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RESUMO GERAL

A intensa selecdo genética aplicada aos animais de producdo tém
manifestado alguns efeitos negativos sobre o desenvolvimento da resposta
imunolégica frente a constante exposicdo aos desafios microbioldgicos e vacinais.
Para a manutencdo da saude animal, o mercado nutricional busca adequacdes nas
férmulas de racdo e aditivos como 0s mananoligossacarideos. Este prebibtico pode
estimular a resposta imunologica das aves, ou ainda, funcionar como um
imunomodulador. A presente dissertacdo busca estudar o efeito dos
mananoligossacarideos sobre o sistema imune de frangos de corte. Essa foi dividida
em dois capitulos: Capitulo |1, revisdo bibliografica sobre “Influéncia dos
mananoligossacarideos na resposta imunoldgica das aves” e Capitulo I, trabalho
experimental “Quantificagdo de linfocitos T na mucosa intestinal de frangos de corte
suplementados com mananoligossacarideos e desafiados com Salmonella

Enteritidis”.

Palavras-Chave: MOS, prebiético, sistema imune, aves.
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ABSTRACT

The intense genetic selection applied to production animals has manifested
negative effects on the development of the immunological response related to the
constant exposition to vaccinal and microbiological challenges. For the animal health
maintenance, the nutritional market searches an improvement in his feed formulas
and additives like the mannanoligosaccharides. This prebiotic can stimulates broiler
immunological response or act in immunomodulation. This thesis aims to study the
effect of mannanoligosaccharides on the broilers immune response. This was divided
in two chapters: Chapter I, a review about “Mannanoligosaccharides influence in the
immune response of birds” and Chapter Il, scientific report “T Lymphocytes in
intestinal mucosa of broiler chickens supplemented with mannanoligosaccharides
and challenged with Salmonella Enteritidis”.

Key-words: MOS, prebiotic, immune system, birds.
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INTRODUCAO GERAL

A intensa selegdo genética aplicada em animais de produgéo, para um melhor
desenvolvimento animal, sanitario e nutricional, ttm manifestado efeitos negativos
sobre a resisténcia a bactérias patogénicas e ao desenvolvimento da resposta
imunoldgica. As aves sdo constantemente expostas a desafios microbiolégicos e
vacinais, j& desde os primeiros dias de vida, o que faz com que 0 seu sistema
imunolégico (Sl) esteja sob constante ativacéo.

A Salmonela é uma bactéria patogénica presente em grande parte do sistema
de criagdo avicola, capaz de causar doenca de forma assintomética nos frangos de
corte, o que ndo deixa de provocar grande demanda imunolégica e
consequentemente, nutricional para a ave infectada (Gast e Beard, 1990). Segundo
alguns autores (Dibner et al., 1998; Klassing, 1998 e Kogut, 2009), a resposta imune
pode aumentar a necessidade de recursos organicos pelo animal e assim, afetar o
desempenho das aves.

Neste contexto, para manter a saude animal, o mercado nutricional busca
adequac®es nas férmulas de racéo e aditivos para atender a demanda e exigéncias
do mercado consumidor, sem prejudicar a produtividade animal. Aditivos alimentares
como os prebidticos, capazes de equilibrar a microbiota intestinal e/ou que tenham
atividade imunomoduladora, parecem ser ferramentas cada vez mais interessantes
para a avicultura.

Prebioticos s&o ingredientes nao-digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro por estimular o crescimento seletivo e/ou a atividade de um nimero
limitado de bactérias no colon (Gibson e Roberfroid, 1995), combatendo a populagéo

de microorganismos patogénicos. Segundo Shashidhara e Devegowda (2003) e
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Biggs et al. (2007), dentre as classes de prebidticos mais utilizadas destacam-se 0s
frutooligossacarideos , transgalactoligossacarideos e mananoligossacarideos(MOS).

Na producéo avicola, os MOS apresentam propriedades capazes de modificar
da flora intestinal, reduzir a taxa de renovagdo da mucosa intestinal (turnover) e
estimular o Sl (Spring et al., 2000). Os efeitos destes produtos de levedura sobre a
producdo em monogéstricos tem sido relatados em aves comerciais (Hayat et al.,
1993;. Bradley e Savage, 1995; Stanley et al., 2004; Zhang et al., 2005).

Os uso dos MOS provoca a reducao do crescimento de bactérias intestinais
patogéncias, como E.coli e salmonela, através da diminuicdo do pH causada pelo
aumento de &cidos graxos no ceco (Choi et al, 1994; Mathew et al., 1998;
Juskiewicz et al., 2004). Outro possivel mecanismo de a¢éo que altera a populagéo
microbiana intestinal é a capacidade dos MOS de se comportar com um local de
ligacdo competitiva por bactérias patogénicas manose especificas fimbria do tipo 1,
que resulta em sua excrecdo dos intestinos (Spring et al., 2000; Baurhoo et al.,
2007).

Os MOS podem ainda interferir na resposta imunoldgica das aves. Uma
hip6tese para este mecanismo de agdo sugere que o0s receptores tipo Toll,
presentes na membrana das células do tecido linféide associado ao intestino
(GALT), possuem a capacidade de identificar moléculas denominadas PAMPs
(“pathogen-associated molecular patterns). Estas moléculas sdo encontradas em
componentes da parede celular de levedura como mananos e glucanos juntamente
com outras moléculas microbianas, tais como peptidoglicano, lipopolissacarideo, e
glicolipideos (Ballou, 1970). Este reconhecimento pode desencadear uma rea¢do em
cascata que resultaria na ativacdo de macrofagos e consequente liberacdo de

citocinas, ativando a resposta imune adquirida (Collet, 2000). O sistema imune inato
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das aves é capaz de reconhecer estruturas caracteristicas de microorganismos
patogénicos e que ndo estdo presentes em células de aves e mamiferos como
lipopolissacarideos e mananoligossacarideos (Abbas, 2000).

A presente dissertacdo busca estudar o efeito dos mananoligossacarideos
sobre o sistema imune de frangos de corte. O trabalho foi dividido em dois capitulos:
Capitulo | que apresenta uma revisdo bibliografica sobre “Influéncia dos
mananoligossacarideos na resposta imunoldgica das aves” e no Capitulo Il um
trabalho cientifico desenvolvido com o objetivo de avaliar a “Quantificacdo de
linfécitos T na mucosa intestinal de frangos de corte suplementados com
mananoligossacarideo e desafiados com Salmonella Enteritidis”, através de analises

bacteriolégicas, histologicas e imunohistolégicas.
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INFLUENCIA DOS MANANOLIGOSSACARIDEOS NA RESPOSTA
IMUNOLOGICA DAS AVES

(Mannanoligosaccharides influence in the immune response of birds)

MARIANA CAMARGO LOURENGCO

RESUMO

Os mananoligossacarideos (MOS) s&o um prebio6tico utilizado como aditivo na racdo
de animais de producéo e estimagéo. Esse produto, derivado da parede celular de
leveduras como Saccharomyces cerevisiae, possui comprovada agao no controle de
bactérias patogénicas, através de mecanismos ainda pouco explicados. Apresenta
ainda, uma importante atividade sobre o sistema imunologico das aves,
proporcionando uma melhor resposta imune do organismo frente aos constantes
desafios biolégicos aos quais estes animais sdo expostos. Sobre este aspecto, ha
estudos que demonstram a atividade imunomoduladora dos mananoligossacarideos.
O objetivo desta revisdo foi apresentar informagdes recentes sobre a influéncia dos
mananoligossacarideos sobre a resposta imune e as préaticas aplicadas na producao
de aves que poderiam utilizar este prebidtico na modulagéo da resposta imune.

Palavras-chave: frangos, imunomodulagéo, prebidticos, resposta imune.

ABSTRACT

Mannanoligosaccharides (MOS) are a prebiotic used as additive in production and
pets animal feed. This product, derived from cell wall of Saccharomyces cerevisiae,
has proven action in pathogenic bacteria control by mechanisms still poorly
explained. It also presents an important activity on the immune system of birds,
providing a better immune response against the constant biological challenges which
these animals are exposed. There are studies which show the MOS
immunomodulatory activity. The purpose of this review was to present recent
information about the MOS influence on the immune response and the current
practices in poultry production that could use this prebiotic in the immune response
modulation.

Key words: broilers, immune response, immune modulation, prebiotics.
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INTRODUCAO

A intensa selecdo genética aplicada em animais de produc¢éo, principalmente
para carne e ovos, tem sido indicada como efeito proporcionalmente negativo sobre
a resisténcia desenvolvida nas aves a determinados patdégenos e o desenvolvimento
da resposta imunoldgica. Diversos autores tem apresentado que grande parte dos
animais de alta produtividade mostra-se cada vez mais susceptivel a infec¢des
bacterianas e menos capaz de responder adequadamente a estimulos imunogénicos
(Dibner et al., 1998; Morgulis, 2002; Zekarias et al., 2002), apresentando macréfagos
com menor capacidade de atividade fagocitica e metabolismo oxidadtivo (Zekarias et
al.,, 2002) . Em especial, no que se refere a inddstria avicola mundial, existe uma
constante busca por alta produtividade e baixos custos, onde se soma também o
aumento da exigéncia do mercado consumidor pela reducdo de patdégenos e um
alimento mais seguro em meio a restricdes ao uso de aditivos antimicrobianos na
racao animal.

Associado a isso, a constante exposicdo natural da ave a patdgenos
endémicos presentes no ambiente de producdo avicola e o uso de vacinas
demandam um intenso trabalho do sistema imunoldgico, que causam alteracdes
metabdlicas especificas desviando nutrientes necessarios ao crescimento e
producdo para a resposta imunoldgica contra mecanismos invasores (Klasing,
1998). Além disso, ingredientes e aditivos alimentares podem interferir na resposta
imunolégica dos animais, prejudicando-a ou atuando de forma benéfica ao seu
funcionamento.

Frente a isso, 0 mercado nutricional busca adequacdes nas formulas de racao
e aditivos para atender a demanda e exigéncias do mercado consumidor, sem

prejudicar a produtividade animal. Neste contexto, principios ativos capazes de
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equilibrar a microbiota intestinal e/ou que tenham atividade imunomoduladora
parecem ser ferramentas cada vez mais interessantes de serem aplicadas na
avicultura. Dentre essas ferramentas podem-se citar 0s 4&cidos orgéanicos,
organismos probi6ticos, compostos prebidticos e derivados de plantas como 6leos
essenciais e extratos vegetais. Essa revisdo tem como objetivo abordar a funcéo de
aditivos caracterizados como prebidticos, principalmente manonoligossacarideos,

como aditivos imunomoduladores em aves.

O QUE SAO PREBIOTICOS?

Em 1980, os possiveis efeitos potenciais de prebidticos na alimentacao
animal ja eram reconhecidos, o que desencadeou o desenvolvimento de muitas
pesquisas. O uso de prebidticos em ra¢gdes para animais de criagdo e de estimacao
tem sido documentado por diversos autores como Mul e Perry (1994), lji e Tivey
(1998, frangos de corte), Santin et al.,(2003, frangos de corte) e Flickinger e Fahey
(2002, pets, aves, suinos e coelhos).

Prebiéticos foram entdo conceituados como ingredientes nao-digeriveis que
afetam beneficamente o hospedeiro por estimular o crescimento seletivo e/ou a
atividade de um numero limitado de bactérias no colon (Gibson e Roberfroid, 1995),
combatendo a populagdo de microorganismos patogénicos. Gibson e Roberfroid
(1995) descrevem algumas caracteristicas desejaveis de um prebidtico como n&o
ser hidrolizado ou absorvido na parte superior do trato gastrointestinal (TGI); servir
como substrato seletivo para um namero limitado de bactérias comensais benéficas
para o colon; ser capaz de alterar a microbiota intestinal em favor de uma
composicdo mais saudavel e induzir efeitos luminais ou sistémicos que sao

benéficos para a satde do hospedeiro.
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SUBSTANCIAS UTILIZADAS COMO PREBIOTICOS

Sao utilizados como prebidticos, carboidratos nao digeriveis (oligo e
polissacarideos), alguns peptideos, proteinas e alguns lipidios (ésteres e éteres).
Oligossacarideos sdo um grupo de carboidratos constituidos de 2-10 unidades de
acucar e cada oligossacarideo tem uma estrutura quimica diferente. Segundo
Shashidhara e Devegowda (2003) e Biggs et al. (2007), podemos citar 0s
frutooligossacarideos , transgalactoligossacarideos e mananoligossacarideos (MOS)
como as classes de prebiodticos mais utilizadas.

Os frutooligossacarideos incluem oligossacarideos néo digeriveis e
polissacarideos ndo amilaceos, como a inulina e oligofrutose. Estes prebidticos sdo
nomeados pelo seu comprimento da cadeia (grau de polimerizagdo = DP). A inulina
contém 20-60 DP e os frutanos sintéticos contém 2-4 DP. Oligofrutose contém 2-9
DP e pode ser obtido por hidrdlise enzimética parcial da inulina (Gibson e
Roberfroid, 1995). Estes carboidratos sdo expressos como ndo digeriveis, por ndo
serem hidrolisados pelas enzimas enddgenas do intestino delgado, mas sim por
bactérias como bifidobactérias e lactobacilos (Gibson e Roberfroid, 1995; Bouhnik et
al.,, 1997). No entanto, segundo Gibson e Roberfroid (1995), estes compostos
apresentam o processo de fermentagdo bacteriana, na maioria das vezes,
inespecifico, o que ndo permite que sejam classificados como prebidticos. Ocorrem
naturalmente em vegetais, cereais e frutas como a cebola, alcachofra, brotos de
bambu, raizes de chicéria e banana. Suas propriedades fisico-quimicas dependem
de sua estrutura quimica e composi¢do. A maioria dos oligossacarideos € soluvel
em agua ou fluidos fisioldgicos (Gibson e Roberfroid, 1995).

Transgalactoligossacarideos sdo um componente sintético produzido a partir

de lactose por transgalactosilagcdo enzimatica realizada por fungos como Aspergillus
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oryzae (Hsu et al., 2005), sendo formado por lactose e diversas moléculas de
galactose. Possui ligagbes B-(1,6) e B-(1,4) que evitam sua digestao no intestino pela
enzima B-galactosidase (Alles et al., 1999). Transgalactoligossacarideos tém seus
efeitos prebidticos pouco pesquisados para animais, no entanto, seu efeito
bifidogénico é bastante comentado em seres humanos (Ito et al., 1993; Bouhnik et
al., 1997). No Japéo, é um composto bastante comercializado em nutricdo humana
(Ito et al., 1993).

Outro oligossacarideo bastante pesquisado e de acéo prebidtica € o MOS,
derivado da parede celular de leveduras Saccharomyces cerevisiae. Segundo Spring
et al. (2000), a parede celular é separada do conteddo intracelular e o liquido
contendo MOS é evaporado a baixa temperatura (spray dry) para evitar a destruicdo
da parte funcional da molécula do prebidtico. A parede celular da levedura pode
representar 10-25% da matéria seca total da célula, dependendo das condi¢cbes de
crescimento. O percentual de oligossacarideos na parede celular é de 85-90%,
como glucanos e mananos, em propor¢des similares, e o restante € composto por
proteinas, podendo conter até 1% de quitina (Swennen et al., 2006). MOS é
composto de proteinas com proporgdes relativamente altas de serina, treonina,
acido aspartico e glutamico e uma pequena quantidade de metionina. (Song e Li,
2001). A estrutura da parede celular da levedura é resistente & degradagéo das
enzimas e bactérias do aparelho digestivo. Segundo Martinez et al. (2010) a
composicdo da parede celular, sua estrutura e espessura, dependem do ciclo de

vida da célula e da origem da estirpe utilizada.
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FUNCOES DOS MANANOLIGOSSACARIDEOS

Os prebidticos de maneira geral tém sido mostrados por alterar a microbiota
do TGI, alterar o sistema imunolégico (Sl), prevenir o cancer de célon, reduzir o
namero de patdgenos, incluindo Salmonella Enteritidis e E. coli e reduzir o colesterol
e compostos de odor (Cummings e MacFarlane, 2002).

Em especial, os beneficios dos MOS baseiam-se em propriedades
especificas, que incluem a modificacdo da flora intestinal, a reducéo da taxa de
renovacdo da mucosa intestinal (turnover) e a estimulagdo do Sl (Spring et al.,
2000). Os efeitos destes produtos de levedura sobre a produ¢cdo em monogéastricos
tém sido relatados em aves comerciais (Hayat et al., 1993;. Bradley e Savage, 1995;
Stanley et al., 2004; Zhang et al., 2005). No entanto, 0 modo de a¢&o dos produtos
de levedura nestes animais ainda ndo esta bem explicado. Diversos autores (Ofek et
al.,, 1977; Spring et al., 2000; Fairchild et al.,, 2001; Fernandez et al., 2002)
comentam a atuacdo benéfica de MOS sobre a microbiota intestinal, atuando como
ligante de alta afinidade, ou ainda, um local de ligacdo competitiva por bactérias
patogénicas manose especificas fimbria do tipo 1, que resulta em sua excrecdo dos
intestinos (Spring et al., 2000; Baurhoo et al., 2007a). Outra possivel alteracado
microbiana provocada pelo uso de MOS, assim como outros oligossacarideos, é a
reducdo do crescimento de bactérias intestinais, patogéncias ou ndo, através da
diminuicdo do pH causada pelo aumento de &cidos graxos no ceco (Choi et al.,
1994; Juskiewicz et al.,, 2004). O baixo pH reduz a habilidade de patégenos
entéricos de colonizar o intestino, pois o0 crescimento de organismos oportunistas,
incluindo E. coli e salmonelas, é favorecido pelo pH neutro, enquanto valores
menores favorecem o crescimento de bactérias residentes, incluindo lactobacilos

(Mathew et al., 1998). A confirmagao dos efeitos da parede celular de levedura nas
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crescentes concentragbes da microbiota benéfica ou na reducdo de bactérias
patogénicas foi relatada por diversos autores (Santin et al., 2003; Stanley et al.,
2004; Baurhoo et al., 2007b; Baurhoo et al., 2009). No entanto, esses efeitos néo
foram verificados em outros estudos (Mathew et al., 1998; White et al., 2002; Van
Heugten et al., 2003).

Os produtos de levedura podem ainda, afetar a digestibilidade dos nutrientes
(Bradley e Savage, 1995; Shin et al., 2005) e o desenvolvimento da mucosa
intestinal (Santin et al., 2003; Zhang et al.,, 2005; Baurhoo et al., 2007 b),
melhorando assim os parametros zootécnicos do animal. Morales-L6pez et al.(2009)
e Hooge (2004) afirmam que MOS expressa melhor suas propriedades benéficas
quando utilizado na suplementagdo de aves mantidas sob condi¢cdes de desafio
microbiano. A suplementagéo de ragdes de aves com MOS pode melhorar o ganho
de peso e a conversdo alimentar (Parks et al., 2001 e Hooge, 2004). Além disso,
Shashidhara e Devegowda (2003) relataram melhora na eclodibilidade de matrizes
suplementadas com MOS e Dimovelis et al. (2004) e Gracia et al. (2004)
observaram melhora na produgédo e qualidade de ovo em aves de postura tratadas
com este prebiotico, no entanto, recente estudo de Martinez et al. (2010) néo

demonstra estes beneficios.

SISTEMA IMUNE DAS AVES E MANANOLIGOSSACARIDEOS

A resposta imunoldgica das aves é formada pela imunidade natural/inata e
adquirida/especifica. A imunidade inata ndo sé é responséavel pela primeira linha de
defesa contra microorganismos, mas também participa da inducdo de respostas
imunes especificas, a qual & composta de imunidade humoral e celular. O

desenvolvimento destas respostas especificas € desencadeado somente apoés
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contato com o antigeno e possui especificidade no reconhecimento dos invasores e
o desenvolvimento da memoria; portanto, resulta em uma resposta mais rapida da
que ocorre na exposi¢ao primaria (Kogut e Klasing, 2009).

Os frangos de corte tém estruturas linféides distribuidas ao longo do trato
gastrintestinal, podendo apresentarem-se de forma difusa ou agregados. Os
componentes difusos incluem os linfocitos intraepiteliais, bem como da mucosa
e lamina propria; os componentes agregados incluem as Placas de Peyer, tonsilas
cecais e a bolsa de Fabricio. Estes tecidos capturam e processam antigenos
disponiveis no aparelho digestivo através de varias células de defesa, além de
linfocitos T e derivados de linfécitos B como as imunoglobulinas IgM, 1gG e IgA. O
estimulo imunolégico da mucosa favorece a producdo de anticorpos IgA,
principalmente nas Placas de Peyer, que bloqueiam os receptores e reduzem o
namero de bactérias patogénicas na luz intestinal (Olah e Vervelde, 2008).

Carboidratos nédo digeriveis como os MOS podem estimular o tecido linféide
associado ao intestino (GALT), bem como o Sl sistémico. Uma hipétese do
funcionamento desse mecanismo de acgdo sugere que 0s receptores tipo Toll,
presentes na membrana celular das células do GALT, possuem a capacidade de
identificar moléculas denominadas PAMPs (“pathogen-associated molecular
patterns), as quais identificam o antigeno. As PAMPs podem ser encontradas em
componentes da parede celular de levedura como mananos e glucanos juntamente
com outras moléculas microbianas, tais como peptidoglicano, lipopolissacarideo, e
glicolipideos (Ballou, 1970). Os MOS, vinculados aos macrofagos, sdo reconhecidos
como acgucares especificos encontrados em glicoproteinas da superficie bacteriana,
desencadeando uma reacdo em cascata que acabaria por ativar macréfagos e

promover a liberagdo de citocinas, ativando a resposta imune adquirida (Collet,
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2000). Segundo alguns autores (Savage et al., 1996; Shashidhara e Devegowda,
2003), este prebiotico também apresenta propriedades imunomoduladoras, pois 0s
MOS, em niveis elevados, aumentam a resposta dos anticorpos protetores e
melhoram a resisténcia a doengas reduzindo a resposta aguda (Silva et al., 2009). A
reducdo da resposta imunologica aguda é fundamental para melhorar o
desempenho dos animais, uma vez que essa resposta, ao ocorrer, € a que demanda
mais tempo e recursos organicos do animal.

Além do efeito imunoestimulante e/ou imunomodulador préprio dos MOS, os
prebidticos podem apresentar efeitos benéficos indiretos sobre o SI. Ao melhorar a
saude intestinal, beneficiam a absor¢cdo de nutrientes fundamentais ao bom
funcionamento do SI, tais como Zn, Cu, Se (Shashidhara e Devegowda, 2003). Da
mesma forma, bactérias produtoras de &cido latico, as quais possuem seu
crescimento favorecido pelo prebiético, produzem substéncias imunomoduladoras
que reagem com o Sl em diferentes niveis, incluindo a produgdo de citocinas,
células mononucleares e a fagocitose dos macrofagos, bem como a indugédo de
grandes quantidades de imunoglobulinas, especialmente IgA (Cummings e
MacFarlane, 2002 ).

Suplementar MOS demonstrou aumentar a producéo de IgA em ratos (Kudoh
et al., 1999), caes (Swanson et al., 2002), e perus (Savage et al., 1996). A producéo
de IgA é importante para a imunidade, pois inibe a penetragdo de bactérias no
lumen, aumenta a produgdo de muco e impede a inflamacédo que causa danos
teciduais no epitélio (McKay e Perdue, 1993). Estudo recente de Silva et al. (2009)
sugere que a suplementagcéo de MOS resultou em significativa melhora na resposta

de anticorpos em frangos de corte.



24

Apesar dos efeitos de MOS sobre a imunidade humoral secretora estarem
bem documentados, dados relacionados a imunidade celular sdo escassos na
literatura, sendo necessarios mais estudos referentes a seus efeitos sobre a

atividade do sistema imunolégico.

CONCLUSAO

A melhoramento genético em animais de producédo associado a demanda por
alimentos seguros e a restricdo ao uso de antimicrobianos na ragdo animal, tém
exigido maiores estudos sobre os suplementos alimentares que buscam atender a
essas novas nhecessidades. Sabe-se que a nutricdo é uma das principais
ferramentas para suprir as necessidades organicas dos animais e proporcionar
desempenho e produtividade associados ao bom funcionamento do sistema de
defesa contra agentes patogénicos. Os aditivos nutricionais podem afetar
beneficamente o sistema imunolégico dos animais, atuando como agentes
imunomoduladores. Nesse contexto, compreender a influéncia dos prebidticos,
principalmente os mananoligossacarideos, sobre o sistema imunolégico das aves

torna-se um ponto interessante para o continuo crescimento da industria avicola.
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QUANTIFICACAO DE LINFOCITOS T NA MUCOSA INTESTINAL DE
FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM
MANANOLIGOSSACARIDEO E DESAFIADOS COM
SALMONELLA ENTERITIDIS

(T lymphocytes in intestinal mucosa of broiler chickens supplemented with
mannanoligosaccharides and challenged with
Salmonella Enteritidis)

MARIANA CAMARGO LOURENCO

RESUMO

Mananoligossacarideos (MOS) tem sido utilizados no controle de
microorganismos e por sua interacdo com a resposta imune animal. O objetivo deste
estudo foi avaliar a presenca de células CD3+, CD4+, CD8+ e caliciformes no
intestino de frangos vacinados e desafiados com SE, suplementados com MOS.
Foram utilizados 3 grupos experimentais: Controle, com dieta a base de milho e
farelo de soja; MOS 1 (1kg/Ton 1-21dias e 0,5 kg/Ton 22-56 dias); e MOS 2
(2kg/Ton 1-21dias e 1kg/Ton 22-56 dias). O MOS na ragao reduziu
significativamente a excrecdo fecal de SE pelas aves 14 dias apds o desafio e na
mucosa de ileo e ceco foi observado aumento de células CD3+ e reducdo do
namero de células caliciformes apés a vacinacdo. O inverso desta relacdo ocorre
aos 56 dias, ap6s o desafio com SE. Estes resultados demonstram uma relacdo
inversa entre células CD3+ e o numero de células caliciformes na mucosa intestinal
sugerindo que a suplementacdo com MOS aumenta a resposta imune especifica por
células CD3+ e reduz a resposta imune inata relacionada a producédo de muco pelas
células caliciformes. Também houve aumento de células CD4+ e CD8+ aos 56 dias.
Palavras-chave: caliciformes; imunidade celular; linfécitos T; MOS

ABSTRACT

Mannanoligosaccharides (MOS) have been used to control microorganisms and
possibly interact with the immune response of the animal. The aim of this study was
evaluate the presence of CD3+, CD4+, CD8+ and goblet cells on intestines of
broilers vaccinated and challenged with SE, supplemented with MOS. Were used
three experimental groups: Control, diet based on corn and soybean; MOS 1
(1kg/Ton 1-21days and 0,5 kg/Ton 22-56 days); and MOS 2 ( 2kg/Ton 1-21days and
1kg/Ton 22-56 days). MOS supplementation in diet had significantly reduced the
fecal shedding of SE by bird 14 days after challenge and ileum and cecum mucosa
showed increase of CD3+ expression and reduction of number of goblet cell after
vaccinated. The inverse relation occurs at 56 days, after SE challenge. Theses
results showed a inversely relationship between CD3+ cells and number of goblet
cells on intestinal mucosal suggesting that MOS on diet increase specific immune
response by CD3+ cells and reduce the innate immune response related to mucus
production by reducing the number of goblet cells. There was an increase of CD4+
and CD8+ cells at 56 days.

Keywords: celular immunity; goblet; MOS; T-cells
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INTRODUCAO

A Salmonelose é uma das zoonoses mais difundidas em todo o mundo, sendo
que as infecgbes em seres humanos estdo muitas vezes associadas ao consumo de
produtos derivados de aves (Caffer e Eiguer, 1994; Fantasia e Filetici, 1994;
Glosnicka e Kunikowska, 1994; Poppe, 1994), como carne e ovos crus ou mal
cozidos, contaminados com Salmonella sp. (Humphrey, 1994; Molbak e Neimann,
2002). A Salmonella Enteritidis (SE) é o segundo sorotipo mais relacionado a estas
infecgbes nos Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention, 2005) e
pode infectar a ave na auséncia de uma doenca clinica (Gast e Beard, 1990). Para
combater estes patdégenos, o sistema imunoldgico das aves faz uso de recursos
como a imunidade inata, capaz de combater agentes inespecificos, podendo ainda
desenvolver modos especificos de defesa, através da imunidade celular e humoral
(Kogut e Klasing, 2009).

A eliminagcdo efetiva de agentes nocivos no trato gastrointestinal esta
relacionada a um tecido linféide altamente especializado (GALT) responsavel pela
formacdo do epitélio caracteristico que cobre o tecido linfide. Nas aves, a maior
parte do tecido que recobre a superficie intestinal € constituido por um epitélio
regular, apenas algumas estruturas exclusivas, como as tonsilas cecais, placas de
Peyer e diverticulo de Meckel, apresentam este revestimento especializado (Befus et
al., 1980).

De fato, o epitélio da mucosa nédo é apenas uma barreira fisica, mas também
o desencadeador da resposta imune inata para Salmonella. O encontro de células
epiteliais especializadas com microorganismos rapidamente estimula a liberagdo de
quimiocinas proé-inflamatorias que atraem células imunes inatas, como granulécitos e

macrofagos, capazes de desencadear um amplo leque de novas reagfes imunes
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(Van Immerseel et al., 2002). As células caliciformes, presentes na membrana das
vilosidades do intestino, sdo responsaveis pela sintese e secrecao de glicoproteinas
de alto peso molecular, conhecidas como mucinas. A secre¢cdo de mucina é
responsavel pela manutencdo da camada de muco que desempenha papel
importante na lubrificagcdo do trato intestinal, transporte de nutrientes entre o
contetdo luminal e revestimento epitelial (Baurhoo et al., 2009), protecdo contra
danos mecénicos e acido e enzimas digestivas. Mais importante ainda, as células
caliciformes e seus produtos representam a primeira linha de defesa do hospedeiro
contra patdgenos invasores por conter substancias antimicrobianas e
imunoglobulinas IgA (Sklan, 2005). A composi¢do da dieta pode afetar o numero
relativo de células caliciformes e a composicdo quimica das mucinas secretadas,
que por sua vez, podem alterar a susceptibilidade ou a resisténcia a colonizag&o por
patégenos (Fernandez et al., 2000). O continuo processo de secre¢do de mucina
juntamente com os movimentos peristélticos permite a excre¢cdo de patdégenos
presos ao intestino (Baurhoo et al, 2009).

Nos casos em que mecanismos imunes inatos ndo sdo suficientes para evitar
a multiplicacdo bacteriana, um sistema imune adaptativo ou especifico € utilizado na
tentativa de erradicar os invasores. Mecanismos imunes adaptativos sao divididos
em imunidade celular mediada, que atua predominantemente através de células T, e
imunidade humoral, que opera por meio de anticorpos especificos. No caso de
infecgbes por Salmonella em aves, evidéncias recentes indicam que mecanismos de
resposta imune humoral ndo desempenham um papel essencial na depuragdo da
infeccdo primaria ou na protecdo a longo prazo (Beal et al., 2004). Por isso, grande
esfor¢co tem sido empreendido para explorar a defesa imune celular das aves nos

diferentes Orgaos, tais como o intestino, baco, figado e sangue. Mudancas no
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namero, distribuicdo e proliferacdo de células T (Beal et al., 2004) e um tipo de
hipersensibilidade com resposta retardada foram observadas por alguns
pesquisadores (Hassan e Curtiss, 1994).

Aditivos alimentares que interagem com a resposta imune tém consideravel
potencial para reduzir a susceptibilidade das aves a doengas infecciosas. Neste
contexto tem-se estudado a relacdo entre sistema imune e saude animal frente ao
uso de prebidticos como frutooligossacarideos, transgalactoligossacarideos e
mananoligossacarideos (MOS). Os MOS sdo derivados da parede celular de
leveduras Saccharomyces cerevisiae, e como 0s demais prebidticos, sé&o
ingredientes ndo-digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro por estimular o
crescimento seletivo e/ou & atividade de um numero limitado de bactérias da
microbiota intestinal (Gibson e Roberfroid, 1995). O estudo de seu modo de agéo e
demais beneficios é de particular interesse para a avicultura, uma vez que os MOS
ndo so alteram a microbiota intestinal (Spring et al., 2000; Fairchild et al., 2001), mas
também apresentam propriedades imunomoduladoras (Savage et al.,, 1996;
Shashidhara e Devegowda, 2003).

Os MOS agem reduzindo o crescimento de algumas bactérias intestinais,
patogénicas ou ndo, através da reducdo do pH causada pelo aumento de &cidos
graxos no ceco (Choi et al.,, 1994; Juskiewicz et al., 2004). Atuam ainda por
representarem sitios alternativos para a ligacdo de bactérias Gram-negativas
manose especificas fimbria tipo 1 (Ofek et al., 1977; Spring et al., 2000; Fairchild et
al., 2001; Fernandez et al., 2002) evitando que o patdgeno faca ades@o nos
enterdcitos, o que dificulta a instalacdo de quadros infecciosos e, por consequéncia,
reduz a colonizagdo (Spring et al., 2000; Baurhoo et al., 2007a) e melhora a

imunidade local do trato intestinal.
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O ceco é conhecido como reservatério de Salmonella, porém o ileo
representa um importante segmento intestinal a ser estudado por situar-se proximo
ao ceco, sendo também frequentemente colonizado por bactérias como a
Salmonella (Thompson e Applegate, 2006). Segundo Berndt et al. (2007) a
capacidade dos sorovares de Salmonella de entrar na mucosa cecal e a invaséo de
camadas inferiores afeta tanto o nivel quanto a natureza da resposta imune no
tecido. A SE possui alta capacidade invasiva e pode facilmente ser encontrada nas
células da lamina prépria, aumentando assim o recrutamento de granuldcitos,
células CD8+ e interleucinas.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi quantificar os linfocitos T presentes
na mucosa intestinal de frangos de corte suplementados com mananoligossacarideo

(MOS), acompanhado de vacina e desafio com Salmonella Enteritidis.
MATERIAL E METODOS

Animais e Ambiente

Foram utilizados 45 frangos de corte machos Cobb® de um dia de idade,
distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualizado com 3
tratamentos e 15 repeticdes, sendo cada ave uma repeticdo. A distribuicdo dos
animais foi realizada com base no peso corporal, calculando-se, para isso média de
peso do grupo e desvio padréo. As aves foram suplementadas via ragdo com
mananoligossacarideo (MOS), sendo o grupo controle alimentado com racdo a base
de milho e farelo de soja (ragéo controle), o grupo MOS 1 suplementado via ragéo
controle com menor concentracdo de MOS (1kg/Ton 1-21dias e 0,5 kg/Ton 22-56
dias) e o grupo MOS 2 suplementado via ragao controle com maior concentragédo de

MOS (2kg/Ton 1-21dias e 1kg/Ton 22-56 dias)
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As aves foram alojadas de 1 a 56 dias de vida em trés boxes experimentais,
sendo um box para cada tratamento. Os animais foram identificados individualmente
através de anilhas fixadas na membrana da asa e submetidos semanalmente a
pesagem individual. Foi oferecido 4gua e rac&o ad libitum durante todo o periodo
experimental, sendo mantidas condi¢des ambientais de perfeito conforto térmico
para as aves. Esse experimento foi conduzido com a aprovacdo do Comité de Etica

Animal do Setor de Ciéncias Agrérias da UFPR, Protocolo n° 013/2009.

Vacinagao

Aos 14 e 28 dias de vida, todas as aves foram imunizadas com vacina
comercial inativada (Nobilis®Salenvac, Intervet UK Ltda.) contra Salmonella
Enteritidis (SE) através de aplicagdo no tecido subcutaneo do pescog¢o. Na primeira
dose foi administrado 0O,1mL/ave e na segunda dose 0,5mL/ave, conforme

recomendagdes do fabricante do produto.

Preparacédo do in6culo de SE e desafio das aves

Cultura contendo Salmonella Enteritidis (SE) e mantida sob refrigeracédo, cepa
isolada de frangos de corte e identificada pelo Instituto Oswaldo Cruz, foi cultivada
por 12 horas a 37°C em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e
posteriormente plaqueada em meio Agar Mueller Hinton e incubado por 24 horas a
37°C. Apenas uma colbnia foi transferida para solugdo salina estéril 0,9% e
homogeneizada para obter a turbidez de 0,5 na escala de MacFarland,
correspondendo a uma concentracdo de 10® UFC (Unidades Formadoras de
Colbnia). Para obter solugdo contendo 10° UFC de SE, foram realizadas diluicbes

decimais consecutivas. Aos 42 dias de idade, todas as aves foram desafiadas
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através de inoculagdo com 1 mL de uma solucdo contendo 10° UFC de SE, através

de uma seringa acoplada a uma sonda por via oroesofégica.

Analise Microbiologica

Suabes de cloaca de todos os animais foram coletados aos 44, 49 e 56 dias
de vida das aves e as amostras processadas para contagem de Salmonella. Os
suabes foram colocados em tubos contendo 2 mL de &gua peptonada 2% e
incubados a 35°C por uma hora. Uma porgéo de 1 mL desta solugéo foi retirada e
pipetada em um tubo contendo 9 mL de 4gua peptonada 0,1% (diluicdo 10™) e assim
sucessivamente até a diluicdo 102 e 107, Foram retirados 100 pL de cada diluigéo e
plagueado em duplicata em meio XLD, espalhados com uma alga de Drigalsky. As
placas foram incubadas em estufa regulada a 35°C por 24h para posterior contagem
das col6nias (adaptado de Desmit et al., 1998). Os resultados foram expressos de
acordo com Procedimentos de Contagem de Coldnia da Normativa n°6 publicada em
26 de agosto de 2003 (BRASIL - MAPA). Os tubos contendo os suabes e a agua
peptonada 2% foram incubados a 35°C por 24h. Nos casos das amostras em que
ndo houve crescimento de coldnias tipicas de Salmonella ap6s 24h de incubacéo,
foram retirados 100 pL da solucdo de suabe em agua peptonada 2% e adicionado
em um tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, entdo incubado em

estufa regulada a 42°C por 24h para confirmagao da presenga ou auséncia.

Analises histolégica e imunohistoquimica
Aos 7, 37 e 56 dias de idade, cinco aves de cada tratamento foram
eutanasiadas através de deslocamento cervical e necropsiadas para colheita de

amostras de ileo e cecos em solugdo de formalina tamponada 10% para avaliagcdes
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histolégica e imunohistoquimica (CD3). Os mesmos segmentos intestinais foram
coletados ao 56 dias e rapidamente congelados em nitrogénio liquido para analise
imunohistoquimica (CD4 e CD8).

Para as andlises histolégicas, as amostras foram incluidas em parafina,
seccionadas com 5um de espessura e coradas com Hematoxilina & Eosina (HE)
adicionada de coloracdo azul de algoddo, sendo posteriormente analisadas quanto a
presenca de células caliciformes em microscopia de luz com ampliagdo de 40X
(Olympus BX41 Olympus America INC., NY, USA). Vinte e cinco vilos foram
analisados em cada grupo experimental, para cada segmento intestinal, totalizando
75 vilos por segmento intestinal por grupo experimental (adaptado de Santin et al.,
2001).

Para as andlises de linfécitos CD3+, as amostras foram incluidas em parafina,
seccionadas com 5um de espessura e fixadas em laminas carregadas
positivamente. As sec¢des foram desparafinadas em xilol a 60°C por 20 minutos e re-
hidratadas em &gua e alcool. A recuperacdo antigénica foi realizada com Tampé&o
Citrato pH 6,0 em banho-maria a 100°C por 10 minutos e o bloqueio da peroxidase
enddgena com peréxido de hidrogénio 3% e proteina bloqueadora por 8 minutos. O
anticorpo primario utilizado foi Anti-CD3 (CD3 Dako 1:750), incubado em refrigerador
“overnight”. Para deteccdo da reacdo foi utilizado anticorpos secundarios anti-
camundongo e anti-coelho combinados num mesmo sistema de amplificagéo, kit
ADVANCE®, por 30 minutos. Para revelagdo da reacdo utilizou-se cromogeno, kit
DAB®, por 30 segundos. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de
Meyer, lavadas em 4gua com posterior desidratacdo e montagem das mesmas.

Para as analises de linfocitos CD4+ e CD8+, as amostras foram incluidas em

gel Tissue-Tek O. C. T. (Miles, Elkhart IN, US), congeladas em nitrogénio liquido,
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seccionadas com 5um de espessura em um aparelho criostato e fixadas em laminas
carregadas positivamente em acetona 100%. Em seguida foi realizada a re-
hidratacdo com PBS 0,1M pH 7,6, bloqueio da peroxidase enddgena com peréxido
de hidrogénio 3% por 5 minutos e proteina bloqueadora por 8 minutos. Os
anticorpos primarios utilizados foram Anti-CD4 (CT-4 Southern Biotech 1:100) e Anti-
CD8 ( CT-8 Southern Biotech 1:100), incubados por 90 minutos a 37°C. Para
deteccdo da reacdo foi utilizado anticorpos secundérios anti-camundongo e anti-
coelho combinados num mesmo sistema de amplificagéo, kit ADVANCE®, por 30
minutos. Para revelacdo da reacdo utilizou-se cromogeno, kit DAB®, por 30
segundos. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Meyer, lavadas
em agua com posterior desidratacdo e montagem das mesmas.

Campos microscopicos com presenca de células positivas foram
quantificados em microscopia de luz com ampliacdo de 100X (Olympus BX41
Olympus America INC., NY, USA). Foram analisados 10 vilos por segmento
intestinal para cada grupo experimental, totalizando 30 vilos do ileo e 30 vilos do

ceco, para cada marcador de superficie celular.

Analise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram analisados pelo programa estatistico
Statistix for Windows Copyright (C) 2008. Os resultados de contagem de colonias
foram transformados em Log 10 previamente a andlise estatistica. Os testes
realizados foram o ANOVA (P<0.05) e as médias diferentes submetidas ao teste

Exato de Fischer.
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RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de ganho de peso nos periodos de
1 a 21 dias, 1 a 42 dias, 1 a 49 dias e 1 a 56 dias de vida das aves. Nos periodos de
1 a 21 dias e 1 a 42 dias de idade, o grupo MOS 2 apresentou pior ganho de peso
quando comparado aos outros grupos experimentais, porém nao foi observada
diferenca estatistica em outros periodos para analise de ganho de peso (dados nao

apresentados).

Tabela 1: Média e Desvio Padrao do Ganho de peso das aves nos periodos de 1 a 21 dias, 1 a 42
dias, 1 a 49 dias e 1 a 56 dias de vida das aves nos diferentes grupos experimentais.

Ganho de peso (g)

Grupos 1 a 21 dias 1 a 42 dias 1 a 49 dias 1 a 56 dias
Controle 886,32 + 37,04 3028,72+ 106,9 3758,5 + 133,2 4267,9 + 270,6
MOS 1 863,9%+ 61,3 3017,6%+127,9 3732,6 +136,9 4352,6 + 192,9
MOS 2 799,7°+ 62,6 2861,0°+ 144,5 3646,0 + 163,5 4324,3 +217,2
Valor de P 0,003 0,045 0,347 0,771

" 1 1kg/Ton 1-21dias e 0,5kg/Ton 22-56 dias; 2 2kg/Ton 1-21dias e 1kg/Ton 22-56 dias.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).

Na Tabela 2 s&@o apresentados os resultados das andlises microbioldgicas
para contagem de SE. N&o houve diferenca estatistica entre o0s grupos
experimentais nas coletas realizadas aos 2 e 7 dias apds desafio com SE, porém o
grupo MOS 1 reduziu a excregdo fecal de SE aos 14 dias ap6s o desafio quando

comparado aos outros grupos experimentais.

Tabela 2: Contagem de Salmonella Enteritidis, UFC/suabe Log 10, em suabes de cloaca coletados
aos 2, 7 e 14 dias ap0s desafio (AD) nos diferentes grupos experimentais.

2 dias AD 7 dias AD 14 dias AD
Grupos ) ) ) ) ) )
(44 dias de idade) (49 dias de idade) (56 dias de idade)
UFC (Log)
Controle 3,31 3,68 3912
MOS 1 3,60 3,91 2,64°
MOS 2 3,35 3,22 2,76%
Valor de P 0,811 0,102 0,027

' 1 1kg/Ton 1-21dias e 0,5kg/Ton 22-56 dias; 2 2kg/Ton 1-21dias e 1kg/Ton 22-56 dias.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).
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Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentados os valores da quantificacdo de células
caliciformes no ileo e ceco das aves. No ileo, aos 37 dias, o grupo MOS 1
apresentou menor numero de células caliciformes por vilo quando comparado com
os demais grupos experimentais. Nos fragmentos de ceco foi observado, no grupo
controle e MOS 2, uma reducdo no numero de células caliciformes por vilo aos 37
dias e aumento deste numero aos 56 dias ou 44 dias ap06s desafio com SE. O grupo
MOS 1 né&o apresenta esta tendéncia, visto que estas aves quase sempre
apresentaram maior namero de células caliciformes quando comparadas aos grupos

controle e MOS 2.

Tabela 3: Média e Desvio Padrdo da Contagem de células caliciformes no ileo das aves aos 7, 37 e
56 dias de vida nos diferentes grupos experimentais (Histologia, 40X).

lleo
Grupos NUmero de células caliciformes/ vilo
7 dias 37 dias 56 dias
Controle 53,902 + 31,06 132,10"+ 51,89 122,45 + 48,98
MOS 1 31,90° + 16,67 116,05° + 38,67 116,00 + 39,94
MOS 2 34,25° + 21,33 163,15%+ 46,15 94,95 + 36.02
Valor de P 0,0087 0,0069 0,1051

! 1kg/Ton 1-21dias e 0,5kg/Ton 22-56 dias; % 2kg/Ton 1-21dias e 1 kg/Ton 22-56 dias.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).

Tabela 4: Média e Desvio Padrdo da Contagem de células caliciformes nos cecos das aves aos 7, 37
e 56 dias de vida nos diferentes grupos experimentais (Histologia, 40X).

Ceco
Grupos Numero de células caliciformes/vilo
7 dias 37 dias 56 dias
Controle 10,70° £ 6,17 2,35" £1,92 5,05 + 3,21
MOS 1 6,25° +2,31 4,402+ 2,72 5,702 £ 3,49
MOS 2 10,05% + 3,79 1,90° + 1,68 3,35° +1,78
Valor de P 0,0043 0,0012 0,0393

! 1kg/Ton 1-21dias e 0,5kg/Ton 22-56 dias; % 2kg/Ton 1-21dias e 1kg/Ton 22-56 dias.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).



Figura 1: Fotomicrografia dos cecos das aves com 37 dias de vida, comparando os intestinos dos diferentes
grupos experimentais (a- Controle; b- MOS 1; c- MOS 2) em relagdo a quantidade de células caliciformes
(indicadas pelas setas) presentes na mucosa intestinal. (Histologia, 40X).

41
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O marcador de superficie celular CD3 € observado em células-T em
diferentes estagios de maturacdo. Porém, a presenca deste marcador ndo permite
fazer a diferenciacdo em células-T auxiliares ou citotoxicas. Para este fim utilizam-se
os marcadores CD4 e CD8, os quais identificam linfécitos T auxiliar e citotoxico,
respectivamente. Neste estudo, como observado na Tabela 5, o grupo MOS 2
apresentou maior nimero de células CD3+ que o grupo controle e MOS 1 nos
segmentos de ileo e ceco aos 7 dias e no ileo aos 37 dias, mas apo6s o desafio com
SE o0s grupos MOS 1 e MOS 2 apresentaram mais células CD3+ que o grupo
controle nos segmentos de ileo e ceco. A contagem de células CD4+ e CD8+ no
ileo, aos 56 dias, foi maior no grupo MOS 2. No ceco, neste mesmo periodo, 0s
grupos suplementados MOS 1 e MOS 2 apresentaram maior contagem de células
CD4+ quando comparados com o grupo controle e a contagem de células CD8+ foi
maior no grupo MOS 2. No ileo, a relagdo CD4+:CD8+ demonstra maior proporcao
de células CD4+ nos grupos controle e MOS 1 e células CD8+ no grupo MOS 2. Nos

cecos observou-se maior proporcdo de células CD8+ nos grupos controle e MOS 2.

Tabela 5: Média e Desvio Padrao da Contagem de células CD3+ no ileo e cecos das aves aos 7, 37 e
56 dias de vida nos diferentes grupos experimentais (Imunohistoquimica, 100X).

Células CD3+

Grupos lleo Ceco

7 dias 37 dias 56 dias 7 dias 37 dias 56 dias

Controle 30,5°+7,6 80,5°+20,9  70,1°+26,3 5,5°+3,5 22,9+13,2 16,8"+6,8
MOS 1 30,0°+10,7 97,7°+152 107,0°+23,8  6,5%°+0,8 35,5+13,7 27,9°+10,8
MOS 2 47,1°+16,6  121,2°+24,8 91,9%+449  11,7%#2,2 30,448,1 20,9%°+5 4

Valor de P 0,0056 0,0007 0,0586 0,0164 0,0775 0,0153

" 1 1kg/Ton 1-21dias e 0,5kg/Ton 22-56 dias; 2 2kg/Ton 1-21dias e 1kg/Ton 22-56 dias.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).
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L. 3

Figura 2: Fotomicrografia dos cecos de aves com 56 dias de vida, comparando os intestinos dos diferentes
grupos experimentais (a- Controle; b- MOS 1; c- MOS 2) em relagdo a quantidade de células CD3+
(indicadas pelas setas) presentes na mucosa intestinal. (Imunohistoquimica, 40X).
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Tabela 6: Média e Desvio Padrao da Contagem de células CD4+ e CD8+ no ileo e cecos das aves
aos 56 dias de vida nos diferentes grupos experimentais (Imunohistoquimica, 100X).
Células CD4+ e CD8+

Grupos fleo Ceco
CD4+ CD8+ CD4+ CD8+
Controle 24,4°+ 10,13 13,7°£ 4,72 15,6°+ 6,02 27,8°+8,08
MOS 1 34,9°+ 9,89 29,8+ 8,61 30,4+ 6,33 25,7°+ 5,56
MOS 2 43,6°+9,15 58,5%+ 15,57 33,2°+ 7,76 40,4+ 8,24
Valor de P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

! 1kg/Ton 1-21dias e 0,5kg/Ton 22-56 dias; % 2kg/Ton 1-21dias e 1kg/Ton 22-56 dias.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).

Tabela 7: Relagdo de células CD4+:CD8+ no ileo e cecos das aves aos 56 dias de vida nos
diferentes grupos experimentais (Imunohistoquimica, 100X).
Relagdo de Células CD4+:CD8+

Grupos fleo Ceco
Controle 1,97 +£1,082 0,58 + 0,20°
MOS 1 1,32 +0,58° 1,31+ 0,482
MOS 2 0,74 +0,23° 0,85 + 0,24°
Valor de P 0,0002 <0,0001

! 1kg/Ton 1-21dias e 0,5kg/Ton 22-56 dias; % 2kg/Ton 1-21dias e 1kg/Ton 22-56 dias.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05).

A Figura 3 apresenta os valores da contagem de células CD3+ e da
quantificacdo de células caliciformes por vilo no ceco das aves. Nestes podemos
observar uma relacdo inversa entre o nimero de células caliciformes e células CD3+
na mucosa intestinal das aves, onde apds a aplicagdo das doses vacinais houve um
aumento do numero de células CD3+ e reducdo do numero de células caliciformes.
Apos 14 dias do desafio com SE (56 dias) a mucosa intestinal das aves apresentou
aumento do nuamero de células caliciformes e reducdo de células CD3+ quando

comparado aos valores observados aos 37 dias.
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Figura 3: Quantificacdo de células CD3+ e células caliciformes nos cecos das aves aos 7, 37 e 56
dias de vida nos diferentes grupos experimentais.

DISCUSSAO

Os uso de MOS na ragdo de aves pode melhorar o desempenho produtivo
(Hooge et al., 2004; Baurhoo et al., 2007b) e o rendimento de carcaca (Demir et al.,
2001) de frangos de corte, pelos seus efeitos positivos sobre a mucosa intestinal e
sistema imune e por diminuir a colonizacdo de bactérias patogénicas. Entretanto,
ndo € incomum o relato de casos onde ndo houve influéncia do uso de MOS sobre
parametros produtivos (Shashidhara e Devegowda, 2003; Morales-L6pez et al., 2009
e Martinez et al. 2010), podendo ocorrer até mesmo reducao no ganho de peso
(Flemming et al., 2004). Essa discrepancia nos resultados se da, provavelmente,
pelas diferengas nas dosagens do prebibtico, ingredientes utilizados nas
formulagcbes de ragbes, condi¢cdes sanitarias de criacdo das aves e diferencas no
delineamento experimental, entre outros fatores.

No presente estudo, os resultados de ganho de peso, referentes os periodos

de 1 a 7 dias e 1 a 14 dias de idade, ndo mostram diferenga significativa entre os
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tratamentos, como também relatado em estudos de Santin et al. (2001) e Zhang et
al. (2003). Porém, nos periodos de 1 a 21 dias e 1 a 42 dias de idade, as aves do
grupo MOS 2 tiveram pior ganho de peso, dados estes que discordam de um estudo
semelhante realizado por Ribeiro et al. (2007), onde ndo houve desafio vacinal. No
presente estudo, a analise dos resultados de ganho de peso em comparagéo com a
quantificacdo de células CD3+ fornece uma relacdo direta entre estes dois
parametros, onde a redugcédo no ganho de peso ocorre simultaneamente ao aumento
na quantificacdo de células CD3+ no grupo MOS 2 (Tabela 1 e Tabela 5). Sugere-se
entdo que houve uma interferéncia do processo de vacinagado nestes resultados de
ganho de peso, pois as doses vacinais foram aplicadas aos 14 e 28 dias de vida das
aves. Segundo Klassing (1998) a resposta imune pode aumentar a necessidade de
recursos organicos pelo animal e assim, afetar o desempenho das aves, como
também sugerido por Dibner et al. (1998) e Kogut (2009). Os mecanismos de defesa
contra um agente estranho, do ponto de vista nutricional, requerem substratos como
aminoacidos e vitaminas que sdo necessarios para apoiar a proliferacéo clonal dos
linfocitos, o recrutamento de mondcitos e heterdfilos da medula 6ssea, a sintese de
moléculas efetoras como imunoglobulinas, e moléculas de comunicagdo como

citocinas.

O sistema imune inato das aves é capaz de reconhecer estruturas
caracteristicas de microorganismos patogénicos e que ndo estdo presentes nas
células de aves e mamiferos como lipopolissacarideos e mananoligossacarideos
(Abbas, 2000). A acéo protetora dos derivados de parede celular de levedura tem
sido descrita como imunomodulagdo ndo especifica devido ao envolvimento de

diferentes vias, incluindo a ativagcdo de macréfagos, estimulacdo de células-T,
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estimulac&o do sistema reticulo endotelial, ativagdo de células NK, ativacéo de vias
complementares classicas e alternativas (Zekovic et al., 2007) e aumento da
producéo de anticorpos (Shashidhara e Devegowda, 2003). Observando-se estes
dados pode-se sugerir que a suplementagdo com altos niveis de MOS pode
aumentar o recrutamento de células imunes pelo trato intestinal das aves, elevando
0 gasto energético para a manutencéo fisioldgica do animal.

Nos resultados obtidos nas analises bacteriologicas, apds 14 dias do desafio
com SE, as aves suplementadas com menor nivel de mananoligossacarideo (MOS1)
apresentaram reducdo na excrecdo fecal de SE. Frente a isto, o uso de niveis
menores do prebidtico pode ser mais eficiente, pois ndo provoca perda no ganho de
peso das aves e 0 numero de células CD3+ ndo apresentou alteracdo significativa
antes do desafio com SE (Tabela 5), onde a expressédo de células CD3+ aumenta
quando relacionada com a redugéo da excregao fecal de SE. Um estudo de Ribeiro
et al. (2007), com pintos de 1 dia e desafiados ao terceiro dia, ndo encontrou
diferenca significativa na contagem de colbnias positivas de SE em amostras de
fezes coletadas 12 e 25 dias ap6s o desafio, porém, Spring et al. (2000) obteve
diferencas significativas na contagem de SE em amostras de fezes coletadas 7 dias
apo6s o desafio. Segundo Jin et al. (1997), a concentrag&o do in6culo, variagéo entre
cepas de Salmonella Enteritidis, propriedades e quantidades do prebidtico e
variagfes na idade e salde da ave podem levar a resultados discrepantes.

Diversos estudos demonstram a interferéncia provocada pelo uso dos MOS
em aumentar a quantidade de células caliciformes nas vilosidades intestinais de
frangos de corte e perus (Savage et al, 1997; Baurhoo et al, 2007b;. Solis de los
Santos et al, 2007; Baurhoo et al., 2009), porém os valores encontrados no presente

estudo sdo contrarios a estes resultados. O exato mecanismo subjacente a esse
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efeito ainda ndo esta claramente definido e esta oposicdo de resultados pode ser
explicada pela dose utilizada de MOS e variagOes existentes entre os diferentes
segmentos intestinais. Um estudo de Savage et al. (1997) verificou aumento de
células caliciformes no duodeno e jejuno, com um nivel de inclusdo de 0,33% de
MOS e nenhuma variacdo significativa quando foi utilizado um nivel de incluséo de
0,11%.

Com base nos resultados obtidos na quantificacdo de células caliciformes e
CD3+, sugere-se que uma maior quantidade de MOS na ragcdo provoca uma
imunoestimulagdo, enquanto que a menor quantidade suplementada via ragéo
provoca uma imunomodulagdo. Observou-se que existe uma relagdo inversa entre o
namero de células CD3+ e a expressao de células caliciformes na mucosa intestinal,
uma vez que houve aumento de células CD3+ e reducdo do numero de células
caliciformes apés a vacinagdo. Apds 14 dias do desafio com SE (56 dias de idade)
as aves apresentaram aumento no numero de células caliciformes e redugéo de
células CD3+ quando comparado aos dados referentes a 37 dias de idade. Nas aves
do grupo suplementado com menor nivel de mananoligossacarideos (MOS 1) isto
também ocorre, mas com pequena variabilidade, a qual pode ser benéfica para o
desempenho animal. A camada de muco, produzida pelas células caliciformes, atua
como um meio de protecdo fisico e bioldgico e também é um componente da
resposta imune inata que é regulada em resposta a inflamagéo e infecgcéo (Uni. et al,
2003).

A analise quantitativa de células CD4+ e CD8+, realizada aos 56 dias de
idade das aves mostra um grande aumento destas células na mucosa intestinal dos
grupos suplementados quando comparados ao grupo controle, o que sugere

novamente uma forte acdo imunogénica dos MOS. A proporc¢do de células T CD4 +
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e CD8 + pode ser utilizada para avaliar o estado imunoldgico das aves devido ao
seu papel importante na imunidade celular (Lillehoj e Trout, 1994). Segundo Arstila
(1994), as células T CD4+ estdo envolvidas com a ativacdo de macrofagos e a
modulagcdo da resposta imune, enquanto que células T CD8+ desempenham
funcdes relacionadas com a eliminagdo do antigeno (Zou et al., 2006). No presente
estudo, a relacdo CD4+:CD8+ em comparagdo com a excre¢do de SE demonstra
uma relacdo direta entre a presenca da SE e um aumento no recrutamento de
linfocitos T citotoxicos (Tabela 2 e Tabela 7). Berndt et al. (2006) também observou
este aumento significativo de células CD8+ nos cecos de aves vacinadas e
submetidas a infeccdo com Salmonella Enteritidis. Os resultados referentes aos
grupos suplementados sugerem que um maior nivel de MOS relaciona-se mais
claramente com os processos fisiolégicos da mucosa intestinal de frangos de corte,
enquanto que menores niveis de MOS parecem ser mais eficientes no controle da
excregdo de SE. Especula-se que a presenca que um grande aglomerado de MOS
no limen intestinal predisponha a uma menor exposi¢cdo dos sitios capazes de se
ligar aos microorganismos, tornando o contato com a mucosa intestinal mais intenso.
Uma menor quantidade de MOS permite que mais moléculas do prebidtico estejam
em contato com a SE, diminuindo assim a excre¢do nas fezes. No ileo, estas
verificacbes ndo aparecem de forma muito evidente, uma vez que este ndo é
considerado um local de predilecdo para o estabelecimento de bactérias
patogénicas como a SE.

A suplementacdo com MOS desencadeou um efeito dose-resposta nas aves
com desafio microbiolégico, pois houve uma maior contagem de linfécitos T no
grupo MOS 2 quando comparado com o grupo MOS 1. O aumento significativo de

células T CD4+ e CD8+ (Tabela 6) nos grupos suplementados, quando comparado
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ao grupo controle, sugere que MOS pode aumentar a resposta celular, como
também observado por Gao et al. (2009). O aumento de linfécitos T auxiliar e
citotoxico em relacdo ao grupo controle demonstra melhora na eficiéncia do SlI, o
que indica que MOS pode melhorar a fung@o imunolédgica e auxiliar na resposta da

ave durante o desafio.

CONCLUSAO

A suplementagcdo com mananoligossacarideos, (MOS 1: 1kg/Ton 1-21 dias e
0,5kg/Ton 22-56dias) na ragdo das aves foi capaz de diminuir a excrecao fecal de
SE, 14 dias ap6s o desafio, quando comparadas ao grupo controle. Os resultados
sugerem uma relacdo inversa entre a presenca de células CD3+ e a expressédo de
células caliciformes ou imunidade inata. Foi observada maior quantificacdo de
células CD4+ e CD8+ e maior proporcao de células CD8+ em relacdo as CD4+ no
ileo e ceco nas aves suplementadas com alto nivel de MOS (2kg/Ton 1-21 dias e

1kg/Ton 22-56dias) e desafiadas com SE aos 56 dias.
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CONSIDERACOES FINAIS

Mananoligossacarideos (MOS) sdo prebidticos de importante utilizacdo para a
manutencdo da saude animal, principalmente na resposta imunoldgica. Seus efeitos
dependem da dose a ser utilizada e podem ser influenciados pela presenca ou
auséncia de um desafio sanitario.

No presente estudo, a suplementagdo de MOS na dieta, a base de milho e farelo
de soja, provocou alteragéo na resposta imune da mucosa intestinal de frangos de
corte vacinados e desafiados com Salmonella Enteritidis. Sugere-se que a
suplementagdo com menores niveis de MOS propicia um controle mais efetivo de
microorganismos patogénicos, enquanto que maiores niveis de suplementacéo
parecem interagir de maneira mais evidente com a resposta imunoldgica da mucosa
intestinal de frangos de corte.

Frente a isso, recomenda-se constante estudo sobre os niveis de MOS utilizados
na racdo de frangos de corte e suas agfes nas respostas fisiologicas e imunoldgicas

da ave.



