (LR-SS); linhagem Label Rouge® com desafio com
Salmonella pds-eclosdo (LR-CS). Os animais foram alojados em caixas de madeira com tampas
de nylon para evitar contaminacdo cruzada e contaminacdo do ambiente por meio de vetores,
como moscas. As caixas foram equipadas com bebedouro e comedouro recomendados para fase
inicial. Termohigrémetros digitais foram instalados no ambiente (Oregon Scientific, Portland,
EUA) para aferigdes de temperatura e umidade relativa. A dieta experimental foi composta
principalmente por farelo de milho e farelo de soja para a fase inicial (1-10 dias), seguindo as
recomendac0es de Rostagno et al. (2011). A racdo fornecida aos animais foi a mesma para todos
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0s tratamentos, sendo composta de 22,20% de PB, 2.950 kcal/kg de energia metabolizavel,
1,31% de lisina digestivel, 0,94% de metionina + cistina digestivel e 0,852% de treonina
digestivel.

3.3. Preparo do indculo e inoculagao

O desafio por Salmonella Enteritidis foi realizado aos dois dias de idade. Para o preparo
do indculo, foi realizado o cultivo da estirpe bacteriana com resisténcia induzida ao acido
nalidixico (Salmonella EnteritidisN®*) em caldo nutriente (Acumedia®, EUA) em estufa
bacteriologica durante 24 horas a 37°C, até que 0 meio se tornasse turvo, o que indica
desenvolvimento satisfatorio da bactéria. Em seguida, uma aliquota de 0,1 mL da cultura foi
semeada em novo caldo nutriente e incubada a 37°C por quatro horas, em incubadora com
agitacdo orbital. Para determinacdo da concentracdo do inoculo, foi realizada a semeadura das
diluicbes decimais seriadas em agar verde brilhante (Acumedia®, EUA) contendo &cido
nalidixico (100 pg/mL), com incubacdo a 37°C, sendo posteriormente realizada a contagem das
unidades formadoras de colbnias (UFC) de Salmonella EnteritidisN®*. Todos os pintainhos
foram inoculados via intra-esofagica utilizando-se 0,5mL de cultura de Salmonella (1,6 x 10°

UFC/mL) ou caldo nutriente estéril.

3.4. Coletas de amostras cecais e contagem bacteriana

Foram realizados abates 24 e 168 horas pos inoculacdo, que correspondem a 3 e 9 dias
de idade das aves, respectivamente. Foram colhidas amostras de mucosa cecal de cinco animais
por tratamento, identificadas e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente armazenados a -80°C até o processo de extracdo ser iniciado.

O contetdo cecal de 5 pintainhos por tratamento foi colhido 24, 96 e 168 horas pés
inoculacdo para a realizacdo da contagem bacteriana, e diluido em série utilizando-se PBS pH
7,4. As diluicbes foram cultivadas em agar verde brilhante contendo &cido nalidixico
(100 pg/mL) e as placas foram incubadas a 37° por 24 horas. O nimero de salmonelas viaveis
foi expresso e determinado em unidades formadoras de coldnia por grama de contetdo cecal
(UFC/qg).
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3.5. Extracdo de RNA e expressao génica

As amostras congeladas a -80 °C foram utilizadas para extracdo de RNA. O RNA foi
extraido utilizando o kit Qiagen RNeasy® Mini (Cat. n.74104, Qiagen, EUA) de acordo com as
recomendacOes do fabricante. A concentracdo e pureza do material extraido foi avaliado em
espectrofotdmetro de Microvolume (Colibri), utilizando as relagdes de absorbancia de 260/280
e 260/230 para atestar a qualidade do RNA extraido. A sintese do cDNA foi realizada utilizando
o0 kit cDNA AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologies), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. A expressdo génica relativa foi determinada através reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), utilizando o Brilliant 11 Ultra-fast SYBR QPC
Master Mix (Agilent Technologies). Os ciclos da RT-PCR foram realizados no termociclador
StratageneMx3005P (Agilent Technologies). As sequéncias dos genes das interleucinas e do

gene de referéncia (beta-actina) estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Genes em estudo, identificacdo da sequéncia de referéncia e sequéncia dos primers
utilizados na qPCR

Gene (Nome)? Iniciador Direto/ Reverso Referéncia

Beta-actina F CCACTGGCATTGTCATGG ACTCT Moreira Filho et al. (2015)
Beta-actina R TCCTTGATG TCACGG ACGATT TCC Moreira Filho et al. (2015)

IL-1Beta F CACACT ATGGGCGCATGCT Crhanova et al. (2011)

IL-1Beta R ATT GTC CCT GGA GGT GTT GGT G Crhanova et al. (2011)
IL-8 F CAA GCC AAACACTCCTAACCAT Varmuzova et al. (2016)
IL-8 R AGC TCATTC CCCATCTTT ACC Varmuzova et al. (2016)
IL-17 F TAT CAG CAA ACG CTC AGT GG Crhanova et al. (2011)
IL-17R AGT TCA CGC ACC TGG AAT G Crhanova et al. (2011)
IL-22 F CAG ACT CAT CGG GTC AGC AAA Crhanova et al. (2011)
IL-22 R GGT ACC TCT CCT TGG CCT CT Crhanova et al. (2011)

IF: Direto; R: Reverso; IL: Interleucina

3.6. Tratamento de dados e andlise estatistica

Dados referentes a contagem bacteriana (UFC/g) foram transformados em logl0 e
posteriormente analisados em delineamento inteiramente casualizado, considerando-se apenas
os dois tratamentos desafiados. A expressdo génica foi analisada em delineamento inteiramente
casualizado, em cada idade de colheita das amostras. A expressédo relativa foi calculada com
base no método 224, descrito por Pfaffl (2001), utilizando-se o gene da beta-actina como gene
de referéncia. Medias diferentes foram analisadas pelo Teste t de Fisher a 5%.
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4. RESULTADOS

Infeccdo por Salmonella e contagem cecal

A contagem bacteriana para os dois primeiros periodos (24 e 96 horas pds-inoculacédo)
ndo mostrou diferengas significativas para as linhagens (p>0.05). No periodo de 168 horas pos-
inoculacdo houve redugdo (p<0,05) da contagem bacteriana na linhagem pescoco pelado
quando comparada a linhagem comercial (Figura 1). As aves nao infectadas tiveram resultado

negativo para contagem de S. Enteritidis.

a

24 horas 96 horas 168 horas

Logl0 UFC/g
— [ 2] (%) E=N L (=)} -1

B Cobb ®Label Rouge

Figura 1. Contagem de bacteriana cecal (UFC/g) de frangos Cobb500® e Label Rouge® desafiados com
Salmonella com inoculagdo aos 2 dias de idade das aves. Dentro de cada periodo de avaliagdo, letras
diferentes indicam respostas diferentes entre linhagens.

Expressdao de mRNA de citocinas

A expressdo de IL-1beta, IL 8, IL-17 e IL-22 em animais ndo infectados ndo foi diferente
entre as linhagens as 24 ou as 168 hpi, porém o perfil temporal de expressao foi diferente para
todas as interleucinas, exceto a IL-8 (Figura 2). Por exemplo, a expressao de IL-17 em aves
Cobb500® mostra-se crescente entre os dois periodos, mas sofreu pequeno decréscimo em aves
Label Rouge®. A expressdo das interleucinas também sofreu influéncia da infecgdo por S.
Enteritidis (Figuras 3 a 5). Para ambos os periodos avaliados, a expressdo de genes no ceco de
aves infectadas com cepas de Salmonella aumentou significativamente em comparagdo com a
das galinhas de controle ndo infectadas (Figuras 3 e 4). Aves da linhagem Cobb500®
apresentaram niveis significativamente maiores de interleucinas em comparacdo com aves da

linhagem pescoco pelado (Figura 5).

23



As duas linhagens apresentaram niveis semelhantes (P>0,05) de expressao relativa do
MRNA das interleucinas 1, 8, 17 e 22 as 24 hpi (3 dias de vida) e as 168 hpi (9 dias de vida)
quando nédo foram infectadas com Salmonella (Figura 2). Os niveis de mMRNA de interleucinas
diminuiram em aves Label Rouge® de 3 para 9 dias, enquanto ficaram semelhantes ou
aumentaram no caso de aves Cobb500®, exceto para IL-8.

Ambas as linhagens aumentaram a expressdo do mRNA das interleucinas ap6s o desafio
com Salmonella, mas os niveis somente foram diferentes (P<0,05) para IL-8 as 168 h e 1L-17
as 24 hpi em aves Cobb500® (Figura 3) e para todas as interleucinas avaliadas as 24hpi em aves

Label Rouge® (Figura 4), exceto a 1L-22.
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Figura 2. Expresséo relativa do mRNA de interleucinas 1 (IL-1, A), 8 (IL-8, B), 17 (IL-17, C) e 22 (IL-22, D) em aves Cobb500° e Label Rouge® ndo
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Figura 3. Expresséo relativa do mRNA de interleucinas 1 (IL-1), 8 (IL-8), 17 (IL-17) e 22 (IL-22) em
aves Cobb500® nédo infectadas (barras brancas) ou infectadas (barras pretas) as 24 e 168 hpi. Letras
minusculas indicam diferenca significativa entre infec¢éo e ndo infeccéo as 24 hpi pelo Teste t (P<0,05).
Letras maiusculas indicam diferenca significativa entre infec¢édo e ndo infeccdo as 168 hpi pelo Teste t
(P<0,05).
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Figura 4. Expressdo relativa do mRNA de interleucinas 1 (IL-1), 8 (IL-8), 17 (IL-17) e 22 (IL-22) em
aves Label Rouge® ndo infectadas (barras cinza claras) ou infectadas (barras cinza escuras) as 24 e 168
hpi. Letras mindsculas indicam diferenca significativa entre infeccdo e ndo infeccao as 24 hpi pelo Teste
t (P<0,05).
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As duas linhagens apresentaram diferencas quanto a expresséo do mRNA das
interleucinas frente a infeccdo por Salmonella (Figura 5). Apesar de os niveis de mMRNA de
interleucinas 1, 8 e 22 serem semelhantes as 24 hpi, os niveis de IL-17 sdo mais altos na
linhagem Cobb500®. A expressdo do mRNA de todas as interleucinas € maior em aves
Cobb500° as 168 hpi, exceto para IL-1.

As duas linhagens apresentaram semelhangas em relacdo a expressdo de mRNA
de IL-1 frente ao desafio com Salmonella (Figura 5A), mas ndo em relacdo as demais
interleucinas (Figuras 5B, 5C E 5D). O nivel de expressdo de IL-1 aumenta nas duas linhagens
24 horas apés o desafio e depois cai as 168 hpi, atingindo valores mais baixos que os de aves
ndo desafiadas nas duas linhagens (Figuras 3 e 4). Em aves Label Rouge®, o aumento na
expressdo as 24hpi é de 2x (P<0,05, Figura 4), enquanto em aves Cobb500® o aumento é de 4x
(P>0,05, Figura 3). Porém, os niveis de mRNA de IL-1 sdo semelhantes entre as duas linhagens
as 24hpi, mas sdo maiores em aves Cobb500® em comparacdo as Label Rouge® as 168 hpi
(P<0,05, Figura5). De forma semelhante, o nivel de mMRNA de IL-8 aumenta nas duas
linhagens 24 h apds infeccdo, porém o aumento é de 2,2X em aves Label Rouge® (P<0,05,
Figura 4) e de 1,5X em aves Cobb500® (P>0,05, Figura 5). Os niveis de IL-8 sofrem uma queda
em aves das duas linhagens as 168 hpi, mas os niveis séo diferentes entre aves infectadas e ndo
infectadas apenas para a linhagem Cobb500® (Figura 3, P<0,05). Os niveis de mRNA de IL-8
em aves infectadas s&o semelhantes entre as duas linhagens apenas as 24hpi. As 168 horas pos-
infeccdo, aves Cobb500® tém niveis mais elevados (P<0,05) de mRNA de IL-8 do que aves
Label Rouge®.O comportamento dos niveis de mRNA de IL-17 € similar entre as linhagens
frente a infeccdo com Salmonella (Figuras 3 e 4). O nivel de mRNA de IL-17 aumenta 1X em
aves Label Rouge® 24 horas ap6s infeccdo (P<0,05, Figura 4) e depois cai ao mesmo nivel que
o0 controle as 168 hpi, enquanto em Cobb500® o nivel de IL-17 aumenta 5x as 24 hpi (P<0,05,
Figura 3), caindo a niveis 2 X mais alto que o controle 168 hpi. A expressdo de IL-17 é menor
(P<0,05) em aves Label Rouge® infectadas em comparacéo as aves Cobb500® infectadas, tanto
as 24 como as 168 hpi (Figura 5C).

Os niveis de expressdo de IL-22 agem de forma oposta as demais interleucinas as 24hpi;
¢ a Unica que tem nivel mais elevado em Label Rouge® infectado do que em Cobb500® infectado
(Figura 5D), mas a diferenca néo e significativa. A expressdo de mRNA de IL-22 é maior em
aves Cobb500® em comparacdo as aves Label Rouge as 168 hpi (P<0,05, Figura 5D). O nivel
de mRNA de IL-22 em aves Label Rouge® aumenta 1x com infeccdo, tanto 24 hpi como 168
hpi (Figura 4). Em Cobb500%®, o nivel de IL-22 aumenta 1x entre 24 e 168 hpi em aves
infectadas, mas permanece estavel em aves néo infectadas entre os dois periodos analisados
(Figura 3).
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Figura 5. Expressdo relativa do mRNA de interleucina 1 (IL-1, A), 8 (IL-8, B), 17 (IL-17, C) e 22 (IL-22, D) em aves Cobb500® (linhas negras) e Label Rouge®
infectadas (linhas cinza). Letras diferentes em cada ponto de avaliacdo indicam diferenca significativa entre aves infectadas de diferentes linhagens pelo Teste t
(P<0,05). Ndo ha diferenca entre linhagens para a expressdo de IL-1 quando as aves sao infectadas.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento da ave apds a eclosdo envolve uma série de alteracdes que capacitam
0 animal a sobreviver em uma condi¢do bastante diferente daquela da incubacdo. Ajustes
fisioldgicos ocorrem em sistemas diversos e por periodos de tempo variados. Porém, o trato
gastrintestinal precisa adequar-se prontamente, de forma que o alimento possa ser processado
adequadamente e que haja energia para que todas as demais funcOes corporais sejam
desempenhadas. A utilizacdo do alimento dependera ndo somente de uma série de mudancas
fisioldgicas, mas também do aparecimento da microbiota comensal que é essencial para a
homeostasia gastrintestinal. Portanto, o desenvolvimento da resposta imune no trato
gastrintestinal é crucial para permitir tolerancia ao estabelecimento da microbiota de interesse.
Nesse contexto, os resultados do presente estudo indicam que tal desenvolvimento varia
significativamente entre aves de diferentes linhagens, ja que a expressdo de interleucinas
reguladoras do sistema imune aumentou em aves Cobb500 e diminuiu em aves Label Rouge no
periodo desde a ecloséo até os 9 dias de idade (9d, 168hpi). Essa diferenca pode estar associada
a particularidades na estimulacdo do sistema imunolégico pela microbiota comensal que esta
se estabelecendo no trato gastrintestinal, uma vez que os processos de maturacéo intestinal e

estabelecimento da microbiota ocorrem paralelamente e estéo interligados (Kogut et al., 2016).

A presenca da Salmonella no intestino de aves desencadeia uma série de descritas a
sequir (Matulova et al., 2013): 1) sinalizacdo por IL-8 e IL-17 e ativacdo de mecanismos de
defesa mais simples, como lisozima, com pico até os dois dias pds-infeccdo; 2) aumento da
expressdo de genes de macrofagos e heterofilos, incluindo a IL-1beta, com pico até os 4dpi; 3)
aumento de atividade de linfécitos CD4, com consequente montagem de resposta imune Thl e
controle da infeccdo entre 5 e 15 dpi; 4) producdo de imunoglobulinas G e A apds 15dpi,
provavelmente direcionadas contra antigenos células T-independentes. No presente estudo,
ambas as linhagens apresentaram reducdo nas contagens de Salmonella Enteritidis entre 24 e
168 hpi, fendmeno provavelmente relacionado ao estabelecimento da microbiota comensal e ao
desenvolvimento do sistema imune intestinal. Correlacionando os resultados de contagens
bacterianas e expressdo dos genes de interleucinas, verifica-se menor estimulo a resposta
inflamatoria em aves Label Rouge, ocorrendo reducdo significativa de Salmonella nas aves
desta linhagem as 168 hpi. Diferencas na ontogenia gastrointestinal entre linhagens de
crescimento lento e rapido, correlacionadas a menor colonizacdo e maior clearance de
Salmonella nas primeiras ja foram descritas (Van Hemert et al., 2006).

O desenvolvimento normal da microbiota ocorre a0 mesmo tempo em que o sistema
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imune desenvolve tolerancia, portanto, ha reducdo das citocinas pré-inflamatorias como
mecanismo especifico de defesa do hospedeiro para que haja menos impacto sobre a saude. A
ideia central, nesse sentido, é minimizar a resposta inflamatdria para reduzir os efeitos negativos
sobre a saude animal (Kogut et al., 2016). A diminui¢do dos niveis de expressdo de todas as
interleucinas no tempo em aves Label estaria relacionado, portanto, a maior rapidez no processo

de desenvolvimento intestinal (Figura 1).

Os resultados do presente estudo indicam que a maior susceptibilidade das aves de
crescimento rapido ao desafio com Salmonella foi associada & maior expresséo das interleucinas
secretadas pelas células Th17, conforme previamente observado (Van Hemert et al., 2006)
sobre a maior ativacdo de células T em comparacdo com aves de crescimento lento. Rychlik et
al. (2014) observaram maior expressao para as IL-1 e IL-8, diretamente ligadas aos macrofagos,
em aves de linhagem para crescimento lento, fato ndo observado neste estudo.

A IL-17 estimula os heterdfilos contra a invasdo microbiana e aumento de células T
regulatorias no ceco de aves infectadas com Salmonella, condi¢do associada a maior expressao
de citocinas anti-inflamatdrias e menor expressdo de citocinas pro-inflamatérias (Normaton e
Marti, 2013). No presente estudo, as aves ndo infectadas de ambas linhagens apresentam
comportamento de maior inducdo das citocinas pré-inflamatérias no tempo, mas no desafio a
resposta é invertida para a linhagem Cobb500, havendo uma possivel regulacdo da producédo
das células Th17 pelos heterdfilos e consequentemente maior indugédo da I1L-17.

A resposta inflamatoria fisioldgica a microbiota intestinal comensal ocorre por volta do
4° dia de vida da ave e, quando os animais sao infectados apds o periodo de maturacdo, pode-
se observar que as contagens de Salmonella no baco e figado reduzem com o aumento da idade
das aves (Crhanova et al., 2011). A resposta inflamatéria é dependente do sorotipo de
Salmonella envolvido; alguns sorotipos podem causar inflamacéo e ndo causar a doenga, como
é o0 caso da S. Enteritidis (Kaiser et al., 2000), o que pode estar relacionado a maior resisténcia
das aves pescoco pelado a cepa utilizada no presente estudo.

A reducdo da IL-1 no periodo de 168 horas pode estar relacionada a sua resposta
inflamatdria rapida na tentativa de combater a invasdo bacteriana (Kaiser et al., 2000), tendo
sua maior atuacéo no periodo de 24 horas pés inoculacdo. No ceco de aves ndo inoculadas, a
expressao das citocinas pro-inflamatdrias (IL-1 e IL-8) teve sua maior expressdo aos no
intervalo entre 4 e 7 dias de idade. A IL-8 revelou um aumento em 10x no 7° dia de vida e foi
possivel verificar uma correlacdo com o aumento de heteréfilos (Barshira & Friedman, 2006),
comprovando que hd um aumento da expresséo das citocinas mesmo em condigdes sem desafio

e isso esta relacionado ao processo de desenvolvimento do sistema imune, o qual sofre uma
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resposta mais rapida a infeccao bacteriana.

IL-17 e IL-22 sdo frequentemente expressos tardiamente, embora em condic¢des
especificas. Ambas tiveram aumento na expressdo quando induzida pela infeccdo por S.
Enteritidis apos 24 horas p6s inoculacdo (Crhanova et al., 2011), enquanto no presente estudo
apenas a expressdo de IL-17 foi afetada pela infec¢do por S. Enteritidis nas duas diferentes
linhagens. Os receptores IL-17 foram encontrados em células dendriticas, macrdfagos e
linfocitos T, indicando seu potencial de regulacdo da resposta imune (Reynolds et al., 2010).
Por outro lado, o receptor de 1L-22 foi observado apenas em células ndo imunes, estimulando-
as para a producdo de peptideos antimicrobianos e também estimulando seu crescimento e
regeneracdo durante a infeccdo. A microbiota normal, portanto, estimula a resposta pro-
inflamatoria, que devido a auséncia de regulacédo positiva da 1L-22, ndo causa danos nos tecidos
(Rutz et al., 2013).

O ceco de aves recém-eclodidas apresenta maior abundancia de heterofilos na lamina
propria, seguidos por macrofagos e linfocitos T (Rychilk et al., 2014), células que estdo
diretamente relacionadas a expressao das citocinas pro-inflamatérias (IL-1B e IL-8). Estes
mediadores pro-inflamatérios do intestino desencadeiam o recrutamento de leucécitos e
posteriormente linfocitos ao intestino em desenvolvimento (Barshira e Friedman, 2006),
processo que demora de uma a duas semanas durante o desenvolvimento do sistema imune. A
inoculagdo das aves deste estudo foi realizada no 2° de vida. Nessa situacdo, em ambas as
linhagens foi observado maior inducdo da expresséao das citocinas IL-1f e IL-8 as 24 hpi, porém
a diferenca entre linhagens apenas aos 9 dias de vida (168 horas p6s-inoculacdo). Interessante
notar que a expressdo de IL-8 manteve-se elevada nas aves de crescimento rapido, e
significativamente maior do que na linhagem de crescimento lento as 168 hpi, indicando que a
resposta por macrofagos esté ativada por um periodo mais longo nas aves Cobb500.

De maneira geral observou-se que os animais da linhagem Label Rouge®, quando
desafiados com Salmonella, apresentaram menor expressdo dos genes envolvidos com a
resposta imune, sendo em alguns casos semelhante aos animais do grupo controle (néo
desafiado). Assim, o desafio com Salmonella parece ndo ter sido capaz de promover alteragoes
que demandassem maior atengdo do sistema imune, permanecendo este em estado de
normalidade. Segundo Yalcin et al. (1997) a rusticidade de aves “pescogo pelado” ou “pescoco
pelado melhoradas”, ou criagdes “coloniais”, propiciam a esses animais maior resisténcia a
manifestacdo de determinadas doencas, 0 que explica essa melhor resposta dos animais Label
Rouge®.

A selecdo genética para um crescimento mais rapido nos perus pode afetar a imunidade

(Bayyari et al.,1997), o que se estende para linhagens de frangos de corte (Wigley, 2004). A
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criacdo seletiva em galinhas com base em uma caracteristica, como imunoglobulinas G (IgG)
ou peso corporal, pode afetar outros genes ou sistemas que associam caracteristicas fisioldgicas
Unicas a linhagem, em resposta a estimulacdo a um agente. Aves de linhagem comercial de
baixa produtividade tendem a ter um sistema imune mais resistente que as de alta produtividade,
entretanto sua adaptacdo ao meio ambiente foi modificada pela maior relacdo H:L
(Heterdfilo:Linfdcito), parametro de avaliacdo de estresse ambiental (Cheng et al., 2011).

Estudos anteriores de nossa equipe tém indicado menor injuria intestinal frente ao
desafio com S. Enteritidis quando as aves sdo submetidas previamente a tratamentos tdo
diversos quanto diferentes niveis de treonina na racdo ou injetada in ovo e 0 aumento de
temperatura de incubacéo (Santos et al., 2013; Moreira Filho et al., 2015; Hermenegildo, 2017;
Moreira Filho, 2017). Kogut et al. (2016) mostraram que a presenca de Salmonella Enteritidis
provoca um processo de tolerancia semelhante ao que é estabelecido para a microbiota
comensal, induzindo ao aparecimento de aves com o estado de hospedeiro assintomatico.
Animais infectados por S. Enteritidis apresentam aumento do nimero de heteréfilos na lamina
propria do intestino e da expressdo de citocinas pro-inflamatorias. Na situacdo especifica de
estabelecimento da tolerancia, a expressao de citocinas é diminuida e a resposta inflamatoria
intestinal torna-se menos exacerbada, com aumento da expressao de citocinas anti-inflamatorias

e menor efeito negativo sobre a salde.

32



6. CONCLUSAO

H& diferencas na expressdo de interleucinas reguladoras da resposta imune entre as
linhagens Label Rouge® e Cobb500, indicando haver desenvolvimento mais precoce do sistema
imune na primeira linhagem. Esse desenvolvimento estd possivelmente associado a maior
tolerancia ao desafio por S. Enteritidis aos 2 dias de idade.
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7. IMPLICACOES FINAIS

A elucidacdo de resisténcia das aves a infeccdo para as diferentes linhagens ainda néo
foi totalmente decifrada, havendo necessidade de mais estudos no intuito de unir dados sobre
caracterizacdo dos sistemas nas diferentes linhagens e que possam ser utilizadas para o
melhoramento das aves de linhagens comerciais de alto rendimento. Estudos que enfoquem o
desenvolvimento da microbiota intestinal e a expressdo concomitante de citocinas sob
condic¢des normais de crescimento ou sob desafio com Salmonella contribuirdo para entender

quais vias sdo utilizadas para montar a resposta imune.
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