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EXPRESSAO DE MUCINA E TRANSPORTADORES INTESTINAIS E PERFIL
MICROBIANO DE PINTAINHOS DE DIFERENTES LINHAGENS DESAFIADAS
COM SALMONELLA ENTERITIDIS

RESUMO GERAL: Objetivou-se avaliar e comparar a composi¢do e diversidade e a
expressao de mucina e transportadores de nutrientes em duas linhagens de frango. A
composicdo do microbioma foi investigada em aves de duas linhagens por meio do
sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomico (rRNA) em 24, 96 ¢ 168 horas apos a
inoculacdo (hpi) com S. Enteritidis ou meiode cultura estéril em duas linhagens de frangos.
Amostras de mucosa jejunal foram colhidas para extragdo de RNA e posteriormente avaliagao
do gene da mucina (Muc?2), dos transportadores intestinais de glicose (Sgltl, Glut2 e Glut5) e
do transportador de aminoacidos (Asctl) e transportador de di-tripeptideos (PepT1). De
acordo com o indice de Shannon, referente ao tempo apds inoculagdo mostra que o indice de
diversidade alfa ¢ significativamente menor nos tratamentos com 24h (P<0,05). Os filos
Proteobacteria e Firmicutes foram mais dominantes em 24, 96 e 168 hpi, hd maior abundancia
de Proteobacteria em relagao a Firmicutes, o inverso ocorre para 96 ¢ 168 hpi. Nao houve
nenhum efeito significativo no periodo de 24 hpi para os transportadores intestinais, entretanto
a expressao foiregulada positivamente para Muc2 em Label. Além disso houve interagao
desafio linhagem noperiodo de 168 hpi para Glut2. As Linhagens aparentemente apresentam
de diferentes mecanismos no transporte intestinal quando desafiadas com S. Enteritidis.

Palavras-chave: frangos; linhagens; microbioma; salmonelose.



EXPRESSION OF MUCIN AND INTESTINAL TRANSPORTERS AND MICROBIAL
PROFILE OF CHICKS OF DIFFERENT LINEAGES CHALLENGED WITH
SALMONELLA ENTERITIDIS

GENERAL ABSTRACT: The objective was to evaluate and compare the composition and
diversity and expression of mucin and nutrient transporters in two chicken strains. Microbiome
composition was investigated in birds of two strains by sequencing the 16S ribosomal RNA
(rRNA) gene at 24,96 and 168 hours after inoculation (hpi) with S. Enteritidis or sterile culture
medium in two strains of chickens. Jejunal mucosa samples were collected for RNA extraction
and later evaluation of the mucin gene (Muc?), the intestinal glucose transporters (Sgltl, Glut2
and Glut5) and the amino acid transporter (Asctl) and di-tripeptide transporter (PepTl) .
According to the Shannon index, referring to the time after inoculation, it shows that the alpha
diversity index is significantly lower in the treatments with 24h (P<0.05). The phyla
Proteobacteria and Firmicutes were more dominant at 24, 96 and 168 hpi, there is greater
abundance of Proteobacteria in relation to Firmicutes, the opposite occurs at 96 and 168 hpi.
There was no significant effect at 24 hpi for intestinal transporters, however expression was
upregulated for Muc?2 in Label. In addition, there was lineage challenge interaction in the period
of 168 hpi for Glut2. The strains apparently have different mechanisms in intestinal transport
when challenged with S. Enteritidis.

Keywords: broilers; line; microbioma; salmonellosis.
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CONSIDERACOES INICIAIS

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial e o maior exportador de carne de frango,
liderando ainda a quarta posicdo em consumo com 9,9 milhdes de toneladas em 2020. Com
base nesses dados, sdo de extrema importancia os cuidados com a cadeia de produgdo das aves,
a fim de evitar problemas sanitarios decorrentes de enfermidades como as causadas por
salmonelas. A producdo e produtividade na cadeia avicola sdao prejudicadas quando ha
proliferagdo de agentes infecciosos, como os provenientes das cepas de Salmonella Enteritidis

Os efeitos deletérios podem ocorrer logo no inicio da vida das aves. A eclosdo, apesar
de estar anatomicamente completo, a capacidade funcional do sistema digestorio ainda ¢
imatura, seja considerando-se a absor¢do, a digestdo ou capacidade imunoldgica, quando
comparado ao sistema em aves adultas, tornando os pintinhos mais susceptiveis a infec¢des por
patdgenos, como Salmonelas. As salmoneloses aviarias sdo doengas causadas por bactérias do
género Salmonella, que possuem aproximadamente 2400 sorotipos, entre os quais cerca de 200
estao relacionadas a toxinfec¢oes alimentares.

As salmonelas zoonoticas sdo responsaveis pela maioria dos problemas relacionados a
gastroenterite ou por doencas transmitidas por alimento. Sdo 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

As aves comerciais sdo submetidas a intensos processos de melhoramento genético para
aumento da produtividade mas que as tornam mais sensiveis a doencas diversas, incluindo
problemas respiratorios e cardiovasculares .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 doengas,
enquanto aves pouco melhoradas e com crescimento lento, como as de criagdes organicas ou
alternativas, possuem elementos genéticos que as capacitam para uma melhor resisténcia a
algumas enfermidades.

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 condi¢des de estresse, sdo fatores essenciais para o
aumento da produtividade e rentabilidade do sistema de produ¢do, com isso a imunologia
apresenta comportamento especifico em determinadas espécies € mesmo dentro de uma mesma

espécie, entretanto os estudos nesse sentindo ainda estdo em processo de entendimento.
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Ao longo do tempo, pesquisas na area de imunologia tém tido como objetivo elucidar
como as células do sistema imune sdo ativadas e interagem para proteger o hospedeiro da
invasdo e da disseminacdo de microrganismos patogénicos. Além das diferencas das propor¢des
de células do sistema imune nas diferentes linhagens de aves, ha variagdo na microbiota
intestinal, a qual tem influéncia direta sobre a competi¢do entre os microrganismos e sobre o
desempenho das aves. A microbiota intestinal ou microbioma ¢ uma complexa comunidade de
microrganismos que reside ou transita pelo trato intestinal, sendo formado por centenas de
espécies distintas de bactérias e outros microrganismos. A caracterizacdo do microbioma
através da microbiologia classica ¢ limitada pelo fato de s6 se isolar uma parte dos
microrganismos realmente presentes no TGI, impedindo uma visualizagdo mais completa da

dinamica entre hospedeiro e microbiota residente.

Hé4 grande numeros de trabalhos que relatam variagdes na microbiota quando se
compara animais germe-free a animais inoculados com Sal/monella Enteritidis, porém pouco
conhecimento hé sobre o desafio bacteriano em diferentes gendtipos de frangos. Além disso,
com as novas mudancas de formato de criagdes que serdo implantadas visando o bem-estar das
aves e a criacdo de aves com acesso ao ar livre, torna-se fundamental o entendimento da
dinamica das aves de crescimento lento que possivelmente possam ser utilizadas e/ou adaptadas

para aves comerciais ou de crescimento rapido.

Com base nisso, o trabalho tem como objetivo avaliar e comparar dois gendtipos de
frangos (crescimento lento versus crescimento rapido) sob o aspecto da microbiota cecal e no

transporte intestinal de proteinas e glicose.
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Diversidade e microbioma cecal de aves de diferentes
linhagens submetidas adesafio oral por Salmonella Enteritidis

Resumo

Objetivou-se avaliar a composi¢ao da microbiota de duas linhagens de frango desafiados ou
ndo com Salmonella Enteritidis. A composi¢ao do microbioma foi investigada em aves de duas
linhagens por meio do sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomico (rRNA)em 1,4 e 7
dias ap6s a inoculagdo (dpi) com S. Enteritidis ou meio de cultura estéril. De acordo com o
indice de Shannon, referente ao tempo apds inoculagao mostra que o indice de diversidade alfa
¢ significativamente menor nos tratamentos com 24h (P<0,05). Os filos Proteobacteria e
Firmicutes foram mais dominantes em 24, 96 ¢ 168 hpi, hd maior abundancia de Proteobacteria
em relacdo a Firmicutes, o inverso ocorre para 96 e 168 hpi. A microbiota das aves das
linhagens Label e Cobb apresentam dinamica diferenciada, o que provavelmente permite que a
linhagem de crescimento lento (Label) tenha uma composi¢ao de bactérias benéficas que

viabiliza melhor resposta ao combate a patoégenos como Salmonella.

Palavras-chaves: Cobb, Intestino, Label, Patdgeno, Sequenciamento.

Diversity and cecal microbiome of birds of different strains

submitted to oral challenge by Salmonella Enteritidis

Abstract

The objective was to evaluate the microbiota composition of two chicken lines challenged or
not with Salmonella Enteritidis. Microbiome composition was investigated in birds of two
strains by sequencing the 16S ribosomal RNA (rRNA) gene at 1, 4 and 7 days after inoculation
(dpi) with S. Enteritidis or sterile culture medium. According to the Shannon index, referring
to the time after inoculation, it shows that the alpha diversity index is significantly lower in the
treatments with 24h (P<0.05). The phyla Proteobacteria and Firmicutes were more dominant at
24, 96 and 168 hpi, there is greater abundance of Proteobacteria in relation to Firmicutes, the
opposite occurs at 96 and 168 hpi. The microbiota of birds of the Label and Cobb strains have

different dynamics, which probably allows the slow-growing strain (Label) to have a
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composition of beneficial bacteria that enables a better response to fight pathogens such as
Salmonella.

Keywords: Cobb, Gut, Label, Pathogen, Sequencing.

Introducao

Centenas de espécies distintas de bactérias e outros microrganismos habitam o trato
gastrointestinal dos animais e esta complexa comunidade de microrganismos que reside ou
transita pelo trato intestinal ¢ designada como microbiota intestinal (Gerritsen et al., 2011). Foi
relatado que a microbiota intestinal de um frango de corte compreende entre 200 a 350 espécies
bacterianas diferentes (Sergeant et al., 2014), porém um relato anterior cita que cerca de 640
espécies bacterianas foram identificadas no trato gastrointestinal do frango de corte (Apajalahti
et al., 2004). Esta microbiota desempenha uma série de fung¢des no hospedeiro, desde o
metabolismo até a maturacdo imunolédgica (Oakley et al., 2014). De fato, a presenga e a
composi¢do da microbiota no trato intestinal estimulam a maturacao do epitélio de uma maneira
organizada (Cherbuy et al., 2010; EI Aidy et al., 2012) e pode contribuir para a renovagao do
epitélio intestinal e promogao de resisténcia contra patdogenos intestinais (Buchon et al., 2009).

A microbiota regula a eficiéncia absortiva, afetando a maturagdo intestinal, a resposta
imune, o tempo de permanéncia do bolo alimentar no trato digestivo e o aproveitamento de
alguns nutrientes pouco digestiveis pelas enzimas enddgenas do animal (Amit-Romach et al.,
2004). E descrito que a microbiota afeta os metabolismos lipidico e energético, ¢ a absor¢io de
glicose pelo hospedeiro, além de fornecer uma fonte extra de vitaminas e minerais (Gielda e
Di-Rita, 2012; Hrdina et al., 2009; Ichihashi et al., 1992; Kau et al., 2011). O conhecimento dos

microrganismos e de sua funcdo metabdlica ¢ de grande importancia para melhorar o
desempenho dos frangos de corte. No trato gastrointestinal ha mais células bacterianas do que
células do proprio hospedeiro que abriga essa microbiota, e esta varia em numero € composi¢ao
em funcdo da idade da ave e do segmento intestinal avaliado (Macari et al, 2002).

Ha grande numero de trabalhos que relatam variagdes na microbiota quando se compara
animais germ-free a animais inoculados com Salmonella Enteritidis (Sergeant et al, 2014; Zeng
et al, 2018; Richards et al., 2019) e outros patdégenos como Campylobacter jejuni (Thibodeau
et al., 2015), entretanto, esses trabalhos estdo restritos a linhagens comerciais.

Aves de trés linhagens comerciais (Ross, Cobb e Hubbard) tiveram, como caracteristica
em destaque do desenvolvimento da microbiota, diminui¢do de Enterobacteriaceae ao longo

do tempo (Richards et al., 2019). Esta familia de bactérias ¢ considerada importante na
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producdo avicola, ndo apenas como patdgenos, mas também por seus membros serem
portadores de fatores genéticos responsdveis pela resisténcia antimicrobiana, como genes de
beta-lactamase de espectro estendido (Saliu et al., 2017). Em trabalhos do nosso grupo (Santos
et al., 2018), foi comprovado que linhagens de crescimento lento apresentam uma dindmica
diferenciada para combater a infec¢do pelo patdégeno quando comparados a linhagem de
crescimento rapido como as aves comerciais. Com base nisso, o trabalho tem por objetivo
avaliar a microbiota de aves de duas diferentes linhagens de diferentes velocidades de
crescimento (Cobb e Label Rouge) na presenca ou ndo de desafio por Salmonella Enteritidis,
de tal forma que possa gerar informagdes importantes sobre a modulagdo da microbiota em aves

para estudos de imunonutrigao.

2. Materiais e métodos

Todas as praticas de manejo, bem como abate e procedimentos de amostragem da presente
pesquisa, foram submetidas e aprovadas pela Comissao 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 Laboratorio de Avaliagdo de Produtos de Origem Animal,
pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), na

cidade de Areia — PB.

2.1. Incubacao 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 Ecologica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) com
controle de temperatura e viragem automatica. As incubadoras foram mantidas em condi¢des
normais de incubac¢do, com temperatura de 37,7°C, umidade relativa de 60% e viragem a cada
duas horas. No décimo primeiro dia de incubagdo (DEI11), procedeu-se a ovoscopia com o
objetivo de descartar os embrides mortos e ovos claros. Apos a eclosdo, 100 pintainhos foram
utilizados no experimento, cujo estado negativo para a presenca de Sa/monella foi confirmada

por swab cloacal e cultivo bacteriano.

2.2. Infec¢io experimental das aves

Durante o experimento, frangos de cada linhagem ficaram divididos em dois grupos e

alojados separadamente caixas de madeira com acesso livre a 4gua e ragdo. Aos dois dias de
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idade, as aves receberam, via intra-esofagica, 0,5mL de cultura de Salmonella Enteritidis (1,6
x 10° UFC/mL) ou caldo nutriente estéril. A estirpe de Salmonella Enteritidis utilizada possui
o gene de resisténcia ao acido nalidixico (SEN?"). Posteriormente as aves foram divididas em 4
(quatro) tratamentos, em um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), sendo eles: Cobb
sem Salmonela, Cobb com Salmonela, Label sem salmonela ¢ Label com salmonela. Cada
tratamento era composto por 25 (vinte e cinco) repeti¢des, totalizando cem (100) aves.

Desta forma, 25 frangos Cobb foram inoculados por via oral com SEN*

, enquanto 25
frangos Cobb foram tratadas apenas com caldo nutriente estéril; 25 frangos Label foram
inoculados por via oral com SEN*", enquanto 25 frangos Label foram tratadas com caldo
nutriente estéril. Seis aves selecionadas aleatoriamente de cada grupo foram sacrificadas por
deslocamento cervical (seguindo as recomendagdes de boas praticas de eutandsia em animais)
para coletar o contetido do ceco em diferentes horas pos inoculacao: 24 hpi, 96 hpi e 168 hpi
que correspondem 1, 4 e 7 dias p6s inoculacdo (dpi), respectivamente. As amostras (100 mg)

foram colocadas em microtubos de 1,5 mL e imediatamente congeladas em ultra freezer a -80°.

2.3. Extra¢io de DNA e amplifica¢io por PCR

O DNA microbiano foi extraido das amostras usando o kit comercial (Power Soil DNA
Isolation Kit, Qiagen, Alemanha) de acordo com os protocolos do fabricante. Apds a extracao,
o DNA foi quantificado por fluorometria (Qubit®3.0, Life Invitrogen, Estados Unidos). A
regido V3-V4 do gene rRNA ribossomal 16S foi amplificada por PCR usando a 2,5 uL de
DNA (5ng/ul), 5ul de cada primer (1 uM) ; 12,5 de KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Roche,
South Africa) em volume total de 25ul. Os primers usados foram: 16SF: 5’- TCG TCG GCA
GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG -3’ e 16SR: 5'-
GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT
CTA ATC C -3’. As condicoes de PCR foram as seguintes: desnaturagao inicial a 95 ° C por 3
min, seguido por 25 ciclos a 95 ° C por 30 s, 55 ° C por 30 s e 72 © C por 30 s e uma extensao
final a 72 © C durante 5 min.

Os produtos de amplificagdo foram visualizados em de gel de agarose a 1,5%.
Posteriormente, foi realizada a limpeza do produto da PCR utilizando 52,5 uL de Tris (10 nM),
20 pL de AMPure XP beads (Beckman Coulter, EUA) e 400 pL de etanol 80% (Fisher
BioReagents™, Bélgica). Os produtos de PCR purificados foram quantificados por
fluorometria (Qubit®3.0, Life Invitrogen, Estados Unidos) e a qualidade foi avaliada usando o

sistema de eletroforese capilar (Fragment Analyzer, Agilent).
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2.4. Construciio e Sequenciamento da Biblioteca

O produto da PCR, apos a limpeza e quantificacdo, foi utilizado para construir a
biblioteca utilizando-se o Index Nextera XT (Illumina, EUA). O sequenciamento foi realizado
com kit [llumina V2(2 x 250 pb) em uma plataforma Illumina MiSeq de acordo com o protocolo
padrao. Foi adicionado15% de DNA Phix para o controle do sequenciamento (Kit Phix,

[Mlumina).

2.5. Processamento de dados de sequenciamento e analise estatistica

As sequéncias demultiplexadas em pares (Paired-end reads) foram obtidas da
plataforma de sequenciamento Illumina MiSeq em formato fastq e posteriormente processadas
pela plataforma QIIME2. As sequéncias foram agrupadas (Joined), selecionadas pelos
tamanhos (>240pb) de acordo com o controle de qualidade usando o PHRED score (Q>20) e
derreplicadas por meio do VSEARCH. As quimeras foram verificadas e removidas utilizando
o UCHIME. Foi realizado o agrupamento pelo método De Novo com 99% de similaridade para
a obten¢do das ASVs (Amplicon Sequence Variant). O nimero de sequéncias por amostra foi
normalizado com base na amostra com menor numero de sequéncias. A classificagao
taxondmica foi atribuida utilizando o método Naive Bayes sobre o banco de dados SILVA
(https://www.arb-silva.de/) com 99% para regido V3-V4. As andlises de alfa e beta diversidade
foram realizadas utilizando os pacotes phyloseq e DESEq2 do programa R (R Core Team,
2021). As andlises comparativas de multiplosgrupos foram realizadas por meio do programa
estatistico STAMP (https://beikolab.cs.dal.ca/software/STAMP), utilizado o método de
Farthest Neighbor e o teste estatistico ANOVA com nivel de significancia de 0,05 de
probabilidade.
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3. Resultados

3.1. Analise de Diversidade

A diversidade de espécies contida nas amostras pode ser medida através da diversidade
alfa queesta representada através das curvas de rarefacdo (Figura 1) e da diversidade através

do indicede Shannon (Figuras 2 e 3) representadas a seguir:

3.2. Alfa diversidade - Curva de rarefacio

Foram selecionadas e padronizadas cinco amostras por tratamento com base analise das

curvasde rarefagdo, com profundida de 4000 reads por amostra (Figura 1).
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Figura 1. Curvas de rarefacdo de amostras para cada ponto de tempo em horas p6s inoculagdo (24, 96 ¢ 168 hpi). 168H_Cobb_Salm (Cobb com salmonela
as 168 horas pos-inoculagdo/hpi), 168H Cobb Sham (Cobb controle as 168 hpi), 168 Label Salmonella (Label com Salmonela as 168 hpi) ,
168 Label Sham (Label controle as hpi), 96H Cobb Salmonella (Cobb com salmonela as 96 hpi), 96H Cobb Sham (Cobb controle as 96 hpi),
96 Label Salmonella (Label com Salmonela as 96 hpi) e 96 Label Sham (Label controle as 96 hpi); 24H Cobb_Salmonella (Cobb com salmonela as
24 horas pods-inoculagdo/hpi), 24H_Cobb_Sham (Cobb controle as 24 hpi), 24 Label Salmonella (Label com Salmonela as 24 hpi) e 24 Label Sham
(24 _Label controle as hpi).
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3.3. Alfa diversidade — indice de Shannon

A andlise da diversidade Shannon referente ao tempo apds inoculagdo mostra que o
indice de diversidade ¢ significativamente menor nos tratamentos com 24h (Figura 2). A alfa
diversidade foi significativamente menor (p=0.001) para trés dos quatros tratamentos com 24h

apos a inoculagdo em relagdo aos demais tratamentos (Figura 3).
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Figura 2. Alfa diversidade pelo indice de Shannon para 24, 96 e 168 horas p6s inoculagao (hpi) em aves

de diferentes linhagens inoculadas ou ndo com Salmonella aos 2 dias de idade.
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Figura 3. Alfa diversidade pelo indice de Shannon para 24, 96 ¢ 168 horas pos inoculagdo (hpi) em aves
de diferentes linhagens inoculadas ou ndo com Salmonella aos 2 dias de idade. Cobb_Salmonella (Cobb
com salmonela), Cobb_Sham (Cobb controle), Label Salmonella (Label com Salmonela) e Label Sham

(Label controle).

3.4. Beta diversidade

Usamos a analise multivariada permutacional de variancia usando matrizes de distancia
realizada com base no indice de Bray-Curtis e representada pela Analise de coordenadas
principais (PCoA) para determinar se as amostras foram agrupadas em clusters distintos devido
a diversidade beta (Figuras 4, 5 e 6). A andlise de agrupamento por PCoa mostrou que ha
diferenga estatistica (p=0.001) entre os tratamentos (Figura 4), h4 diferencas estatisticas
(p=0,001) quando comparados os diferentes tempos apos a inoculagdo (Figura 5) e ha diferengas
estatisticas (p=0,003) quando comparadas as diferentes linhagens de frango (Figura 6). Nao

houve diferencas estatisticas para o fator desafio (animais inoculados ou ndo com Salmonella).
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Figura 4. Analise de Beta diversidade comparando todos os fatores (linhagens, desafio e periodo em
horas). Analise Multivariada Permutacional de Variancia usando matrizes de distancia realizada com
base no indice de Bray-Curtis. Legenda: 168H_Cobb Salmonella (Cobb com salmonela as 168 horas
pos-inoculagdo/hpi), 168H _Cobb Sham (Cobb controle as 168 hpi), 168 Label Salmonella (Label com
Salmonela as 168 hpi) , 168 Label Sham (Label controle as hpi), 96H Cobb_ Salmonella (Cobb com
salmonela as 96 hpi), 96H Cobb Sham (Cobb controle as 96 hpi), 96 Label Salmonella (Label com
Salmonela as 96 hpi) ¢ 96 Label Sham (Label controle as 96 hpi); 24H Cobb_Salmonella (Cobb com
salmonela as 24 horas pos-inoculagdo/hpi), 24H Cobb Sham (Cobb controle as 24 hpi),
24 Label Salmonella (Label com Salmonela as 24 hpi) e 24 Label Sham (Label controle as 24 hpi).
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Figura 5. Analise de Beta diversidade comparando os diferentes tempos apds a inoculagdo. Analise
Multivariada Permutacional de Variancia usando matrizes de distancia realizada com base no indice de
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Figura 6. Analise de Beta diversidade comparando os diferentes genotipos de frangos (Cobb e Label
Rouge). Anédlise Multivariada Permutacional de Variancia usando matrizes de distancia realizada com

base no indice de Bray-Curtis.
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As diferencas de composicao dos filos mais abundantes podem ser visualizadas na
figura 7. Os filos Proteobacteria e Firmicutes foram mais dominantes em 24, 96 e 168 hpi. Em
24 hpi ha maior abundancia de Proteobacteria em relacao a Firmicutes, o inverso ocorre para
96 ¢ 168 hpi (Figura 7). A abundancia relativa a nivel de género esta representada na figura §;
atraves desse grafico de barras podemos determinar maior abundancia do género Dickeya as 24
hpi (Figura 8).

Os dados de abundancia relativa trazem apenas inferéncias sobre as comunidades
bacterianas, portanto, foi realizada a andlise diferencial de multiplo grupos pelo programa
STAMP. A andlise diferencial de multiplos grupos mostrou abundéncia significativamente
diferente de 8 géneros entre os tratamentos, a saber, Lactobacillus, Dickeya, DTU089, UCG-
009, Candidatus Soleaferrea, Clostridia vandinBB60 group, Intestinomas e Anaerostignum.
Além disso, € possivel observar a formacao de dois cluster principais (Figura 9).

Quando comparamos as amostras levando em consideragdo os tempos apoOs a
inoculacdo, podemos observar novamente que ha a formagao de dois clusters principais (Figura
10). Um dos cluster apresenta a maior parte das amostras pertencentes aos tratamentos com 24h
apos a inoculagdo e o outro cluster agrupa amostras pertencentes aos tratamentos com 96h e
168h apos a inoculacdo. Os géneros Dickeya, Clostridium sensu_stricto 1 e Epulopiscium
apresentaram maior abundancia nos tratamentos com 24h apds a inoculagdo. Os géneros
Lactobacillus, Tepidibacter e Anaerostignum apresentaram maior abundancia nos tratamentos
com 96h apds a inoculagdo. O género Tyzzerella apresentou maior abundancia nos tratamentos
com 168h apds a inoculagao.

Também foi realizada a andlise diferencial para comparar as aves desafiadas ou ndo com
Salmonela (Figura 12). Nao houve uma formacdo definida dos clusters, porém 6 géneros
(Ruminococcaceae Incertae Sedis, Oscillibacter, Intestimonas, GCA-900066575,
Clostridia vadinBB60 group, Candidatus Arthromitus e Negativibacillus) apresentaram

abundancia significativamente maior nos tratamentos que receberam o desafio com Sa/monella.



32

10

o

-J
m

Abundancia Relativa (%)
& a3

o

Filo - <1.0% . Firmicutes . Proteobacteria

96H Cobb Salm

168H_Cobb_Salm
168H_Cobb_SH
168H_Label Salm
168H_Label SH
24 H Cobb_Salm
24H_Cobb_SH
24H_Label Salm
24H Label SH
96H_Cobb_SH
96H_Label Salm

Figura 7. Abundancia relativa de comunidades microbianas cecais em nivel de filo comparando duas linhagens (Cobb e Label), horas pds inoculaggo (24, 96 ¢ 168 hpi) e aves
desafiadas com Salmonella Enteritidis (Salm) ou caldo estéril (Sham). 168H_Cobb_Salm (Cobb com salmonela as 168 horas pds-inoculagao/hpi), 168H_Cobb_Sham (Cobb
controle as 168 hpi), 168 Label Salmonella (Label com Salmonela as 168 hpi) , 168 Label Sham (Label controle as hpi), 96H Cobb_ Salmonella (Cobb com salmonela as 96
hpi), 96H_Cobb_Sham (Cobb controle as 96 hpi), 96 Label Salmonella (Label com Salmonela as 96 hpi) € 96 Label Sham (Label controle as 96 hpi); 24H Cobb_Salmonella
(Cobb com salmonela as 24 horas pos-inoculagio/hpi), 24H_Cobb_Sham (Cobb controle as 24 hpi), 24 Label Salmonella (Label com Salmonela as 24 hpi) e 24 Label Sham

(24 _Label controle as hpi).
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Figura 9. Analise de multiplos grupos. Comparacdo entre as abundéncias dos géneros que se diferenciaram estatisticamente (p<0.05) nos diferentes tratamentos por meio do
grafico Heatmap, utilizando andlise de cluster. 168H Cobb Salm (Cobb com salmonela as 168 horas pos-inocula¢do/hpi), 168H Cobb Sham (Cobb controle as 168 hpi),
168 Label Salmonella (Label com Salmonela as 168 hpi) , 168 Label Sham (Label controle as hpi), 96H Cobb Salmonella (Cobb com salmonela as 96 hpi), 96H Cobb_Sham
(Cobb controle as 96 hpi), 96 Label Salmonella (Label com Salmonela as 96 hpi) e 96_Label Sham (Label controle as 96 hpi); 24H_Cobb_Salmonella (Cobb com salmonela
as 24 horas pos-inoculac¢do/hpi), 24H_Cobb_Sham (Cobb controle as 24 hpi), 24 Label Salmonella (Label com Salmonela as 24 hpi) e 24 Label Sham (24 Label controle as

hpi).



35

abundance (%)

[T

0.0 41.8 83.6
1
| = 1s8h
; [ : ’—‘—‘ = %h
o Py [T T o s T —
| |
Tepidibacter

Epulopiscium
Anaerostignum

| Clostridium_sensu_stricto 1
B Tyzzerella - -
HEN WEN pickeya
B 1 11 ELq1] Lactobacillus
LN GV sl GO O TR S L e b L T o BT N, I N S R S BT, WO TR I R R TR PR CTR BT SR N Y -
da OO bt RO et L e 00D s s 00 LA b= O 00 fe LA Bl s O LA WD R (Ve IR TP - T WE N - - e R B RO e L WH IR I S (=T RTINS - . | W0 R LA (===

Figura 10. Analise de multiplos grupos. Comparagado entre as abundancias dos géneros que se diferenciaram estatisticamente (p<0.05) por meio do grafico
Heatmap, utilizando analise de cluster, analisando os tratamentos de acordo com o tempo apds a inoculagao.
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Figura 11. Analise de abundancia diferencial. Os graficos apresentam a comparagdo da abundancia dos
géneros que se diferenciaram estatisticamente (p<0.05) quando comparamos os diferentes tempos apds a
inoculacdo. (a) Abundancia diferencial do género Anaerostignum. (b) Abundancia diferencial do género
Clostridium_sensu_stricto_1. (¢) Abundancia diferencial do género Dickeya. (d) Abundancia diferencial do
género Epulopiscium. (e) Abundancia diferencial do género Lactobacillus. (f) Abundancia diferencial do

género Tepidibacter. (g) Abundancia diferencial do género Tyzzerella.
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comparagao da abundancia dos gé€neros que se diferenciaram estatisticamente (p<0.05) quando comparamos a inocula¢ao ou ndo com Salmonella.
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4. Discussao

Analisamos o perfil da microbiota cecal em diferentes pontos de tempo apds a
inoculacdo com S. Enteritidis usando sequenciamento de 16S rRNA para elucidar a
composi¢ao temporal da microbiota e a interagdo entre S. Enteritidis em diferentes gendtipos
de aves. Desenvolvimento, genética e inoculacdo com S. Enteritidis contribuiram para a
diversidade domicrobioma cecal (Liu et al., 2018). A idade, a se¢do do trato gastrointestinal e
a linhagem podem ter impacto significativo tanto na riqueza quanto na diversidade da
microbiota (Shaufi et al., 2015; Han et al., 2016; Pandit et al., 2018; Zeng et al.; 2018;
Richards et al. 2019).

No presente estudo, para todos os grupos experimentais, a riqueza da microbiota
aumentou de 24 para 96 e 168 hpi a nivel de género (Figura 2), comprovando os achados em
outros trabalhos que indicam a maturacdo intestinal ao longo da idade das aves (Liu et al.,
2018). O indice de Shannon demonstrou diferencas significativas dentro de cada tratamento
(considerando todos os fatores). A literatura ainda € escassa quanto aos diferentes gendtipos e
o desenvolvimento das aves utilizadas pode contribuir para as diferentes descobertas nos pontos
de tempo avaliados.

Segundo Yeoman et al. (2012), os filos mais abundantes na microbiota cecal sdo
Firmicutes, Bacteroides ¢ Proteobacteria. Maior abundancia relativa do filo Proteobacteria
em relacdo a Firmicutes foi vista as 24 hpi, tal fato pode ser explicado pelo fato da carga
bacteriana da Salmonella Enteritidis pertencente a Enterobacteriacea (Proteobactérias) estar
em alta concentragdo no ceco das aves. Firmicutes foi mais abundante que Proteobacteria as
96 e 168 hpi, o que pode indicar matura¢do intestinal e maior habilidade para combater a
Salmonela, que esta incluida nesse filo. Esta hipdtese pode estar relacionada a microrganismos
pertencentes ao filo Firmicutes, que atuam como defesa contra patégenos (Liu et al., 2018).

A diversidade beta ¢ uma medida de heterogeneidade das comunidades bacterianas das
amostras. Distintas comunidades foram vistas em cada tratamento (Figura 4); a linhagem Label
a 96 hpi (pontos rosas do grafico) tém a comunidade bacteriana mais diversificada que a
linhagem Cobb nos diversos periodos de inoculagdo. Este fato ¢ comprovado também nas
Figuras 5 e 6.

A andlise diferencial ndo demonstrou diferencas significativas entre as linhagens,
corroborando resultados anteriores de Richards et al. (2019) que ndo relataram diferengas
significativas da composicdo da microbiota em aves de diferentes linhagens comerciais e
consideraram que a semelhanga ¢ esperada pois as aves compartilharam o mesmo ambiente.

Entretanto, o género Lactobacillus tem maior frequéncia na linhagem Label as 96 hpi,



39

independente da presenga ou nao de salmonella (Figura 9), o que pode explicar porque a
linhagem Label reduz a contagem bacteriana mais rapido que a linhagem Cobb (Santos et al.,
2018), ja que Lactobacillus sdo bactérias probidticas importantes na promocdo de saude
intestinal (Shaufi et al., 2015).

Matrizes leves e pesadas infectadas com Salmonella e Mycoplasma podem transmitir
verticalmente estas espécies para sua progénie. Assim, a transmissao € a coloniza¢ao para os
embrides ocorrem antes mesmo da formacdo da casca, quando h4d o desenvolvimento do
intestino dos embrides e em especial quando eles ingerem liquido amnidtico, o que sugere que
a microbiota benéfica também pode ser transmitida verticalmente para a progénie (Abad-
Guaman et al., 2017). Tal proposi¢ao pode ser um fundamento para explicar as diferencas em
composicdo microbiana de pintainhos entre as linhagens mesmo quando provenientes de um
mesmo incubatério.

A andlise diferencial comparando animais desafiados ou ndo com Salmonella revela 6
géneros mais abundantes em aves desafiadas, dentre eles o Ruminococcaceae Incertae Sedis.
As bactérias pertencentes a familia Ruminoccocaceae sao produtoras de butirato (Maxwell et
al., 2004), um &cido graxo volatil de cadeia curta responsavel pela atenuac¢do da infecgdo de
Salmonella no ceco das aves (Van Immerseel et al., 2005), o que pode ser o responsavel por
conseguir reduzir a infec¢do nas aves inoculadas com Salmonella Enteritidis, j& que esta

apresenta maior abundancia relativa dessa classe logo no primeiro dia apos a inoculagao.

5. Conclusao

A composicao da microbiota do ceco em frangos de duas linhagens infectadas ou nao
aos 2 dias de idade com S. Enteritidis demonstrou diferengas significativa para as linhagens
avaliadas, a presenca ou ndo de Salmonella e ao longo do tempo apods a inoculagdo com
Salmonella ou caldo estéril. A diversidade alfa foi menor as 24 hpi. Aves Label Rouge possuem
maior diversidade beta em relacdo a linhagem Cobb. O género Lactobacillus apresenta maior
diversidade nas aves a 96 hpi e Ruminoccocacea esté relacionada a animais inoculados com

Salmonella.
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Expressao génica de mucina e transportadores intestinais de aves de diferentes
linhagens submetidas a desafio oral por Salmonella Enteritidis

Resumo

Objetivou-se avaliar a expressdo de transportadores intestinais de nutrientes e a expressdo da
mucina em duas linhagens de frangos submetidos ou nao ao desafio com Sal/monella Enteritidis.
Aos dois dias de idade, aves foram inoculadas no papo com caldo nutriente estéril ou cultura
de Salmonella Enteritidis. Desta forma, determinou-se 4 tratamentos de 25 aves cada: frangos
Cobb (grupo A) inoculados com SE, frangos Cobb controle (grupo B) inoculados com caldo
nutriente estéril, frangos Label (grupo C) inoculados com SE, e frangos Label controle (grupo
D) tratados com caldo nutriente estéril. Amostras de mucosa jejunal foram colhidas para
extracao de RNA e posteriormente avaliagdo do gene da mucina (Muc?2), dos transportadores
intestinais de glicose (Sgltl, Glut?2 e Glut5) e do transportador de aminoacidos (A4sctl) e
transportador de di-tripeptideos (PepT7). Nao houve nenhum efeito significativo no periodo de
24 hpi para os transportadores intestinais, entretanto a expressao foi regulada positivamente
para Muc2 em Label. Além disso houve interacao desafio linhagem no periodo de 168 hpi para
Glut2. As Linhagens apresentam diferentes mecanismos no transporte intestinal quando
desafiadas com S. Enteritidis.

Palavras-chaves: aminoacidos, gene, glicose, patdgenos, saude intestinal.

Mucin gene expression and intestinal transporters of birds of different strains submitted
to oral challenge by Salmonella Enteritidis

Abstract

The objective was to evaluate the expression of intestinal nutrient transporters and the
expression of mucin in two strains of broilers submitted or not to the challenge with Salmonella
Enteritidis. At two days of age, birds were inoculated into the crop with sterile nutrient broth or
Salmonella Enteritidis culture. Thus, 4 treatments of 25 birds each were determined: Cobb
chickens (group A) inoculated with SE, control Cobb chickens (group B) inoculated with sterile
nutrient broth, Label chickens (group C) inoculated with SE, and control Label chickens (group
D) treated with sterile nutrient broth. Jejunal mucosa samples were collected for RNA
extraction and later evaluation of the mucin gene (Muc2), the intestinal glucose transporters
(Sgltl, Glut2 and Glut5) and the amino acid transporter (Asctl) and di-tripeptide transporter
(PepT1) . There was no significant effect at 24 hpi for intestinal transporters, however
expression was upregulated for Muc2 in Label. In addition, there was lineage challenge
interaction in the period of 168 hpi for Glut2. The strains apparently have different mechanisms
in intestinal transport when challenged with S. Enteritidis.

Keywords: amino acids, gene, glucose, intestinal health, pathogens.
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1. Introducao

Bactérias adversas e patogénicas no trato gastrointestinal de galinhas, como
Salmonella ssp, competem com o hospedeiro por nutrientes € podem danificar o epitélio
intestinal, o que afeta adversamente a funcao de digestao e absorcao intestinal (Gunal et al.,
2006) e pode afetar o desempenho do hospedeiro. Aves comerciais sdo submetidas a intensos
processos de melhoramento genético (Bayyari et al, 1997) que as tornam mais susceptiveis a
doencas como problemas respiratorias e cardiovasculares (Crossley & Altimiras, 2012).

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 caracteristicas como rusticidade e resisténcia a
doencas, enquanto aves pouco melhoradas e com crescimento lento, como as de criagdes
organicas ou alternativas, possuem elementos genéticos que as capacitam para melhor
resisténcia a algumas enfermidades (Wigley, 2004). Aves da linhagem Label Rouge também
conhecida como pescoco pelado se enquadram nas linhagens caipiras e que sdo utilizadas em
sistema alternativos, apresentando peso médio de 2,8 kg e sendo abatidas em torno de 90 dias
(Globoaves, 2015). Aves de linhagem comerciais, como as da linhagem Cobb500, possuem
metabolismo acelerado para atender a maior biossintese e deposi¢ao de carne; em contrapartida,
a produg¢do de calor é maior nestas aves (Quinteiro-Filho et al., 2010).

O intestino das aves € o principal local de absor¢ao de nutrientes. A primeira camada
da barreira intestinal ¢ a camada de muco extrinseca composta por uma camada externa
associada a bactérias e uma camada interna com altas concentragdes de IgA secretora e mucina
(Chen et al., 2015). Na borda em escova dos enterdcitos intestinais, as proteinas sdo quebradas
em di ou tripeptideos e aminoacidos (Aas) individuais e estes produtos sdo transportados através
dos enterdcitos até o sangue por meio de transportadores de aminoacidos (AATSs). No caso da
digestdo de carboidratos, monossacarideos sdo transportados pelos enterocitos por meio de
transportadores de aguicar especificos. Na membrana basolateral do enterdcito, estdo presentes
varios AATs que podem transportar AAs de dentro do enterdcito para o suprimento vascular
ou vice-versa. (Miska e Feterrer, 2019). Dentre tantos outros transportadores relacionados a
absorc¢do de proteinas ha o PEPTI (transportador de di- e tripeptideos) que ¢ dependente de
sédio (NA") e o ASCTI (transportador de alanina, serina, cisteina e treonina), ambos se

localizam membrana da borda em escova dos enterdcitos (Broer et al., 2008; Barri et al., 2011).
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No processo de absor¢do de glicose se destacam os transportadores SGLT1 e GLUT?2.
O transportador de glicose 2 (GLUT?2) ¢ responsavel pela transferéncia de frutose e glicose para
os capilares do sangue portal, e o SGLT1 ¢ o transportador de glicose dependente de sodio
(Gilbert et al., 2007), e o GLUTS ¢ o transportador de frutose que fica localizado na superficie
da borda em escova (Miska e Feterrer, 2019).

Apesar disso, ainda ha uma variagdo nos parametros de desempenho, imunologicos,
resisténcia a doencas, parametros intestinais, por exemplo, entre linhagens de crescimento lento
e rapido ou entre linhagens selecionadas ou ndo para ganho de peso que necessitam de maior
entendimento principalmente em linhagens como as nomeadas de “caipira. O trabalho
apresentado teve por objetivo estudar a expressao génica intestinal de mucina e transportadores
de nutrientes em frangos de corte Cobb500 e Label Rouge desafiadas com Salmonella

Enteritidis.

2. Materiais e métodos

Todas as praticas de manejo, bem como abate e procedimentos de amostragem da
presente pesquisa, foram submetidas e aprovadas pela Comissio 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 Laboratorio de Avaliacdo de Produtos de Origem Animal,
pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), na

cidade de Areia — PB.

2.1. Incubacio 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 Ecolégica 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 incubagdo (DEI11), procedeu-se a ovoscopia com o
objetivo de descartar os embrides mortos € ovos claros. Apos a eclosdao, 100 pintainhos foram
utilizados no experimento. Todos foram testados através de swab cloacal e apresentaram cultivo

negativo para Salmonella. Posteriormente as aves foram divididas em 4 (quatro) tratamentos,
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em um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), sendo eles: Cobb sem Salmonela, Cobb
com Salmonela, Label sem salmonela e Label com salmonela. Cada tratamento era composto
por 25 (vinte e cinco) repeti¢des, totalizando cem (100) aves. As aves de cada linhagem foram
alojadas separadamente caixas de madeira com acesso livre a agua e ragdo, formulada para

atender as exigéncias nutricionais para a fase inicial.

2.2.Instalacoes e dieta

Ap0s a eclosdo, os pintainhos foram pesados individualmente e o estado negativo de
Salmonella Enteritidis foi confirmado por meio de analise microbiologica de swab cloacal. Os
animais foram distribuidos em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC),
formando assim quatro tratamentos e 25 repeti¢cdes 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 pos-eclosdao (LR-SS); linhagem Label
Rouge® com desafio com Salmonella pds-eclosao (LR-CS). Os animais foram alojados em
caixas de madeira com tampas de nylon para evitar contaminagao cruzada e contaminagao do
ambiente por meio de vetores, como moscas. As caixas foram equipadas com bebedouro e
comedouro recomendados para fase inicial. Termohigrometros digitais foram instalados no
ambiente (Oregon Scientific, Portland, EUA) para aferi¢cdes 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 recomendacdes de Rostagno etal. (2011). A ragdo fornecida
aos animais foi a mesma para todos os 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.

2.3.Infeccao experimental das aves

Aos dois dias de idade, as aves foram inoculadas no papo utilizando-se 0,5mL de caldo
nutriente estéril ou cultura de Salmonella Enteritidis (SE, 1,6 x 10° UFC/mL) oriunda do
laboratorio e que possui resisténcia ao acido nalidixico. Amostras de mucosa jejunal foram
colhidas nos diferentes momentos: 1 e 7 dias pos-inoculagao (dpi), que correspondem a 3 ¢ 9
dias de idade das aves, respectivamente. Foram colhidas e imersas imediatamente em nitrogénio

liquido e posteriormente foram armazenas em ultrafreezer a -80°C.
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2.4.Extracido de RNA e expressdo génica

O RNA total foi extraido utilizando o kit Qiagen RNeasy® Mini (Cat. n.74104,
Qiagen, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A concentragdo e pureza do
material extraido foram avaliadas em espectrofotometro 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 o kit cDNA AffinityScript QPCR cDNA Synthesis
Kit (Agilent Technologies), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A expressao génica
relativa foi determinada através reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR),
utilizando o Brilliant IIT Ultra-fast SYBR QPC Master Mix Low (Agilent Technologies). Os
ciclos da RT-PCR foram realizados no termociclador StratageneMx3005P (Agilent
Technologies) seguindo as recomendagdes do fabricante. As sequéncias dos genes da mucina,
dos transportadores intestinais e dos genes de referéncia (gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase/GADPH e hidroximetilbilano sintase/HMBS) estao 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
GADPHF GAAGCTTACTGGAATGGCTTTCC NM 204305.1
GADPHR CGGCAGGTCAGGTCAACAA NM 204305.1

HMBS F TGACCTGGTAGTTCACTCCTT XM 021375845.1
HMBS R TTGCAAATAGCACCAATGGTAAAG XM 021375845.1
GLUT2F CACACTATGGGCGCATGCT 722932
GLUT2R ATTGTCCCTGGAGGTGTTGGTG 722932
GLUTS5 F CTTCCTCTTGCGCGCTGGTAAG XM 009967529
GLUT5R CATGTATGGGGCTGGAGACT XM 009967529
SGLTI F GCCATGGCCAGGGCTTA XM 415247
SGLTI R CAATAACCTGATCTGTGCACCAGTA XM 415247
ASCTI F TTGGCCGGGAAGGAGAAG XM 001232899
ASCTI R AGACCATAGTTGCCTCATTGAATG XM 001232899
PEPTI F CCGCTGAGGAGGATCACTGTT KF 366603
PEPTI R CAAAAGAGCAGCAGCAATGA KF 366603
MUC2F ATGTTTTTGCATCCCATTGC AJ487010.1
MUC2R TGCGGTGGATTGTCAGAATA AJ487010.1

IF: Direto; R: Reverso; GADPH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; HMBS: hidroximetilbilano
sintase; GLUT?2: transportador de glicose; GLUTYS: transportador de frutose; SGLTI: transportador de
glicose acoplado a soédio; ASCTI: transportador de aminoacidos alanina, serina, cisteina e treonina.
PEPTI: transportador de di-tripeptideos; MUC2: mucina.
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2.5. Tratamento de dados e analise estatistica

A expressao do mRNA dos genes do estudo foram avaliados em esquema fatorial 2 x
2, sendo 2 linhagens e 2 tipos de desafio (sem ou com Salmonella), considerando-se um
delineamento inteiramente casualizado com 5 repeti¢des, em cada idade de colheita das
amostras. A expressdo relativa foi calculada com base no método 222, descrito por Pfaffl
(2001), utilizando-se o gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase como gene de referéncia.

Meédias diferentes foram analisadas pelo Teste t a 5%.

3. Resultados

A expressdo de PepTl (Figura 2A), Glut5 (Figura 2B), Glut2 (Figura 3) e Muc2
(Figura 4) foi alterada em animais nao infectados ou em resposta a infec¢ao por Salmonella
Enteritidis (SE). Nao houve interagdo entre os fatores para os genes de transportadores no
periodo de 24 hpi (Figura 1) e no periodo de 168 hpi (Figura 2), exceto para Glut2 (Figura 3),
e, portanto, os resultados estdo apresentados para os dois fatores principais, linhagem (Figura
2A) e infeccao com SE (Figura 2B). Houve interagao significativa entre os fatores no periodo
de 168 hpi apenas para Glut2 (Figura 3) e para o gene de mucina no periodo de 24 hpi (Figura
4).

A expressao de Sgitl e Asctl ndo foi alterada pela linhagem ou pelo desafio com SE
em nenhum dos dois periodos (24 e 168 hpi) (Figura 1 e Figura 2). No segundo periodo de
avaliacdo (168 hpi), a expressdo do gene PepT] mostrou-se significativamente maior na
linhagem Label quando comparada a expressao na linhagem Cobb (Figura 2?) e a expressao do
gene Glut5 foi menor em animais inoculados com SE quando comparados aos animais controle
(Figura 2B).

Para Glut2 a 168 hpi (Figura 3) a expressao foi semelhante entre linhagens para aves
ndo inoculadas com SE. Porém, quando inoculadas, a expressdo de G/ut2 foi menor nas aves
Cobb quando comparadas com aves Label. Observando-se a expressao de Glut2 dentro de cada
linhagem, esta diminuiu em aves Cobb apds inoculagdo; ocorreu o oposto em aves Label, isto
¢, a expressao de Gl/ut2 aumentou em aves inoculadas quando comparadas com as aves nao
ninoculadas.

Para o gene da mucina a 24 hpi (Figura 4), a expressdo ¢ maior em aves Label nao
inoculadas quando comparadas com as aves Cobb ndo inoculadas. Apds inoculagdo, a expressao

do gene de mucina ¢ igual entre as duas linhagens. Dentro das linhagens, hd aumento de
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expressao do gene Muc?2 apds inoculacao em aves Cobb, mas ndo hé diferenca na expressao

nas aves inoculadas e ndo inoculadas na linhagem Label. Conforme mencionado anteriormente,

a expressao de Muc?2 as 168hpi ndo foi afetada pela linhagem ou pelo desafio com SE.
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Figura 1. Expressao dos genes transportadores de glicose (Sg/t! e Glut2), frutose (Glut5),

aminoacidos (4sctl) e di e tripeptideos (PepTl) no jejuno de aves 24 horas pos-infeccgdo,

considerando-se linhagens (A) e infeccdo com Sal/monella Enteritidis (B). Nao houve diferengas

significativas para esses parametros.
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Figura 2. Expressao dos genes transportadores de glicose (Sglt1), frutose (Glut5), aminoacidos

(Asctl) e di e tripeptideos (PepT1) no jejuno de aves 168 horas pods-infecgdo, considerando-se

linhagens (A) e infeccdo com Salmonella Enteritidis (B). O asterisco indica diferenca estatistica

entre as duas linhagens (PepT!) ou entre infeccdo ou ndo com SE (Glut5).
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Figura 3. Expressao do gene transportador de glicose (G/ut2) no jejuno de aves 168 horas pos
infeccdo. Letras mintsculas diferentes indicam diferenga entre as linhagens Cobb e Label
Rouge dentro de cada grupo de desafio; letras maitsculas diferentes indicam diferengas entre

nao infectadas e infectadas dentro de uma mesma linhagem.
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Figura 4. Expressdo do gene da mucina (Muc?2) no jejuno de aves 24 (A) e 168 horas pos
infeccdo (B). Em 24 hpi (A), letras minusculas diferentes indicam diferenca entre as linhagens
Cobb e Label Rouge dentro de cada grupo de desafio; letras maitsculas diferentes indicam
diferencas entre ndo infectadas e infectadas dentro de uma mesma linhagem. Nao houve

diferengas entre linhagens e infec¢@o no periodo de 168 hpi (B).
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4. Discussao

A mucina ¢ um dos principais componentes da barreira quimica nas mucosas,
desempenhando papel fundamental na prevencao de patdégenos; no intestino delgado, também
protege contra vdarias toxinas e atua na lubrificacdo da mucosa (Chang et al., 2020). O interesse
crescente tem sido direcionado para as propriedades protetoras da mucina como barreira contra
a fixagdo epitelial e os mecanismos pelos quais as bactérias podem utilizar essas glicoproteinas
mucinas para facilitar a adesdo e colonizag¢do (Deplancke e Gaskins, 2001; Robbe et al., 2003).
Nosso trabalho mostrou que houve expressao significativamente maior do gene Muc2 em
animais Label ndo inoculados nas primeiras 24 horas pds desafio com §. Enteritidis quando
comparadas aos animais Cobb, levando a inferir que os animais caipiras possuem elementos
genéticos que respondem mais rapido ao desafio por patégenos, enquanto a expressdo de Cobb
s6 ¢ aumentada de cerca de 5x pos a infeccdo (Figura 4). Relatos anteriores demonstraram
houve reducdo da expressdao de Muc2 em aves Cobb 500 desafiadas com FEimeira spp. e
Clostridium perfringens e especulou-se que a medida que a mucosa intestinal se deteriora, a
expressdo de Muc?2 diminui, evitando o reabastecimento da camada de muco e aumentando a
chance de novas infec¢des (Forder et al., 2012). Essa contraposi¢ao de dados pode decorrer das
diferentes idades das aves no momento da inoculacao (1 dia de idade contra 9 dias de idade) ou
o mecanismo de acdo das diferentes espécies bacterianas sobre a camada de muco. C.
perfringens/Eimeira spp. induzem a uma maior gravidade de enterite necrotica, resultando em
descamacdo de células epiteliais e caliciformes, reduzindo a expressio Muc2 e
consequentemente aumentando as chances de novas infec¢des (Golder et al., 2011; Forder et
al., 2012), o que ocorre semelhante com a linhagem Cobb desafiada por S. Enteritidis no
presente trabalho.

Gilbert et al. (2007) comparou a expressao génica de transportadores entre duas
linhagens selecionadas em diferentes ambientes nutricionais, sendo que alguns sdo semelhantes
genes avaliados no presente trabalho (Glut2, Glut5, Sgltl e PepTl). Os autores relataram
diferencas significativas apenas para o gene Pep7/ na linhagem que foi alimentada com
percentual de 15 a 20% maior de aminoécidos, possivelmente correlacionado a possivel maior
capacidade dessa ave de assimilar aminoacidos na forma de di- e tripeptideos. A linhagem
Label, no presente estudo, apresentou maior expressao de mRNA de PepTl em 168 hpi, o que
pode indicar, seguindo o raciocinio apresentado por Gilbert et al. (2007), que o gendtipo caipira
deve ter uma melhor capacidade de absor¢cdo de aminodcidos na forma de di-tripeptideos, ja

que as racoes eram similares para ambas as linhagens.
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Sao escassos os trabalhos sobre expressdo génica de transportadores intestinais que
incluam a comparagao entre aves tipo caipira (ou especificamente aves Label Rouge) com
outras linhagens. Por outro lado, ha trabalhos sobre a expressdo génica de transportadores que
utilizam aves da linhagem Cobb500 que avaliaram fatores nutricionais como a restri¢do
alimentar em diferentes idades (Duarte et al., 2011), alimentagdo com excesso de chumbo
(Ebrahimi et al., 2015), e a suplementagdo na dieta com acidos organicos (Ruhnke et al., 2015).
Nenhum destes autores relataram diferencas significativas para a expressao do gene do Glut?2,
entretanto encontramos diferencas significativas entre as linhagens e o desafio, sendo que a
linhagem Label apresentou uma maior expressdo desse gene em comparacao a Cobb em
animais inoculados, o que pode justificar a hipdtese que a linhagem caipira possivelmente
utiliza de maneiras diferenciadas no transporte de nutrientes. Em dados de trabalhos anteriores
(dados ndo publicados) verificamos que a contagem de S. Enteritidis reduz na linhagem Label
mais rapidamente que na linhagem Cobb, correlacionando esses dados com os dados de
expressao do gene da mucina verificamos que a linhagem mais rustica utiliza de mecanismos
que possivelmente estdo interligados e permitem que sua resposta ao combate ao patdogeno
como pela maior producdo da mucina e consequentemente uma maior expressdo de genes

correlacionados ao metabolismos dos nutrientes.

5. Conclusao

Ainda s3o escassos os trabalhos que comparagdo linhagens com diferentes
desempenhos e que tenha como um segundo fator o desafio com patdgenos. Apesar disso,
podemos inferir que linhagens mais rusticas apresentam mecanismos que combatem mais
rapidamente os patdégenos e isso pode ser correlacionado a expressao aumentada de mRNA
mucina e transportadores de nutrientes que podem ter correlacdo direta com as proteinas em

questao.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

A avicultura ¢ uma éarea da producdo animal que evolui constantemente aliado aos
avangos em genética, nutricdo e as tecnologias industriais. Tais fatos acarretam a necessiade de
estudos no intuito de aprimorar e alavancar cada vez mais essa cadeia. E sabido que muito tem
se aprofundado sobre a avicultura industrial e as criagdes intensivas e pouco tem se dado
aten¢do as novas dinamicas de criagdes impostas cada vez mais pelos consumidores e pela
sociedade em geral que busca adquirir produtos com certificado de cumprimento de bem-estar

animal.

Os resultados obtidos nesse estudo comprovam que ha diferencas no perfil microbiano
e na expressao dos nutrientes, bem como na mucina nas aves de dois genoétipos diferentes
quando estas sdo desafiadas ou ndo por patdogenos, mais especificamente a Salmonella

Enteritidis.

Desta forma, essa pesquisa serve como subsidio para pesquisas futuras avaliarem e
buscarem mais informagdes sobre as diferentes linhagens que possam favorecer os novos
modelos de criagdes de frangos, principalmente no que se diz respeito as condi¢cdes de bem
estar animal que estdo sendo impostas pelos paises estrangeiros e pela populacdo estd mais
informada e mais atualizada com o advento da tecnologia. Além disso, auxiliara na
compreensdo de como em uma mesma espécie ha diferencas na microbiota e como essa

microbiota pode ser utilizada ou modulada para beneficiar outras linhagens.



