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RESUMO

O uso de antibióticos profiláticos na avicultura é alvo de barreiras  sanitárias e 
prejudica o comércio interno e externo de produtos oriundos  de frangos de corte. 
Visando substituir a utilização dos antibióticos  profiláticos e, ainda assim, 
proporcionar qualidade sanitária aos animais em criação comercial diminuindo 
contaminações e manifestações de doenças a administração de diversos tipos de 
imunomoduladores tem sido estudada. Neste trabalho avaliou-se o comportamento 
de células da resposta imunológica  (linfócitos  T CD4 e CD8 e seus subtipos, 
linfócitos B e monócitos e células apresentadoras de antígeno) de 210 frangos de 
corte Cobb500 frente aos imunomoduladores CpG-ODN, DNA bacteriano total e L-
arginina em três diferentes concentrações. A imunomodulação decorrente da 
utilização dos três imunomoduladores apresentou respostas precoces, com 
alterações celulares já aos três  dias  de idade, e também aos 28 dias de idade, 
caracterizando dois momentos de resposta imunológica, variando conforme a dose 
de cada composto administrado. Conclui-se que a imunomodulação por CpG-ODN, 
DNA total e L-arginina deve ser considerada em futuros estudos na presença de 
infecções e vacinações bem como diferentes formas de administração, pois 
apresentou ser estratégia importante na indução de resposta imunológica 
competente.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, imunomoduladores, imunologia, frango.



ABSTRACT

The administration of prophylactic antibiotics in poultry is  a current sanitary issue 
when considering consumption of poultry meat products worlwide. In order to find a 
replacement for the use of prophylatic antibiotics and still provide sanitary conditions 
with lower carcass contamination and no clinical disease outbreaks the 
administration of immunomodulators has been studied. In this work we evaluate the 
role of three different concentrations of CpG-ODN, whole bacterial DNA and L-
arginine as immunomodulators in relation to peripheral blood leukocytes populations 
(T CD4 and CD8 lymphocytes and its subpopulations, B lymphocyte, monocytes and 
antigen-presenting-cells) of 210 Cobb500 chickens. Immunomodulation was 
observed at the very young age of three days and also at 28 days of age. The two 
different moments  of immunological response vary according to the concentration of 
immunomodulator applied. In conclusion, the immunomodulation provided by CpG-
ODN, whole bacterial DNA and L-arginine should be considered in future studies with 
infection and vaccination as well as with different routes of administration. The use of 
those immunomodulators showed to be an important strategy in developing a 
competent immunological response.

Key words: Flow Cytometry, immunonomodulators, imunology, poultry.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Linfócitos T CD4 gerais (CD4+TCRvβ1-)............................................pg. 86

Figura 02 - Linfócitos T CD4 de mucosa (CD4+TCRvβ1+)...................................pg. 87

Figura 03 - Linfócitos T CD8 de mucosa (CD4-TCRvβ1+)....................................pg. 88

Figura 04 - Linfócitos T CD8 não ativados (CD8α+CD28+)..................................pg. 89

Figura 05 - Linfócitos T CD8 ativados (CD8α+CD28-)..........................................pg. 91

Figura 06 - Linfócitos T CD4 não ativados (CD8α-CD28+)...................................pg. 91

Figura 07 - Linfócitos B (Bu-1+)............................................................................pg. 93

Figura 08 - Monócitos fagocíticos (Kul-1+MHCII+)................................................pg. 95

Figura 09 - APC não monócitos (Kul-1-MHCII+)...................................................pg. 96

Figura 10 - Monócitos supressores de resposta (Kul-1+MHCII-)..........................pg. 98

Figura 11 - Evolução do peso médio vivo............................................................pg. 98



LISTA DE QUADROS

Quadro 01 - Ração experimental.........................................................................pg. 25

Quadro 02 - Distribuição dos grupos experimentais............................................pg. 27

Quadro 03 - Marcadores moleculares e populações celulares  obtidas em citometria 
de fluxo.................................................................................................................pg. 30

Quadro 04 - Efeito do DNA total na modulação imune de linfócitos T CD4: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01)...........................................pg. 102

Quadro 05 - Efeito do DNA total na modulação imune de linfócitos T CD8: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01)...........................................pg. 103

Quadro 06 - Efeito do DNA total na modulação imune de monócitos e APC: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01).........................pg. 103

Quadro 07 - Efeito do DNA total na modulação imune de linfócitos B: diferenças com 
relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01)...................................................pg. 104

Quadro 08 - Efeito do CpG-ODN na modulação imune de linfócitos T CD4: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01).........................pg. 104

Quadro 09 - Efeito do CpG-ODN na modulação imune de linfócitos T CD8: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01).........................pg. 105

Quadro 10 - Efeito do CpG-ODN na modulação imune de monócitos e APC: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01).........................pg. 106

Quadro 11 - Efeito do CpG-ODN na modulação imune de linfócitos  B: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01)...........................................pg. 106

Quadro 12 - Efeito da arginina na modulação imune de linfócitos T CD4: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01)...........................................pg. 107

Quadro 13 - Efeito da arginina na modulação imune de linfócitos T CD8: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01)...........................................pg. 108



Quadro 14 - Efeito da arginina na modulação imune de monócitos e APC: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01)...........................................pg. 109

Quadro 15 - Efeito da arginina na modulação imune de linfócitos B: diferenças com 
relação ao grupo controle (*p<0,05; **p<0,01)...................................................pg. 109

Quadro 16 - Comparação de respostas  das  subpopulações de linfócitos T CD4 entre 
os grupos tratamento (CpG-ODN, DNA total e Arginina) frente ao grupo controle. 
Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01)...........................................pg. 110

Quadro 17 - Comparação de respostas  das  subpopulações de linfócitos T CD8 entre 
os grupos tratamento (CpG-ODN, DNA total e Arginina) frente ao grupo controle. 
Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01)...........................................pg. 112

Quadro 18 - Comparação de respostas das subpopulações de monócitos e outras 
células apresentadoras de antígeno entre os grupos tratamento (CpG-ODN, DNA 
total e Arginina) frente ao grupo controle. Diferenças expressas como *(p<0,05) e 
**(p<0,01)...........................................................................................................pg. 113

Quadro 19 - Comparação de respostas das subpopulações de linfócitos B entre os 
grupos tratamento (CpG-ODN, DNA total e Arginina) frente ao grupo controle. 
Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01)...........................................pg. 114



LISTA DE SIGLAS

TCR: Receptor de linfócitos T (T cell receptor)

MHC: Complexo principal de histocompatibilidade.

IgA, IgG: Imunoglobulina do tipo A ou G, respectivamente.

CpG-ODN: Oligodeoxinucleotídeos com alta frequência de Citosinas e 
Guaninas.

NO: óxido nítrico

LPS: lipopolissacarídeo

IFNγ: Interferon-gama

TLR: Receptores do tipo Toll (Toll like receptors)

PBS: Tampão salina fosfatado (Phosphate buffered saline)

BCR: Receptor de linfócitos B (B cell receptor)



SUMÁRIO

1 INTRODUÇÃO........................................................................................................14

1.1 Sistema imunológico de aves de produção..........................................................14

1.2 Componentes da resposta imunológica...............................................................14

1.3 Valores citométricos e suas relações com parâmetros zootécnicos....................17

1.4 Citometria de fluxo .........................................................................................18

1.5 Imunomoduladores...............................................................................................19

2 JUSTIFICATIVA......................................................................................................22

3 OBJETIVOS............................................................................................................23

3.1 Objetivo geral.......................................................................................................23

3.2 Objetivos específicos...........................................................................................23

4 MATERIAL E MÉTODOS........................................................................................23

4.1 Ração experimental.............................................................................................23

4.2 Arginina................................................................................................................24

4.3 Extração do DNA bacteriano................................................................................25

4.4 Sequência CpG....................................................................................................25

4.5 Animais.................................................................................................................25

4.6 Administração dos imunomoduladores................................................................27

4.7 Coleta de amostras..............................................................................................28

4.8 Isolamento de células mononucleares.................................................................28

4.9 Anticorpos.............................................................................................................29

4.10 Citometria de fluxo.............................................................................................30



4.11 Análise estatística...............................................................................................31

5 RESULTADOS........................................................................................................31

5.1 Perfil imunológico celular do grupo DNA total......................................................31

5.2 Perfil imunológico celular do grupo CpG-ODN.....................................................44

5.3 Perfil imunológico celular do grupo Arginina........................................................54

6 DISCUSSÃO...........................................................................................................66

6.1 DNA total..............................................................................................................67

6.2 CpG-ODN.............................................................................................................70

6.3 Arginina................................................................................................................72

6.4 Imunomodulação e peso corporal........................................................................76

7 CONCLUSÃO.........................................................................................................76

8 PERSPECTIVAS.....................................................................................................77

REFERÊNCIAS..........................................................................................................78

ANEXOS..................................................................................................................114

Certificado de aprovação no CEUA/UFPR...............................................................114

Protocolo de extração de DNA total.........................................................................115

Análise de aminoácidos das rações basal (Batida 1 e 2), tratamentos arginina 1,77% 
(T8), 1,99% (T9) e 2,28% (T10)...............................................................................118





1. INTRODUÇÃO

1.1 Sistema imunológico de frangos de corte

Pouco se conhece sobre o estado imunológico de aves de produção, 

aparentemente saudáveis, que são constantemente imunizadas e passam por 

intensos processos de seleção de características interessantes  do ponto de vista 

zootécnico. As populações de linfócitos do sangue periférico mostram-se como bons 

marcadores para avaliar a  imunocompetência desses animais (Beirão, 2011). Sabe-

se, por exemplo, que a razão CD4/CD8 é muito mais reduzida em aves criadas 

comercialmente do que naquelas criadas em ambientes controlados ou SPF, o que 

pode indicar menor imunocompetência, visto que o desenvolvimento de linfócitos 

CD8+ pode ser estimulado por infecções (Ewald et al., 1996; Bridle et al., 2006 apud 

Beirão, 2011).

Comprovadamente, a subpopulação de linfócitos  T citotóxicos no baço de 

galinhas é maior em aves criadas em granjas avícolas comerciais  do que aves que 

cresceram em laboratório (Erf et al., 1998). A mesma condição é observada em aves 

estimuladas por antígenos (Parmentier et al., 1995). De fato, a vacinação eleva a 

quantidade total de linfócitos T circulantes  e a imunidade mediada por células 

(Timms e Alexander, 1977), mas em animais mais velhos o comportamento é 

inverso, reduzindo a população linfocitária total, com uma menor proporção 

CD4:CD8, por exemplo (Parmentier et al., 1995). Mesmo assim, as aves possuem 

um sistema imunológico, de modo geral, mais competente na vida adulta (Bridle et 

al., 2006; Kaneko et al., 2004; Erf et al., 1998).

1.2 Componentes da resposta imunológica

1.2.1 Linfócitos T e TCRs

As moléculas CD4 e CD8 estão presentes em dois subtipos diferentes de 

linfócitos T, linfócitos T auxiliares e reguladores e linfócitos T citotóxicos e natural 

killer (NK). A competência imune correlacionada com um número maior de células T 

CD4 representa uma resistência relacionada a patógenos extracelulares e resposta 
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dependente de anticorpos em um perfil imune Th2, assim como a patógenos 

intracelulares quando a resposta se desenvolve com um perfil Th1. As células T CD8 

tem importância destacada em infecções de bactérias intracelulares e virais, que 

requerem uma resposta imunológica mediada por células (Fair et al., 2008; Zekarias 

et al., 2002). A população de linfócitos citotóxicos tem a molécula CD8 composta de 

um dímero de moléculas  α e β, podendo ser expressos na forma CD8αα ou CD8αβ 

(Tregaskes et al., 1995). 

As populações de  linfócitos T de aves podem ainda ser divididos em três 

outras subpopulações  baseando-se na expressão de três diferentes  tipos de 

receptores de linfócitos T (TCR), que são os TCR1 (ou TCRγδ) , TCR2 (ou αβ1) e 

TCR3 (ou αβ2) (Lahti et al., 1991). O TCR é a molécula responsável pelo 

reconhecimento de epítopos  dos antígenos ligados ao complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC, de classe I ou II) das células apresentadoras  de 

antígeno profissionais  ou infectadas. Os linfócitos T com os receptores  TCR do tipo 

αβ (TCR2 e TCR3) constituem o maior grupo de células  efetoras em aves. Sabe-se 

que o TCR2 do tipo vβ1 está presente em linfócitos  com papel fundamental na 

estimulação para produção de IgA, protetor de mucosas (Cihak et al, 1991).

1.2.2 CD28

O CD28 é uma proteína de sinalização celular que atua durante a 

apresentação de antígenos aos linfócitos T, tendo como seus contra-receptores as 

moléculas CD80 e CD86, expressas em linfócitos  B ativados e nas células 

apresentadoras de antígeno profissionais (APC). A resposta de linfócitos T necessita 

desta ativação via CD28, gerando o segundo sinal, pois o primeiro sinal do contato 

do TCR com o peptídeo do antígeno apresentado no MHC não é capaz de ativar o 

linfócito T e gerar sua expansão clonal.

A não ocorrência desta sinalização pode também prejudicar a resposta de 

células B dependentes de linfócitos T (Linsley e Ledbetter, 1993), visto que a não 

ativação do linfócito T CD4 impede que o linfócito B reconheça o peptídeo 

apresentado por aquela célula, consequentemente, não havendo resposta humoral 

competente.
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1.2.3 Linfócitos B

Os linfócitos B de aves tem funções bastante parecidas com as conhecidas dos 

linfócitos B de mamíferos. São células que dão origem a plasmócitos, secretoras de 

anticorpos e tem em sua superfície marcadores como Bu-1 e MHCII (Ewert at al, 

1984).

Diferente dos mamíferos, a maturação de linfócitos B se dá em um órgão 

especializado chamado bolsa cloacal, localizado ao final do intestino grosso. O 

desenvolvimento dessas consiste em fases pré-bolsa, na bolsa e pós-bolsa 

(Toivanen e Toivanen, 1973). Aos 21 dias de idade a renovação de população de 

linfócitos B circulantes ainda é dependente da bolsa cloacal, após esse período 

outros órgãos como baço e medula óssea também respondem pela emigração de 

linfócitos B para a circulação sanguínea, com distintas  especificidades migratórias 

para diferentes compartimentos da bolsa cloacal (córtex ou medula) e outros  tecidos 

(Paramithiotis et al, 1996). A bolsa cloacal é o órgão linfóide primário das aves 

responsável pela maturação dos linfócitos B, cujo tamanho tem sido correlacionado 

com a capacidade imune do animal, por ser um órgão que reflete diretamente em 

sua morfologia a necessidade e a capacidade do animal de ativar sua resposta 

imunológica. Ao contrário da medula óssea, que tem o mesmo papel em mamíferos, 

a bolsa cloacal está em contato direto com a mucosa intestinal, podendo expandir-se 

com a proliferação de células em seu estroma sem qualquer restrição. Já foi 

demonstrado, por exemplo, que o estresse por aumento da densidade 

(concentração de aves) afeta diretamente o tamanho da bolsa cloacal (Heckert et al., 

2002).

1.2.4 Complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

O MHC, também chamado de complexo B nas aves, é composto por 

glicoproteínas de membrana essenciais para a apresentação de antígenos aos 

linfócitos T. As moléculas MHC de classe I estão presentes em todos os tipos 

celulares, inclusive em eritrócitos nucleados, e são apresentadores de peptídeos 

oriundos do processamento citoplasmático de patógenos intracelulares via 

proteossomo. As moléculas de MHC II são expressas por células apresentadoras de 
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antígenos com antígenos exógenos processados, como antígenos bacterianos ou 

fragmentos célula-vírus (Zekarias et al., 2002). 

Comparado ao MHC de mamíferos, a estrutura simples e compacta dos genes 

do MHC de galinhas tem correlações  mais  fortes com resistência e suscetibilidade a 

patógenos infeciosos (Kaufman et al., 1999).

1.2.5 Monócitos

Também são considerados APC por possuírem MHCII em sua superfície 

quando ativos.

A resposta inicial de aumento de células  positivas  para marcação X (monócitos/

macrófagos) e também para MHCII pode ser interpretada como monócitos ativados 

aderidos ao endotélio, ou em fase imediatamente anterior à adesão, em preparação 

para migrar para sítios de atração (Lee at al., 2002). Frente à redução da expressão 

de MHCII na superfície celular de macrófagos estes  passam a ser chamados de 

macrófagos inativados. É sabido que macrófagos inativados circulantes no sangue 

de frangos são capazes de bloquear a função dos demais linfócitos, e por isso são 

denominados supressores (Schaefer et al, 1985; Bimczok et al., 2007).

1.3 Valores citométricos e suas relações com parâmetros zootécnicos

Cheng e colaboradores (2001) demonstraram que aves que foram 

selecionadas para baixos parâmetros zootécnicos apresentavam proporções 

maiores de células citotóxicas circulantes em relação às aves que haviam sido 

selecionadas para apresentar altos  parâmetros zootécnicos. Aparentemente, a 

população de células CD8 αbright+ (que é um subgrupo que expressa grandes 

quantidades da molécula CD8α na superfície da sua membrana) também co-

expressa a molécula β, ou seja, tem em sua membrana o dímero αβ (Berndt et al., 

2006). 

Aves apresentam uma alta proporção de células duplo-positivas circulantes, 

(CD4+CD8+) que, embora comuns em suínos,  são extremamente raros  na maioria 

dos mamíferos  (Saalmüller et al., 2001). Existem indícios de que estas células sejam 

um fenótipo ativado de células citotóxicas, e que estariam majoritariamente 
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destinadas a migrar para o tecido intestinal, onde agiriam contra infecções locais 

(Sullivan et al., 2001; Gangadharan e Cheroutre, 2004). Estudos anteriores do nosso 

grupo já demonstraram esse efeito em infecções experimentais (dados não 

publicados).

É sabido que uma capacidade imune vigorosa representa, por si só, um custo 

metabólico ao animal que é incompatível com o ganho de peso apresentado por 

frango de corte (Buehler, 2008). Buehler (2008) também associou as respostas 

obtidas pela citometria de fluxo ao acompanhamento do peso vivo dos animais e 

pode correlacionar a caracterização dos subtipos das células imunes com o 

desempenho zootécnico para peso, inferindo se a variação das células imunes na 

presença de estímulo (imunomoduladores) interfere no crescimento dos animais. 

Isso permitiu entender como as respostas imunológicas influenciam na capacidade 

zootécnica do animal, e, de acordo com as células alteradas, quais as 

consequências da utilização dos imunomoduladores e como isso poderia contribuir 

para a resposta aos desafios sanitários presentes na avicultura.

Neste trabalho, além da citometria de fluxo, foi feita aferição do tamanho da 

bolsa cloacal bem como a relação bolsa cloacal:massa corporal dos animais para 

verificar se os imunomoduladores  causam alterações de tamanho neste órgão 

linfóide, já que a mensuração de bolsa cloacal é feita rotineiramente em criações 

comerciais e poderia constituir em uma forma alternativa de avaliação.

1.4 Citometria de fluxo

A avaliação imunológica de frangos de corte é necessária para inferir o risco de 

doenças associadas a manejo intenso e para garantir a aplicação segura de agentes 

terapêuticos ou imunização profilática (Dietert et al., 1994 apud Bridle et al., 2006). 

A avaliação feita pela maior parte dos estudos voltados à imunofenotipagem de 

linfócitos aviários se foca em amostras do baço e timo, havendo, recentemente, 

alguns poucos estudos sobre as populações celulares circulantes em sangue 

periférico, de mais fácil obtenção (Bridle et al., 2006; Fair et al., 2008).

A citometria de fluxo como ferramenta para avaliar as subpopulações de 

linfócitos de aves é altamente sensível, e os anticorpos disponíveis comercialmente 

são bastante específicos, tornando a precisão da avaliação da imunocompetência 
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superior a outros métodos (Bridle et al., 2006; Fair et al., 2008). A fenotipagem das 

subpopulações de leucócitos  no sangue é feita através de uma identificação das 

células usando-se anticorpos ligados a fluorocromos como sondas de proteínas 

expressas pelas células. Linfócitos expressam diferentes arranjos de moléculas em 

sua superfície, muitas das quais refletem diferentes estágios em suas diferenciações 

linhagem-específicas ou diferentes estados de ativação-inativação. Ao utilizar 

combinações de diferentes anticorpos é possível discriminar as populações de 

diferentes leucócitos, cada qual com diferentes funções no sistema imunológico (Fair 

et al., 2008). Essa ferramenta tem sido extensivamente utilizada para entender a 

dinâmica das subpopulações de linfócitos em várias  situações, como em aves que 

consumiram diferentes doses de micotoxinas, como  aflatoxinas (Swamy et al., 2004; 

Chowdhury et al., 2005; Kamalavenkatesh et al., 2005), em comparações entre 

linhagens de frangos de corte (Parmentier et al., 1995; Erf et al., 1998; Nestor et al., 

2001), na resposta a enxertos (Tsuji et al., 1996) e na avaliação da expressão de 

moléculas em superfície celular (MHC, por exemplo) frente a infecções virais 

(Kaufman et al., 1999; Hunt et al., 2001).

Na elaboração de uma resposta imunológica competente pode haver alteração 

dos leucócitos em número apenas nos órgãos linfóides ou nas suas funções, neste 

caso não sendo evidenciadas alterações nos números de leucócitos circulantes 

(Parmentier et al., 1995; Chowdhury et al., 2005; Kamalavenkatesh et al., 2005), 

mas sim na proporção destas células. Os  marcadores celulares utilizados neste 

trabalho deram a condição de avaliar a função e a proporção, não o número total 

circulante.

1.5 Imunomoduladores

Imunomoduladores são substâncias que tem ampla função no sistema 

imunológico de forma direta com o objetivo de melhorar a resposta imunológica 

mediada por células, alterando o balanço entre citocinas pré e pró inflamatórias, 

também moderar a depleção de nutrientes tissulares (Grimble, 2001).

Neste estudo serão avaliadas  as funções imunomoduladores desempenhados 

por três substâncias: arginina, CpG-ODN e DNA total bacteriano.

19



1.5.1 - Arginina

As aves não sintetizam esse aminoácido essencial, sendo necessária a adição 

na ração. Alguns  estudos  sugerem que a adição de arginina na ração contribui para 

uma melhor resposta imunológica de frangos de corte, além de cumprir o requisito 

mínimo para desenvolvimento e crescimento. 

A imunonutrição é caracterizada pela modulação das atividades do sistema 

imunológico  por nutrientes ou componentes  específicos  da ração ministrados  em 

quantidades acima das normalmente encontradas na dieta (Grimble, 2001).

A arginina é um componente do ciclo da uréia e pode sofrer metabolização por 

duas vias: NO sintetase (produzindo óxido nítrico - NO) ou por arginase (produzindo 

uréia e ornitina). O NO proveniente da metabolização de L-arginina em L-citrulina via 

NO sintetase faz parte de um mecanismo citolítico importante em macrófagos, 

enquanto que as poliaminas obtidas da precursora ornitina via arginase são 

essenciais para proliferação celular (Zea et al., 2004). Em humanos foi demonstrado 

que a falta de arginina bloqueia a proliferação de linfócitos T de sangue periférico por 

estagnação na fase 1 (G0 - G1) do ciclo celular (Rodriguez et al., 2007), diminui a 

expressão da cadeia ζ de CD3 em células T da linhagem Jurkat (Rodriguez et al., 

2002) e interfere com a expressão desta mesma cadeia em células T humanas de 

sangue periférico ativadas (Zea et al., 2004). O receptor de células T de cadeia ζ 

(CD3ζ) é o principal elemento de transdução de sinal do TCR e um passo limitante 

na sua montagem é a sua expressão na membrana plasmática (Devés et al., 2000 e 

Elmore, 2006).  A deficiência de arginina também reduz a maturação precoce de 

células B na medula óssea de camundongos transgênicos na transição entre 

linfócitos pró e pré-célula B e diminui a proporção de células  B nos linfonodos e 

fígado mas não altera a proliferação de linfócitos B maduros (de Jonge et al., 2002). 

Em macrófago de aves, tanto in vivo quanto in vitro, a produção de nitrito é 

influenciada por arginina e pela concentração de lipopolissacarídeos, não havendo 

síntese de nitrito na ausência de arginina (Sung et al., 1991; Bryk et al., 2008).

A arginina tem efeito protetor sobre enterócitos suínos frente a danos induzidos 

por LPS por mecanismos envolvendo sinalização pela via de mTOR (o alvo humano 

para atividade de rapamicina) por meio da fosforilação de S6K1 e 4EBP1, bem como 

de TLR4 além do aumento do turnover de proteínas  intracelulares (Tan et al., 2010). 
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Neste contexto, há evidências que mTOR tem papel de supressão da ativação de 

NFκB (Mendes et al, 2009).

1.5.2 - CpG-ODN

Sequências de oligodeoxinucleotídeos de CpG já se mostraram eficientes  em 

induzir a proliferação de células B e secreção de imunoglobulinas, secreção 

monocítica de citocinas do perfil de resposta Th1 (IL-12, IFNα, IFNβ e IFNγ) e 

atividade lítica de células NK (Tokunaga et al., 1992; Krieg et al., 1995; Pisetsky et 

al., 1995; Ballas et al., 1996; Cowdery et al., 1996; Jakob et al., 1998;  Sparwasser et 

al., 1998; Hartmann et al., 1999; Behboundi et al., 2000; Zhu et al., 2001). Villanueva 

e colaboradores  (2011) demonstraram que sequências  de RNA de dupla fita 

estimulam a expressão gênica de TLR3 e TLR7 em esplenócitos de galinhas, 

culminando em aumento da expressão de IFNγ. Há evidências que mostram que 

CpG pode modular a resposta imunológica predominantemente para um perfil Th1 

(Klinman et al., 1996; Chu et al., 1997; Zimmermann et al., 1998). Gomis e 

colaboradores (2003) demonstraram que a administração de CpG foi bastante 

efetiva quando realizada três dias antes de uma infecção experimental e a duração 

da proteção conferida pelo CpG foi de cerca de seis dias.

O CpG-ODN é capaz de estimular diretamente monócitos, macrófagos e 

células dendríticas  a produzir interleucinas e citocinas como IFNα/β, IL-6, IL-12, GM-

CSF, quimiocinas e TNF-α, que por sua vez estimulam células T e células NK a 

produzir citocinas adicionais, como IFNγ (Lacroix-Lamandé et al., 2009). Cowdery e 

colaboradores (1996) observaram in vivo que o CpG de fonte de DNA bacteriano 

induz células NK a secretar IFNγ, que aumenta a atividade de células B. Na 

presença de CpG estas células também aumentam a expressão de receptores Fcγ e 

das moléculas co-estimulatórias como CD80/86 e MHCII (Krieg et al.,1995; Davis et 

al., 1998; Kobayashi et al., 1999). Assim, os efeitos causados pela administração de 

CpG-ODN tem manifestação em diferentes tipos celulares seja por estimulação 

direta ou indireta.
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1.5.3 - DNA total

O DNA bacteriano possui sequências com alta frequência de bases citosina e 

guanina, o que estimula o sistema imunológico dos animais como já descrito em 

galinhas (He et al., 2005) e humanos (Lacroix-Lamande et al., 2009) via receptores 

TLR9. O TLR21 desempenha em aves o papel do TLR9 humano em reconhecer 

padrões CpG em DNAs virais ou bacterianos (Brownlie et al., 2009), que ativam 

fatores de transcrição como o NF-kB (Keestra et al, 2010). Aves não possuem gene 

para expressão de TLR9 e uma inspeção mais detalhada revelou que TLR21 de 

galinhas (chTLR21) tem apenas 38% de similaridade em aminoácidos com o 

receptor TLR9 de mamíferos (Keestra et al, 2010).

2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento e utilização de imunomoduladores tem sido objeto de 

estudo na avicultura por haver uma tendência mundial de banir o uso de 

medicamentos antimicrobianos profiláticos nas criações  comerciais. Este estudo 

busca trazer melhor compreensão do impacto da utilização de imunomoduladores 

em diferentes concentrações  no sistema imune celular de frangos de corte e inferir o 

potencial de CpG-ODN, DNA bacteriano total e L-arginina para proporcionar 

resposta imunológica competente frente a múltiplos desafios microbiológicos ou 

ambientais, aliados ao bom desempenho zootécnico, constituindo uma alternativa 

interessantes a administração de medicamentos e minimizando perdas  zootécnicas 

decorrentes de infecções.

Compreender o comportamento de células do sistema imune de frangos de 

corte frente a utilização dos imunomoduladores estudados pode constituir  uma 

ferramenta para, por exemplo, avaliar programas de vacinação de acordo com as 

respostas celulares  desejadas objetivando ampliar a cobertura vacinal e proteção 

sanitária das aves, definindo melhores momentos de aplicação.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é avaliar o comportamento de subpopulações de 

células leucocitárias  do sangue periférico de frangos de corte criados em condição 

comercial frente a diferentes  doses de  três  imunomoduladores e avaliar o impacto 

dos tratamentos no peso dos animais.

3.2 Objetivos específicos

1. Correlacionar o peso corporal dos frangos de corte com os diferentes 

marcadores imunológicos associados aos diferentes momentos da resposta 

imunológica;

2. Avaliar a interferência dos níveis  de arginina, CpG-ODN e DNA total 

bacteriano na capacidade de resposta imunológica celular das aves.

4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Ração experimental

Toda a ração do experimento foi fornecida pela Impextraco Latin America e 

administrada em única fase (inicial) para os frangos de corte no período de estudo. 

Não há diferença de composição entre as rações dos grupos Controle, DNA e CpG 

(quadro 01), somente diferentes inclusões de arginina no tratamento experimental 

Arginina.

Os níveis de arginina nas rações experimentais e na ração basal foram 

confirmados por análise de HPLC gentilmente conduzida pela Evonik Industries - 

AminoLab.

A composição de aminoácidos  totais  das  rações dos tratamentos experimentais 

pode ser conferida no anexo 03 (item 10.3).
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Quadro 01 - Ração experimental

INGREDIENTES INCLUSÃO (%)

Milho moído 61,61%

Soja Micronizada 7,20%

Farelo de soja 
45% 27,00%

Calcário 35% 1,15%

Fosfato Bicalcico 1,70%

Sal comum 0,50%

L-lisina 0,18%

DL-metionina 0,28%

Treonina 0,06%

Nuvimicro Aves1 0,10%

Nuvimix Corte 
Inicial2 0,15%

Lerbek 
(anticoccidiano) 0,05%

Feedox 
(antioxidante) 0,02%

1 Premix mineral: Sulfato de ferro, sulfato de cobre, monóxido de manganês, 
óxido de zinco e iodato de cálcio.

2 Premix vitamínico-mineral: Vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, 
vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, pantotenato de cálcio, niacina, 
ácido fólico, biotina e selenito de sódio.

4.2 Arginina

O aminoácido L-arginina foi gentilmente cedido pela Ajinomoto - Divisão de 

Nutrição Animal Brasil, em quantidade suficiente para incrementar as rações 

experimentais em 0,50%, 0,75% e 1,00%.
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4.3 Extração do DNA bacteriano total

O DNA bacteriano total foi extraído no Laboratório de Microbiologia Yasuyoshi 

Hayashi em parceria com o Laborátorio de Neurobiologia da Universidade Federal 

do Paraná a partir de Escherichia coli DH5α não patogênica cultivada em meio LB 

(Luria-Bertani broth) pelo método de Raeder & Broda modificado (1985).

A extração foi realizada a partir das células obtidas da centrifugação do meio 

de cultura adicionando-se tampão de extração constituído de detergente SDS a 

60ºC. Após incubação a 04ºC por dez minutos e centrifugação foi adicionada 

solução de clorofórmio e fenol saturado a fase aquosa. A fase aquosa obtida de nova 

centrifugação foi transferida para um novo tubo e adicionou-se uma solução de 

clorofórmio e álcool isoamílico. A fase aquosa obtida de uma terceira centrifugação 

foi adicionada de isopropanol (2-propanol), precipitando o DNA genômico. 

Dispensando a fase aquosa e adicionando-se etanol 70% em água autoclavada, o 

pellet obtido por centrifugação foi ressuspenso com água ultrapura autoclavada e, 

em seguida, armazenado a -80ºC. A concentração e integridade das soluções  de 

DNA extraídas  foram avaliadas por espectrofotometria de absorção ultravioleta 

(EUV) - NanoDrop® (ThermoScientific) e eletroforese em gel de agarose a 1,0% 

(EGA), respectivamente.

O protocolo completo de extração pode ser conferido no anexo 02 (item 10.2).

4.4 Sequência CpG

A sequência de CpG com 22 bases (TCGTCGTTGTCGTTTTGTCGTT) foi 

adquirida comercialmente de University Core DNA Services - UCDNA (Universidade 

de Calgary, Canadá) com todas as  bases fosforotioadas, o que garante estabilidade 

da sequência e proteção contra ação de nucleases.

4.5 Animais

Para compreender a dinâmica imune de frangos de corte, selecionados e 

destinados à produção de carne, 210 aves Cobb 500 (Gallus gallus) de ambos os 

sexos foram alojadas no biotério de aves da Universidade Federal do Paraná, 
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campus Centro Politécnico, no Setor de Ciências Biológicas, em baias simples 

individuais. Essas aves, divididas  aleatoriamente em quatro grupos, foram mantidas 

conforme os protocolos de criação de aves comerciais de corte (lotação máxima de 

14 aves/m2).  Ao permitir que as aves se desenvolvam em condições de campo, 

diferenças de ganho de peso serão evidenciadas  como ocorre normalmente, não 

sendo necessário qualquer desafio experimental (Heckert et al., 2002). As condições 

de alojamento não representam fidedignamente situação encontrada a campo, mas 

entende-se que seja um ambiente experimental que propicie o alojamento similar.

As baias foram forradas com cepilho não autoclavado (camada de 10 cm),  a 

ração fornecida ad libitum em comedouros do tipo cilíndrico pendular e água, 

também ad libitum, em bebedouro do tipo nipple. Quatro horas antes do alojamento 

o sistema de aquecimento composto de quatro lâmpadas incandescentes 100w/baia 

foi ligado para garantir um ambiente de conforto térmico para os pintinhos.

No momento do alojamento todos os animais  foram pesados em balança digital 

C&F PGMT (Fernando Filizola Balanças, Brasil), identificados por anilhas metálicas 

numeradas sequenciais, distribuídos aleatoriamente entre os grupos de tratamento e 

submetidos a aplicação dos imunomoduladores. Não houve diferença de peso entre 

as aves dos diferentes tratamentos no momento do alojamento (Figura 11).

Os grupos tratados e suas subdivisões, bem como diferentes  concentrações 

dos tratamentos, podem ser observados no Quadro 02.

O experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná, sob o número 

do processo 23075.108888/2011-11 (ANEXO 1).
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Quadro 02 - Distribuição dos grupos experimentais

GRUPO SUBSTÂNCIA 
TESTADA SUBGRUPO

DOSE 
ADMINISTRA

DA

NÍVEL 
ARGININA 

TOTAL

1 Controle 0 50 µL 1,30%

2 CpG-ODN

1 0,6 µg 1,30%

2 CpG-ODN 2 6,8 µg 1,30%2 CpG-ODN

3 15 µg 1,30%

3 DNA total 
bacteriano

1 7,5 µg 1,30%

3 DNA total 
bacteriano 2 36 µg 1,30%3 DNA total 
bacteriano

3 68 µg 1,30%

4 Arginina

1 0 µg 1,77% (+0,5%)

4 Arginina 2 0 µg 1,99% 
(+0,75%)4 Arginina

3 0 µg 2,28% 
(+1,00%)

Valores de suplementação de arginina indicados entre parênteses.

4.6 Administração dos imunomoduladores

A administração de todos os imunomoduladores foi realizada no momento do 

alojamento após identificação e separação dos animais em grupos de tratamento.

O tratamento controle, com 21 aves, recebeu 2mL de solução salina estéril 

apirogênica  (Medflex®, Segmenta Farmacêutica) via subcutânea na região cervical.

Os tratamentos CpG-ODN, com 63 aves subdivididas em três subgrupos, e 

DNA, também sendo 63 aves em três subgrupos, receberam 2mL da sequência 

CpG-ODN ou do DNA total diluídos em salina estéril apirogênica (Medflex®, 

Segmenta Farmacêutica)  via subcutânea na região cervical, conforme dosagem 

específica de cada subgrupo. 

O grupo Arginina, com 63 aves subdivididas em três subgrupos, recebeu ração 

acrescida de arginina conforme níveis específicos de cada subgrupos e também 

2mL de solução salina estéril apirogênica  (Medflex®, Segmenta Farmacêutica) via 

subcutânea na região cervical.
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Os níveis aplicados foram estimados conforme referências: arginina (D’amato 

et al, 2010), DNA (Elkins et al, 1999) e CpG-ODN (Gomis et al, 2003). 

4.7 Coleta de amostras

O sangue de sete animais por tratamento (incluindo subgrupos) dos animais  foi 

coletado aos três, sete, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de idade com anticoagulante 

heparina sódica Hepamax® (Blausiegel, São Paulo, Brasil) e aconcidionados em 

tubos Vacuteiner® (Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA) até o 

momento de processamento. Nos mesmos períodos todos  os animais dos grupos 

foram pesados.

Aos três e sete dias de idade os animais amostrados tiveram seu sangue 

coletado por punção cardíaca, anestesiadas por profissional médico veterinário 

conforme recomendações (Tranquilli et al., 2007) e eutanasiados para mensuração 

de órgãos linfóides (timo, baço e bolsa cloacal). A partir da idade de 14 dias a coleta 

de sangue já foi factível por veia jugular externa ou alar, não necessitando eutanásia 

e, portanto, não houve avaliação de órgãos linfóides a partir desta idade.

4.8 Isolamento de células mononucleares

O sangue coletado foi processado para separação de leucócitos por diferença 

de densidade utilizando Histopaque®1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 

Resumidamente, 2mL do sangue diluído 1:1 em PBS foi adicionado a 1mL de 

Histopaque®1077, centrifugado por 30 minutos a 400 x g a 22ºC em centrífuga 

Eppendorf®5810R (Eppendorf, Hamburg, Alemanha). A camada de leucócitos na 

interfase da fase aquosa (buffy coat) foi transferida com pipeta Pasteur para tubo 

contendo 4mL de PBS e, novamente, centrifugado por sete minutos a 400 x g a 

22ºC. O sobrenadante foi descartado e o pelete resuspenso em 1mL de PBS. As 

células foram contadas em câmara de Neubauer.
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4.9 Anticorpos

Todos os anticorpos foram adquiridos de Southern Biotechnology Associates 

(USA). Para identificar as moléculas em superfície dos leucócitos  os seguintes 

anticorpos foram utilizados: camundongo anti-galinha CD4 (clone CT-4, IgG1, 

conjugado a FITC); camundongo anti-galinha CD8α (clone CT-8, IgG1, conjugado a 

R-PE); camundongo anti-galinha MHC classe II (clone 2G11, IgG1, conjugado a 

FITC); camundongo anti-galinha TCRαβ/Vβ1 (clone TCR-2, IgG1, conjugado a R-

PE); camundongo anti-galinha CD28 (clone AV7, IgG1, conjugado a FITC); 

camundongo anti-galinha Kul-01 (clone KUL01, IgG1, conjugado a R-PE) e 

camundongo anti-galinha Bu-1a (clone 21-1A4, IgG1, conjugado a R-PE).

Para determinar diferentes subpopulações leucocitárias e suas funções 

recorreu-se a duplas marcações a seguir: CD4/TCRvβ1, CD8α/CD28, Kul-01/MHC II 

e Bu-1 como marcação única. 0,5mg/mL de cada anticorpo foi adicionado em 106 

células, por 30 minutos a a temperatura ambiente. Após  marcação foi realizada 

fixação com 1mL de paraformoldeído 1% em PBS por 30 minutos. Então, as células 

foram centrifugadas  a 1400 x g por sete minutos, o sobrenadante foi descartado e o 

pelete final foi resuspenso em PBS em tubo para análise em citômetro de fluxo.

O painel de marcações e as populações leucocitárias observadas podem ser 

vistas conforme quadro a seguir:
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Quadro 03 - Marcadores moleculares e populações celulares obtidas em 

citometria de fluxo

Tipo 
celular

Marcadores TCRvb1+ TCRvb1-

Linfócitos T

CD4+ Linfócitos T CD4 de 
mucosa

Linfócitos T CD4 
gerais

Linfócitos T

CD4- Linfócitos T CD8 de 
mucosa -

Linfócitos T Marcadores CD28+ CD28-Linfócitos T

CD8+ Linfócitos T CD8 não 
ativados

Linfócitos T CD8 
ativados

Linfócitos T

CD8- Linfócitos T CD4 não 
ativados -

Tipo 
celular Marcadores Bu-1+Bu-1+

Linfócitos B Bu-1+ Linfócito BLinfócito B

Tipo 
celular

Marcadores MHCII+ MHCII-

Monócitos 
e APC

Kul-01+
Monócitos fagocíticos Monócitos 

supressoresMonócitos 
e APC

Kul-01- APC não monócitos -

4.10 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada em um citômetro de fluxo FACSCalibur® 

(Becton Dickinson) e as fluorescência dos anticorpos foram detectadas nos canais 

FL1 (nm 530/30) para FITC, e FL2 (nm 585/42) para PE. Foram analisados 50.000 

eventos na seleção (gate) de linfócitos (com base na dispersão frontal e lateral - 

FSC e SSC). Os dados foram analisados  com o software CellQuest (Becton 

Dickinson).

30



4.11 Análise estatística

Os dados foram submetidos a ANOVA segundo modelo para experimento 

fatorial 3x3+1 em cada avaliação. Análise preliminar descritiva foi conduzida para 

eliminar eventuais observações discrepantes. Após ANOVA a significância dos 

efeitos foram avaliadas com relação ao grupo controle por meio de contrastes entre 

médias. Em todas as análises o nível de significância nominal  foi de 5%.

Todas as análises foram processadas no software R versão 2.15.2 (R Core 

Team - 2012, Viena, Austria).

5. RESULTADOS

5.1 Perfil imunológico celular do grupo DNA total

5.1.1 Linfócitos T CD4 gerais

Aos 28 e 35 dias de idade o grupo que recebeu 36µg de DNA total apresentou 

quantidade superior de linfócitos T CD4 (p<0,01) (Figura 1B, C).
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Figura 01 - Linfócitos T CD4 gerais (CD4+TCRvβ1-)

Linfócitos T CD4 gerais (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) 

em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). B) aos 28 dias de idade. C) aos 35 
dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.2 Linfócitos T CD4 de mucosa

Aos três dias de idade foi observada maior quantidade de linfócitos T CD4 de 

mucosa nos grupos que receberam 36µg (p<0,05) e 68µg (p<0,01) de DNA total 

(Figura 2A). Aos sete dias de idade todos os grupos que receberam DNA total 

apresentaram menor quantidade circulante destas  células (p<0,01) (Figura 2B), 

situação que se inverteu aos 28 dias de idade (p<0,01) (Figura 2C) e, aos 42 dias, 

foi observada novamente menor quantidade destas células (p<0,01) (Figura 2D).
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Figura 02 - Linfócitos T CD4 de mucosa (CD4+TCRvβ1+)
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Linfócitos T CD4 de mucosa (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl).  A) aos três dias de idade. 

B) aos sete dias de idade. C) aos 28 dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas 
como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.3 Linfócitos T CD8 de mucosa

O grupo que recebeu 68µg de DNA total apresentou maior quantidade destas 

células aos três dias de idade (p<0,05) (Figura 3A) e aos 42 dias  de idade todos os 

grupos tratados com DNA total apresentaram menor quantidade de linfócitos T CD8 

de mucosa (p<0,01) (Figura 3D).

Figura 03 - Linfócitos T CD8 de mucosa (CD4-TCRvβ1+)
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Linfócitos T CD8 de mucosa (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl).  A) aos três dias de idade. 

D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.4 Linfócitos T CD8 não ativados

Aos 14 dias de idade todos os grupos que receberam DNA total apresentaram 

quantidade destas células inferiores as do grupo controle (p<0,01) (Figura 4A). Aos 

28 dias  todos os grupos tratados apresentaram maior quantidade de células 

circulantes (p<0,05) (Figura 4C) e, aos 42 dias, a quantidade destas células 

apresentou-se menor em todos os grupos tratados (p<0,01) (Figura 4D).

Figura 04 - Linfócitos T CD8 não ativado (CD8α+CD28+)
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Linfócitos T  CD8 não ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 

(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos 14 dias de idade. C) 
aos 28 dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.5 Linfócitos T CD8 ativados

Aos 28 dias de idade a quantidade destas células foi maior em todos os grupos 

tratados (p<0,05) (Figura 5A), mas aos  42 dias foi menor (p<0,05) que o grupo 

controle (Figura 5B).
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Figura 05 - Linfócitos T CD8 ativados (CD8α+CD28-)

Linfócitos T CD8 ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos   28 dias de idade. B) 

aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.6 Linfócitos T CD4 não ativados

A quantidade destas células é maior nos grupos tratados em relação ao grupo 

controle aos três (p<0,01) (Figura 6A) e 28 dias  de idade (p<0,01) (Figura 6D). Aos 

sete dias de idade todos os grupos tratados com DNA total apresentaram menor 

quantidade celular (p<0,01) (Figura 6B) e aos 14 dias de idade somente o grupo que 

recebeu 7,5µg de DNA foi observado com menor quantidade circulante dessas 

células (p<0,05) (Figura 6C).
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Figura 06 - Linfócitos T CD4 não ativado (CD8α-CD28+)
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Linfócitos T  CD4 não ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 

(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) 
aos sete dias de idade. C) aos 14 dias de idade. D) aos 28 dias de idade. Diferenças expressas como 

*(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.7 Linfócitos B

Aos três dias de idade todos os grupos tratados apresentaram maior 

quantidade de linfócitos B circulantes (p<0,01) (Figura 7A), bem como aos  28 dias 

(p<0,05) (Figura 7D). Aos 42 dias de idade os grupos tratados apresentaram menor 

quantidade de células (p<0,05) (Figura 7E).

Figura 07  - Linfócitos B (Bu-1+)
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Linfócitos B (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) em três 
diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. D) aos 28 dias de 

idade. E) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.8 Monócitos fagocíticos

Aos 21 dias de idade o grupo que recebeu 36µg de DNA total apresentou maior 

quantidade destas células circulantes (p<0,05) (Figura 8A). Aos 35 dias de idade o 

grupo que recebeu 7,5µg de DNA total apresentou menor quantidade destas células 

circulantes (p<0,05) (Figura 8C).
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Figura 08 - Monócitos fagocíticos (Kul-01+MHCII+)

Monócitos fagocíticos (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos 21 dias de idade. C) aos 35 

dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.9 APC não monócitos

Aos três e 28 dias de idade todos os  grupos tratados com DNA total 

apresentaram maior quantidade de APCs circulantes  (p>0,01) (Figuras 9A e 9C, 

respectivamente). Houve redução da quantidade desta célula circulante aos 14 dias 

de idade no grupo que recebeu 7,5µg de DNA total (p<0,05) (Figura 9B) e em todos 

os grupos tratados aos 35 dias (p<0,01) (Figura 9D).
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Figura 09 - APC não monócitos (Kul-01-MHCII+)
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APC não monócitos (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) em 

três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) aos 14 
dias de idade. C) aos 28 dias de idade. D) aos 35 dias de idade. Diferenças expressas como 

*(p<0,05) e **(p<0,01).

5.1.10 Monócitos supressores

A população de monócitos supressores de resposta circulantes não apresentou 

diferenças em nenhum grupo tratado com relação ao grupo controle em nenhum das 

sete idades de coleta.
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5.2 Perfil imunológico celular do grupo CpG-ODN

5.2.1 Linfócitos T CD4 gerais

Aos 28 dias os grupos que receberam 0,6µg e 6,8µg, mas não 15µg, 

apresentaram maior quantidade destas células que o grupo controle (p<0,01) (Figura 

1B).

Figura 01 - Linfócitos T CD4 gerais (CD4+TCRvβ1-)

Linfócitos T CD4 gerais (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). B) aos 28 dias de idade. 

Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.2.2 Linfócitos T CD4 de mucosa

Aos três dias de idade somente o grupo que recebeu 15µg apresentou 

quantidade superior destas células circulantes com relação ao grupo controle 

(p<0,05) (Figura 2A). Aos sete dias de idade a situação se inverteu, quando todos os 

grupos tratados  com CpG-ODN apresentaram grande redução da quantidade 

circulante de linfócitos T CD4 de mucosa (p<0,01) (Figura 2B). Aos 28 dias os três 

grupos tratados apresentaram quantidade superior ao grupo controle (P<0,01) 

(Figura 2C).
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Figura 02 - Linfócitos T CD4 de mucosa (CD4+TCRvβ1+)

Linfócitos T CD4 de mucosa (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl).  A) aos três dias de idade. 
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B) aos sete dias de idade. C) aos 28 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e 
**(p<0,01).

5.2.3 Linfócitos T CD8 de mucosa

O grupo que recebeu 15µg de CpG-ODN apresentou quantidade superior 

destas células circulantes em relação ao grupo controle aos três  (p<0,01) e 35 dias 

de idade (p<0,05) (Figuras 3A e C, respectivamente). Aos 28 dias de idade todos os 

grupos tratados com CpG-ODN apresentaram maior quantidade destas  células 

circulantes que o grupo controle (p<0,05) (Figura 3B).

Figura 03 - Linfócitos T CD8 de mucosa (CD4-TCRvβ1+)
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Linfócitos T CD8 de mucosa (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl).  A) aos três dias de idade. 

B) aos 28 dias de idade. C) aos 35 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.2.4 Linfócitos T CD8 não ativados

Os grupos tratados  com CpG-ODN apresentaram menor quantidade destas 

células com relação ao grupo controle aos 42 dias de idade (p<0,05) (Figura 4D).

Figura 04 - Linfócitos T CD8 não ativado (CD8α+CD28+)

Linfócitos T  CD8 não ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). D) aos 42 dias de idade. 

Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

35 dias após alojamento
Tratamentos

CD
4− TC

Rv
b1

+

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

Ctrl Arg
1.77%

Arg
1.99%

Arg
2.28%

CpG
0.6 µg

CpG
6.8 µg

CpG
15 µg

DNA
7.5 µg

DNA
36 µg

DNA
68 µg

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

1.6
1.4 1.4

1.2

1.9

2.5*

1.8

1.3 1.2

1.8

42 dias após alojamento
Tratamentos

CD
8+ CD

28
+

1

2

3

4

5

Ctrl Arg CpG DNA

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●●

●●

●●

2.5**
2.9*

1.8**

3.7

47

C

D



5.2.5 Linfócitos T CD8 ativados

A população de linfócitos T CD8 ativados circulantes não apresentou diferenças 

em nenhum grupo tratado com relação ao grupo controle em nenhum das sete 

idades de coleta.

5.2.6 Linfócitos T CD4 não ativados

Aos sete dias de idade todos os grupos CpG-ODN apresentaram menor 

quantidade circulante destas  células (p<0,01) e aos 28 dias de idade a relação é 

inversa, quando os grupos tratados com CpG-ODN apresentaram maior quantidade 

dessas células em comparação ao grupo controle (p<0,01) (Figuras 6B e D, 

respectivamente).

Figura 06 - Linfócitos T CD4 não ativado (CD8α-CD28+)
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Linfócitos T  CD4 não ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). B) aos sete dias de idade. 

D) aos 28 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.2.7 Linfócitos B

Aos 21 dias todos os grupos tratados apresentaram menor quantidade de 

linfócitos B circulantes que o grupo controle (p<0,05) e aos 28 dias a relação foi 

inversa, ocorrendo aumento dos  níveis nos grupos tratados em relação ao grupo 

controle (p<0,05) (Figuras 7C e D, respectivamente).

Figura 07  - Linfócitos B (Bu-1+)
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Linfócitos B (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) em três 
diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). C) aos 21 dias de idade. D) aos 28 dias de 

idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.2.8 Monócitos fagocíticos

Aos 21 dias de idade o grupo que recebeu 0,6µg de CpG-ODN apresentou 

maior quantidade destas células circulantes comparando-se ao grupo controle 

(p<0,01) (Figura 8A). Aos 35 dias  de idade tanto o grupo que recebeu a dose 

intermediária (6,8µg) quanto o que recebeu a maior dose (15µg) de CpG-ODN 

apresentaram menor quantidade destas células circulantes quando comparadas ao 

grupo controle (p<0,05) (Figura 8C). Aos  42 dias todos os grupos tratados com CpG-

ODN apresentaram maior quantidade de monócitos fagocíticos circulantes (p<0,05) 

(Figura 8D).
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Figura 08 - Monócitos fagocíticos (Kul-01+MHCII+)

Monócitos fagocíticos (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos 21 dias de idade. C) aos 35 

dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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5.2.9 APC não monócitos 

Aos três e 28 dias de idade todos os grupos tratados com CpG-ODN 

apresentaram maior quantidade de APCs que o grupo controle (p<0,01) (Figura 9A e 

C, respectivamente).

Figura 09 - APC não monócitos (Kul-01-MCHII+)

APC não monócitos (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) em 
três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. C) aos 28 

dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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5.2.10 Monócitos supressores

Aos 14 dias de idade o grupo tratado com 15µg de CpG-ODN apresentou 

maior quantidade destas células em comparação ao grupo controle (p<0,05), mas 

aos 21 dias de idade a quantidade observada foi menor (p<0,05) (Figura 10A e B, 

respectivamente). O grupo que recebeu 0,6µg apresentou maior quantidade de 

monócitos supressores circulantes com relação ao grupo controle aos 21 dias  de 

idade (p<0,05) (Figura 10B).

Figura 10 - Monócitos supressores de reposta (Kul-01+MHCII-)

Monócitos supressores (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos 14 dias de idade. B) aos 21 

dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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5.3 Perfil imunológico celular do grupo Arginina

5.3.1 Linfócitos T CD4 gerais

Todos os grupos tratados  apresentaram aos 3 dias de idade quantidade 

superior em relação ao controle (p<0,05) (Figura 1 A). Aos 28 dias de idade o grupo 

que recebeu ração com 1,99% de arginina apresentou quantidade circulante 

superior destas células (p<0,01) (Figuras 1 B).

Figura 01 - Linfócitos T CD4 gerais (CD4+TCRvβ1-)

Linfócitos T CD4 gerais (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) aos 

28 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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5.3.2 Linfócitos T CD4 de mucosas

Aos 3 dias de idade houve um aumento na quantidade circulante de linfócitos 

T CD4 de mucosas em todos os grupos que receberam arginina na ração na 

concentração de 1,77% (p<0,05), 1,99% (p<0,01) e 2, 28% (p<0,01). Aos 7 dias de 

idade a quantidade foi menor em todos os grupos tratados (p<0,01) (Figuras 2A e B, 

respectivamente).

Um novo aumento ocorreu aos 28 dias de idade em todos os grupos tratados 

(p<0,01) e aos 42 dias  de idade a quantidade foi menor (p<0,05) (Figuras  2C e D, 

respectivamente).

Figura 02 - Linfócitos T CD4 de mucosa (CD4+TCRvβ1+)
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Linfócitos T CD4 de mucosa (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 

(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl).  A) aos três dias de idade. 
B) aos sete dias de idade. C) aos 28 dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas 

como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.3.3 Linfócitos T CD8 de mucosa

Aos três dias de idade os grupos com nível total de arginina na ração de 1,99% 

e 2,28% apresentaram maior quantidade circulantes destas células  (p<0,05 e <0,01, 

respectivamente). Aos 42 dias de idade todos os  grupos apresentaram menor 

quantidade (p<0,01) (Figuras 3A e D, respectivamente).

28 dias após alojamento
Tratamentos

CD
4+ TC

Rv
b1

+

3

4

5

6

7

8

Ctrl Arg CpG DNA

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●
●

●

●

●

●●

●●

●●

●●5.0**

6.0**

5.1**

3.5

42 dias após alojamento
Tratamentos

CD
4+ TC

Rv
b1

+

1

2

3

4

5

Ctrl Arg CpG DNA

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●
●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●●

●●

●●
1.8*

2.8

1.7**

2.7

56

C

D



Figura 03 - Linfócitos T CD8 de mucosa (CD4-TCRvβ1+)

Linfócitos T CD8 de mucosa (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl).  A) aos três dias de idade. 

D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.3.4 Linfócitos T CD8 não ativados

Aos 14 e 42 dias de idade todos os grupos tratados apresentaram menor 

quantidade de células circulantes (p<0,01) (Figuras 4A e D, respectivamente). O 

grupo que recebeu  ração com maior concentração de arginina (2,28%) mostrou 

menor quantidade circulante também aos 21 dias (p<0,05) (Figura 4B).
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Figura 04 - Linfócitos T CD8 não ativado (CD8α+CD28+)

Linfócitos T  CD8 não ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos 14 dias de idade. B) 

aos 21 dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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5.3.5 Linfócitos T CD8 ativados

A população de linfócitos T CD8 ativados circulantes não apresentou diferenças 

em nenhum grupo tratado com relação ao grupo controle em nenhum das sete 

idades de coleta.

5.3.6 Linfócitos T CD4 não ativados

Aos três dias de idade houve um aumento nestas células em todos os grupos 

tratados (p<0,05). Aos sete dias a quantidade de células foi menor (p<0,05) (Figuras 

6A e B, respectivamente).

Aos 14 dias de idade ambos os grupos tratados com nível de arginina total na 

ração de 1,77% e 2,28% manifestaram menor quantidade circulante destas células 

(p<0,01 e p<0,05, respectivamente). Aos 28 dias de idade todos os grupos tratados 

apresentaram maior quantidade circulante destas células (p<0,01) (Figuras 6C e D, 

respectivamente).

Figura 06 - Linfócitos T CD4 não ativado (CD8α-CD28+)
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Linfócitos T  CD4 não ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) 

aos sete dias de idade. C) aos 14 dias de idade. D) aos 28 dias de idade. Diferenças expressas como 
*(p<0,05) e **(p<0,01).
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5.3.7 Linfócito B

Os níveis celulares se mantiveram abaixo do controle em todos os grupos 

tratados aos 14 e 21 dias de idade (p<0,01). Aos 28 dias todos os grupos tratados 

apresentaram maior nível desta célula (p<0,01) (Figuras 7B, C e D, 

respectivamente).

Figura 07  - Linfócitos B (Bu-1+)
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Linfócitos B (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) em três 
diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). B) aos 14 dias de idade. C) aos 21 dias de 

idade. D) aos 28 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

5.3.8 Monócitos fagocíticos

Aos 28 dias de idade o grupo que recebeu 1,99% de arginina na alimentação 

apresentou maior quantidade circulante destas  células (p<0,05), comportamento 

diferente do grupo que recebeu 1,77% de arginina na alimentação, que apresentou, 

aos 35 dias,  menor quantidade circulante destas células (p<0,05) (Figuras 8B e C, 

respectivamente).

Aos 42 dias  de idade todos os  grupos tratados apresentaram maior nível 

destas células (p<0,05) (Figura 8D).

28 dias após alojamento
Tratamentos

Bu
− 1+

2

4

6

Ctrl Arg CpG DNA

●

●

●

●

●●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●
●●

●

●

●

●●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●●

●●

●● ●●
3.6**

3.4* 3.4*

1.8

62

D



Figura 08 - Monócitos fagocíticos (Kul-01+MHCII+)

Monócitos fagocíticos (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). B) aos 28 dias de idade. C) aos 35 

dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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5.3.9 APC não monócitos

Aos três e 28 dias de idade todos  os grupos tratados apresentaram maior 

quantidade destas células circulantes (p<0,01). Já aos 14 dias de idade, o grupo que 

recebeu 1,77% de arginina na alimentação apresentou menor quantidade celular 

(p<0,01), comportamento semelhante ao observado aos 35 dias de idade, em que 

todos os grupos tratados apresentaram menor quantidade (p<0,01) (Figuras 9A, C, B 

e D, respectivamente).

Figura 09 - APC não monócitos (Kul-01-MHCII+)
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APC não monócitos (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) em 

três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) aos 14 
dias de idade. C) aos 28 dias de idade. D) aos 35 dias de idade. Diferenças expressas como 

*(p<0,05) e **(p<0,01).

5.3.10 Macrófagos supressores

A população de macrófagos supressores de resposta circulantes não 

apresentou diferenças em nenhum grupo tratado com relação ao grupo controle em 

nenhum das sete idades de coleta.
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5.4 Variação do peso vivo

Não foi observada nenhuma diferença no peso vivo dos animais dos grupos 

tratados com relação ao controle em nenhum momento do período experimental 

(Figura 11).

5.5 Mensuração de órgãos linfoides

Não foi observada nenhuma alteração em tamanho ou peso dos órgãos timo, 

baço e bolsa cloacal dos grupos tratados com relação ao controle aos três e sete 

dias de idade. Também não foi encontrada nenhuma relação entre o peso ou 

tamanho dos órgãos e os parâmetros imunes observados na citometria de fluxo 

(dados não mostrados).

6. DISCUSSÃO

Os imunomoduladores  testados influenciaram na imunomodulação em frangos 

de corte e as populações celulares variaram em intensidade, duração, momento e 

tipo de resposta, indicando um efeito dose-dependente em alguns casos para alguns 

tipos celulares. A complementariedade de respostas, ou seja, diferentes tipos 

celulares respondendo a um mesmo tratamento pode ser notada em todos os 

grupos tratados. Isto indica que a ação dos imunomoduladores mesmo sendo forte a 

um tipo específico de célula, o sistema imunológico como um todo acaba sendo 

afetado visto que as células de defesa se comunicam e se influenciam mutuamente.

Os resultados obtidos apontam o papel destes imunomoduladores na alteração 

dos parâmetros imunes e evidenciam quais  elementos do sistema imunológico 

participam do mecanismo de ação destas moléculas.

Muitos dos dados nos  mostram uma tendência dose-dependente que alguns 

imunomoduladores causam no sistema imunológico. Por exemplo, a população CD4-

TCRvβ1+ aos três dias de idade mostra ser influenciada, em diferentes intensidades, 

a doses crescentes de todos os imunomoduladores testados, tendo aquele grupo de 

maior dose apresentando maior quantidade celular circulante que o grupo de menor 

dose dentro do mesmo grupo. Em alguns casos, a dose intermediária culmina em 
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maior ou menor quantidade de células  circulantes, contrapondo as outras  duas 

doses.

A relação dose-dependente não segue um padrão comum a todas as células, 

mesmo dentro do mesmo grupo. A avaliação da dose mais  efetiva deve levar em 

consideração todas as variações pontuais, porque a dose pode variar dependendo 

do tipo de resposta pretendida.

Os diferentes efeitos dose-dependentes podem ser verificados também em 

CD4-TCRvβ1+ 35 dias (Figura 3C), CD4+TCRvβ1+ 3 dias (Figura 2A), CD4+TCRvβ1- 

28 e 35 dias (Figuras 1B e C, respectivamente), CD8α-CD28+ 14 dias (Figura 6C), 

CD8α+CD28+ 21 dias (Figura 4B), Kul-1+MHCII- 14 dias, notadamente grupo Arginina 

(Figura 10A), e 21 dias (Figura 10B), Kul-1+MHCII+ 21, 28 e 35 dias (Figuras 8A, B e 

C, respectivamente), Kul-1-MCHII+ 14 dias (Figura 9B).

Os quadros 04 a 15 resumem as diferenças significativas entre os grupos 

controle e que receberam um dos três tratamentos, nas três doses, para as 

diferentes populações celulares analisadas. Já os  quadros 15 a 18 mostram as 

diferenças dos mesmos tipos celulares entre os diferentes grupos tratados. Todos os 

quadros (04 a 19) servem de auxílio para melhor visualizar as dinâmicas das 

alterações das populações ao longo do tempo.

Devido as particularidades de respostas imunes a discussão será conduzida 

tratando individualmente cada imunomodulador e seu papel na interação com as 

células do sistema imunológico aviário nos momentos observados.

6.1 DNA total

Os dados mostram que a imunomodulação decorrente da administração de 

DNA total ocorre em dois períodos, sendo um mais precoce (três  e sete dias de 

idade) e outro mais tardio (28 e 35 dias de idade).

A resposta precoce, já aos três dias de idade, chama a atenção, em todas as 

doses, pelo aumento da circulação de linfócitos T CD4 não ativados - devido ao 

pouco tempo de vida neste momento, provavelmente trata-se de linfócitos T CD4 

virgens (Figura 04 A), APC não monócitos (Figura 09 A), linfócitos B (Figura 07 A) e 

linfócitos T CD4 destinados à mucosa nas doses  de 36µg (p<0,05) e 68µg (p<0,01) - 

Figura 2 A.
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O aumento destas células na circulação sugere que, muito precocemente, o 

animal tem uma maior capacidade de resposta inata mediada por APC e linfócitos B 

(mediante TLRs e antígenos não dependentes de ligação via BCR) e também de 

elementos participantes da resposta adaptativa como linfócitos T CD4 de mucosa. 

Sabe-se que linfócitos B expressam TLRs e respondem à estimulação destes 

receptores com proliferação, produção de citocinas e indução da expressão de 

moléculas co-estimulatórias na superfície de células, tais como CD80/86 (Pasare e 

Medzhitov, 2003). Assim, são capazes de estimular a resposta em outras células de 

resposta imunológica. O aumento de linfócitos B mediante estimulação do sistema 

imunológico por padrão de DNA bacteriano foi descrito por Hasegawa e 

colaboradores (2003), acreditando que a proliferação e ativação policlonal de 

linfócitos B poderia levar a um quadro de doença autoimune pelo aumento da 

produção de auto-anticorpos bem como pelo aumento da resistência dos linfócitos  B 

à apoptose. Importante ressaltar que a grande maioria dos patógenos que 

representam perigo à avicultura tem as mucosas como local de replicação e 

penetração, principalmente mucosa intestinal. Portanto, a maior quantidade de 

linfócitos T CD4 destinados à proteção de mucosa já aos três dias de idade é de 

extrema importância no estabelecimento e desenvolvimento da resposta 

imunológica, visando uma resposta efetiva (atenuação e eliminação do patógeno) e 

mais rápida. Este aumento não foi visto no grupo que recebeu 7,5µg de DNA total, 

portanto, essa dose se mostrou ineficaz para este parâmetro nas condições 

testadas.

Aos sete dias de idade houve uma menor quantidade de linfócitos T CD4 de 

mucosa  e virgens ou de memória em todos os  grupos tratados  com relação ao 

controle (Figuras 02 B e 04 B, respectivamente). A menor quantidade é uma 

resposta inversa do ocorrido aos três  dias de idade, portanto, conclui-se que a 

resposta de aumento natural destas células no grupo controle foi antecipado pelo 

tratamento dos sete para os três dias de idade.

Aos 14 dias de idade todos os grupos tratados  apresentaram menores 

quantidades de linfócitos T CD8 não ativados (Figura 04 A) e o grupo que recebeu 

7,5µg de DNA total apresentou também menor quantidade de linfócitos T CD4 não 

ativados (Figura 04 C), bem como APC não monócitos (Figura 09 B). A resposta 

individual de diminuição da quantidade circulante de APC no grupo de menor dose 
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de DNA total naquele momento poderia indicar um maior risco de resposta 

imunológica inata caso ocorresse alguma infecção aos 14 dias, período considerado 

ainda precoce. A interpretação é difícil neste caso porque não houve nenhum tipo de 

alteração complementar em nenhum outro tipo celular nos outros grupos. Já a 

menor quantidade de linfócitos T não ativados que ocorreu em todos os  grupos 

(linfócitos T CD8) e no que recebeu a menor quantidade de DNA total (linfócitos T 

CD4) sugere que não houve necessidade de recrutamento de células imaturas, 

portanto, não efetoras, para montar uma resposta imunológica aos desafios do 

ambiente naquele momento, como ocorreu com o grupo controle.

O período dos 28 dias de idade foi onde ocorreram alterações na maioria das 

células analisadas. Com exceção dos monócitos supressores de resposta e 

fagocíticos, todas as outras células tiveram maior quantidade circulante em relação 

ao grupo controle. Somente os linfócitos T CD4 gerais tiveram maior quantidade 

circulante em apenas um grupo: 36µg de DNA total (Figura 01 B). Em todos os 

outros tipos celulares alterados não houve interação entre a resposta e a 

concentração utilizada, ou seja, o efeito não dependeu da quantidade de DNA total 

administrado no primeiro dia. As  quantidades de linfócitos T CD8 não ativados e 

ativados foi maior. Entende-se que, durante a ativação linfocitária, existe uma 

expansão clonal gerando linfócitos efetores e de memória específica. Embora não 

possamos afirmar com certeza que o aumento de linfócitos T CD8α+CD28+ (não 

ativados) corresponda a expansão clonal de linfócitos de memória, esta hipótese 

pode ilustrar o observado. Isto também demonstra que o grupo tratado foi capaz de 

montar uma resposta celular aos desafios ambientais neste período de forma mais 

eficiente que o grupo controle.

O efeito do aumento na quantidade circulante de linfócitos T CD4 gerais 

observado aos 28 dias no grupo tratado com 36µg de DNA total persistiu aos 35 dias 

(Figura 01 C). Neste período, foi observada menor quantidade de APC circulante, 

mostrando que a administração de DNA total foi capaz de antecipar esta resposta 

dos 35 para os 28 dias para este parâmetro (Figuras 09 D e C, respectivamente). 

Chama-se atenção para a diminuição da quantidade circulante de monócitos 

fagocíticos somente no grupo com 7,5µg de DNA total (Figura 08 C). Este grupo 

também mostrou imunomodulação inversa às  demais  doses com menores 

quantidades de APC aos 14 e 35 dias de idade (Figura 09 B e D, respectivamente).
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Tendo em vista que, em alguns casos, a menor quantidade circulante de 

células do sistema imunológico inato pode acarretar na deficiência de resposta 

rápida contra agentes invasores e, como a dose de 7,5µg de DNA total apresentou 

as menores quantidades circulantes, não deve ser considerada como dose a ser 

utilizada em futuros estudos. Em contrapartida, a dose de 36µg conferiu maior 

quantidade circulante das  populações celulares estudadas, portanto, mais indicada 

para promover proteção imune tendo em vista a modulação das populações 

celulares. A dose de 36µg ainda deve ser preferível a de 68µg, cujo comportamento 

do perfil celular foi semelhante mas representa o emprego desnecessário de maior 

quantidade de insumo para obter a mesma ação.

6.2 CpG-ODN

Assim como observado nos grupos tratados com DNA total a imunomodulação 

causada pela administração de CpG-ODN apresentou duas fases distintas de 

modulação, uma precoce aos três dias e uma tardia, aos 28 dias de idade.

O efeito precoce foi detectado em linfócitos T CD4 e T CD8 de mucosa no 

grupo que recebeu 15µg (Figuras 02 A e 03 A, respectivamente) e em APC não 

monócitos em todos os grupos independentemente da dose (Figura 09 A). Lacroix-

Lamandé e colaboradores (2009) observaram que camundongos inoculados 

oralmente com CpG tiveram aumento de células CD4 e CD8 em linfonodos 

mesentéricos após 24 horas  da administração de 20µg/g, bem como aumento de 

neutrófilos, células dendríticas e linfócitos B na mucosa intestinal. Como abordado 

na análise do grupo DNA total, o aumento da quantidade circulante de linfócitos T 

CD4 de mucosa representou uma antecipação da resposta do sétimo para o terceiro 

dia com relação ao grupo controle (Figuras controle 3 e 7 dias com os tratamentos).

A população de monócitos supressores  aparece aumentada no grupo CpG-

ODN 15µg aos 14 dias de idade (Figura 10 A), dado interessante não observado no 

grupo DNA ou em outras doses de CpG-ODN. Por não ter havido nenhum tipo de 

alteração em população de monócitos fagocíticos ou linfócitos T nos momentos 

anteriores e imediatamente posteriores a esse, entende-se que esta resposta seja 

um caso isolado e de difícil correlação para a resposta imunológica observada em 

outras células.
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Aos 21 dias de idade a população circulante de linfócitos  B apareceu em menor 

quantidade independentemente da dose de tratamento (Figura 07 C). A menor 

quantidade de linfócitos B poderia representar uma migração de células para órgãos 

linfóides como o baço, por exemplo. O movimento de migração (homing) ao 21 dias 

poderia representar um aumento da necessidade de linfócitos B para responder aos 

desafios ambientais. Interessante que essa aparente deficiência foi compensada aos 

28 dias, quando as quantidades de linfócitos B circulantes ficaram acima do grupo 

controle independente da dose dos tratamentos (Figura 07 D).

Também aos 21 dias de idade as populações de monócitos fagocíticos e 

supressores estavam em maior número no grupo CpG-ODN 0,6µg (Figuras 08 A e 

10 B, respectivamente). A modulação das populações de monócitos pelo grupo 

0,6µg também parecem ser um efeito isolado, não havendo nenhuma resposta 

anterior ou posterior que manifeste um efeito de correlação com outros componentes 

do sistema imunológico. Novos experimentos deverão ser conduzidos para confirmar 

este resultado.

A administração de CpG-ODN induz o aumento da expressão de moléculas 

coestimulatórias como o MHCII em populações como linfócitos B e células 

dendríticas (Krieg, 2002; Pasare e Medzhitov, 2003) e, aos 28 dias de idade, como 

também ocorreu no grupo DNA total, todas as células avaliadas inclusive APC e 

linfócitos B tiveram maior quantidade circulante em sangue periférico, com exceção 

de linfócitos T CD8 não ativados e dos ativados, de monócitos supressores e 

fagocíticos e de linfócitos T CD4 gerais no grupo 15µg CpG. Este é um período que 

corresponde a resposta tardia a uma administração de CpG-ODN que ocorreu 

unicamente no momento do alojamento. 

Aos 35 dias, semelhante ao grupo que recebeu 7,5µg de DNA total, os grupos 

que receberam as doses 6,8 e 15µg de CpG-ODN apresentaram menor quantidade 

circulante de monócitos fagocíticos (Figura 08 C) e o grupo 15µg CpG-ODN 

apresentou aumento na quantidade de linfócitos citotóxicos de mucosa (Figura 03 

C).

Diferente do que ocorre com o grupo de DNA total, não existe uma dose de 

CpG-ODN estabelecida como sendo mais efetiva na resposta imunológica. Por 

exemplo, utilizando-se 15µg CpG-ODN tem-se efeito de resposta precoce aos  três 

dias de idade principalmente em linfócitos T CD4 e CD8 de mucosa e APC, 
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importantes para proteção de locais comuns de replicação e colonização de 

patógenos e para resposta inata. Mas, aos 35 dias, houve uma redução da 

população de monócitos  fagocíticos e esta condição pode apresentar um risco de 

falha na resposta imunológica inata em um momento próximo ao final do ciclo 

comercial de criação (42 dias). Além do mais, nesta dosagem não se observou a 

maior quantidade de linfócitos T CD4 gerais aos 28 dias como nas outras duas 

doses.

A dose de 0,6µg de CpG-ODN parece ser mais interessante que a de 15µg 

porque,  além de requerer menor quantidade de CpG-ODN por dose, é uma 

quantidade com a qual o grupo tratado participou das modulações, inclusive aos 28 

dias, e ainda apresentou um aumento de monócitos fagocíticos aos 21 dias, o que 

nenhum outro grupo mostrou. Entretanto, o grupo com esta dose não apresentou o 

importante momento precoce de resposta aos três  dias de idade com relação ao 

aumento de população circulante de linfócitos T CD4 de mucosa.

Neste caso, torna-se fundamental o estudo da situação em que se aplica a 

dosagem desta sequência de CpG-ODN utilizada no presente estudo. O 

imunomodulador poderá variar sua dosagem dependendo das variáveis de produção 

comercial como pressão e momento de infecção, tipos e momentos de vacinação e 

objetivo do estado de resposta imunológica.

Mesmo com estas variáveis e incertezas quanto a dose efetiva, entende-se que 

o CpG-ODN é um composto sintético que pode ser confeccionado do tamanho e 

sequência de nucleotídeos  desejada, o que muitos estudos mostram ser suficiente 

para provocar mudanças na ação do CpG-ODN. Mais estudos nesta área são 

necessários, pois a administração de CpG-ODN em menores doses que DNA total 

(0,6µg e 35µg, respectivamente) mostrou-se com respostas de modulação 

semelhantes às observadas nos demais tratamentos.

6.3 Arginina

Diferente dos grupos DNA total e CpG-ODN os grupos tratados com arginina 

receberam o aminoácido na ração em um consumo constante durante os 42 dias de 

duração do experimento, não sendo somente um único estímulo.
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Aos três dias de idade a precocidade de resposta se manifestou no aumento 

das quantidades circulantes de linfócitos T CD4 gerais (Figura 01 A), de mucosa 

(Figura 02 A)  e não ativados (Figura 04 A), APC não monócito (Figura 09 A) e 

linfócitos T CD8 de mucosa nos grupos que receberam 1,99% e 2,28% de arginina 

(Figura 03 A). O aumento na população de linfócitos  T CD8+ foi observada por 

Abdukalykova e colaboradores (2008) frente à vacinação com o vírus da doença de 

Gumboro em um grupo alimentado com alta concentração de arginina (2,2%).

No que diz respeito aos  linfócitos T CD4 de mucosa e os não ativados houve 

uma clara antecipação da resposta do grupo controle dos sete para os três dias de 

idade. O aumento dos  níveis de linfócitos T CD4+ em ambientes in vitro ricos em 

arginina foi observado por Munder e colaboradores (2009) em estudo da 

responsividade de linfócitos T CD4 e macrófagos específicos para Leishmania major 

em camundongos. A proteção de mucosas por arginina foi observada por Tan e 

colaboradores (2010) em suínos  quando enterócitos foram colocados na presença 

de LPS. A adição do aminoácido em meio de cultura não só estimulou a síntese 

proteica como reduziu a degradação proteica naquelas células  em contato com LPS. 

Ainda, Munder e colaboradores (2009) avaliaram a proliferação de linfócitos T CD4+ 

frente a diferentes  concentrações de arginina em meio de cultura (0, 20, 100 e 400 

µM). A proliferação foi maior na presença de arginina que em relação ao meio sem o 

aminoácido, mas não houve diferença quando comparadas as concentrações  de 20 

e 100 µM. Isto pode ser um indicativo da relação dose-dependente das respostas 

leucocitárias frente à presença de arginina em diferentes níveis, como estudado no 

presente trabalho. Lee e colaboradores  (2002) demonstraram que a suplementação 

de arginina em ração pode influenciar a composição de infiltrados leucocitários, 

aumentando a quantidade circulante de heterófilos frente a infecção com vírus da 

bronquite infecciosa.

Aos 14 e 21 dias houve uma imunomodulação diferente das observadas nos 

grupos DNA total e CpG-ODN, sendo dois  momentos em que algumas células se 

apresentaram em menor quantidade que no grupo controle em quase todos os 

grupos tratados. O que chama a atenção é que algumas células como linfócitos B e 

T CD8 não ativados apresentaram menor quantidade em duas coletas consecutivas, 

principalmente no grupo suplementado a 2,28% de arginina (Figuras  07 B e C e 04 

A e B, respectivamente). 
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O grupo suplementado a 1,77% de arginina também aparece como tendo 

menor quantidade circulante de APC não monócito e linfócito T CD4 virgens  ou de 

memória aos 14 dias (Figuras 09 B e Figura 04 C, respectivamente). Essas 

alterações podem representar um maior risco de estabelecimento de infecções ao 

final da segunda semana de vida, período considerado ainda crítico.

Aos 28 dias observou-se um aumento nas quantidades  circulantes de 

diferentes populações, à exceção de monócitos supressores e linfócitos T CD8 

(ativados, não ativados e de mucosa). Todas as alterações se fizeram presentes 

principalmente no grupo que ingeriu ração com 1,99% de arginina. Taylor e 

colaboradores (1992) já demonstraram que aves que ingeriram L-arginina na dieta 

em alta concentração (2,4%) foram capazes de reduzir danos tumorais causados 

pelo vírus de sarcoma Ros, subgrupo A, em 24% dos casos. Isto pode ser devido a 

alta produção de óxido nítrico (NO), produto do pico respiratório da atividade 

fagocítica, que seria tóxico aos tumores induzidos por vírus. A ação do aumento na 

produção de NO foi observada por Allen (1999) no local de lesões parasitárias por 

Eimeria sp., quando o desenvolvimento dos estágios iniciais de Eimeria tenella foi 

inibido, sendo essa espécie mais  suscetível que E. maxima e E. acervulina. 

Abdukalykova e colaboradores (2008) observaram aumento do nível de linfócitos  T 

CD4+ em animais que haviam ingerido altas doses de arginina (2,2%) e sido 

vacinados contra o vírus da doença de Gumboro após 19 dias do desafio, período 

anterior aos  28 dias observados neste trabalho, mas o fator do desafio deve ser 

considerado na avaliação.

O aumento da porcentagem de linfócitos B circulantes também foi visto por 

Abdukalykova e colaboradores (2008) em grupos tratados com alto nível de arginina 

(2,2%).

Aos 35 dias de idade foi observada menor quantidade de monócitos fagocíticos 

no grupo suplementado a 1,77% de arginina e de APC não monócitos em todos os 

grupos tratados com arginina (Figuras 08 C e 09 D, respectivamente). Esse 

resultado é compatível com o que ocorreu com os grupos de doses intermediária e 

maior de CpG-ODN no mesmo período quanto a monócitos fagocíticos.

Embora a imunomodulação aos 28 dias  não possa ser considerado um efeito 

tardio (visto que o estímulo com arginina é presente a todo momento) o momento 

coincide com o de resposta tardia dos grupos DNA total e CpG-ODN. Talvez a 

74



suplementação com arginina seja importante para imunomodulação somente em 

alguns momentos específicos, não durante todo o período avaliado. Embora 

linfócitos T e macrófagos, originados de monócitos, tenham a arginina como insumo 

metabólico para efetuar suas funções, Choi e colaboradores  (2009) demonstraram 

em camundongos que, embora a arginina seja essencial para a ativação de linfócitos 

T, macrófagos  são capazes de ativação e produção de citocinas mesmo na ausência 

do aminoácido. Claramente, essas duas populações tem diferentes necessidades de 

arginina para uma função considerada ótima e essas diferentes necessidades 

também devem ser considerados na suplementação de rações.

Imagina-se que as alterações observadas dos sete aos 21 dias de idade não 

sejam interessantes do ponto de vista imunológico para proteção contra possíveis 

patógenos, pois  todos os momentos são caracterizados por menores quantidades 

circulantes de algumas células-chave (linfócitos B, APC não monócito e linfócitos T 

CD4 e CD8 de memória) principalmente nos grupos com 1,77% e 2,28% de arginina. 

Já aos 28 dias  houve modulação positiva, ou seja, quantidade circulante maior que o 

grupo controle, em quase todas as células principalmente no grupo suplementado a 

1,99% de arginina. Propõe-se que existam aí dois momentos interessantes para 

suplementação de arginina: desde o alojamento até três dias de idade e pouco antes 

dos 28 dias de idade.

Sabe-se que a ração responde por grande parte dos custos de produção e que 

a suplementação com um aminoácido representa um incremento neste custo, e a 

dose intermediária (1,99%) mostrou os melhores efeitos, representando um custo 

também intermediário para as formulações testadas. Importante ressaltar que um 

estudo de viabilidade econômica deve ser conduzido para entender de que forma a 

imunomodulação por 1,99% de arginina na ração melhora a resposta imunológica a 

possíveis infecções e vacinações, minimizando perdas zootécnicas como 

mortalidade e menor peso vivo. Além disso, deve ser estudada a interação entre os 

diferentes imunomoduladores em casos de infecções. Por exemplo, pode ser que a 

combinação de suplementação de arginina na ração e administração de CpG-ODN 

ou DNA total resulte em uma estratégia ótima para melhorar a resposta do sistema 

imunológico, sem prejudicar o desempenho zootécnico dos animais.

Allen (1999) observou que em casos de infecção parasitária por Eimeria sp. em 

frangos o tratamento com L-arginina, em diferentes doses, não foi capaz de impedir 
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a perda de peso observada durante o período de infecção, embora tenha reduzido a 

eliminação de oocistos de Eimeria tenella mas não E. maxima ou E. acervulina. Os 

dados obtidos neste estudo mostram que o peso das aves não foi alterado pela 

constante ingestão de diferentes níveis do aminoácido, somente tendo efeito sobre 

subpopulações imunes (figura 11).

6.4 Imunomodulação e peso corporal

Como já comentado anteriormente, Buehler e colaboradores (2008) 

demonstraram que a alta capacidade imunológica representada pela intensa 

atividade do sistema imunológico aviário demanda energia metabólica, que 

impactaria no crescimento do animal em ganho de peso quando esta demanda 

imunológica fosse excedente.

Foi demonstrado que, para as condições analisadas, as modulações aqui 

apresentadas não impactaram na evolução do peso vivo em nenhum momento, nem 

anterior ou posterior, ao período de aumento das populações celulares (Figura 12). 

Ou seja, mesmo uma maior quantidade de células não representou prejuízo ao 

crescimento dos animais.

Além disto, as alterações decorrentes da utilização de imunomoduladores são 

muito sensíveis a ponto de proporcionar maior quantidade de células circulantes 

mas não o suficiente para impactar no tamanho ou peso dos órgãos linfóides. Em 

situações de utilização de imunomoduladores na ausência de infecções a avaliação 

macroscópica dos órgãos não se mostraria como ferramenta adequada para inferir a 

atividade imunomoduladora.

7. CONCLUSÃO

Tendo em vista os resultados obtidos, os imunomoduladores testados 

desempenharam função modulatória, ou seja, de alteração, em praticamente todas 

as populações celulares em um momento precoce e outro tardio.

Algumas doses mostraram melhores  respostas  por aumentar a circulação de 

células do sistema imune, o que indica uma possível melhor capacitação da 

resposta imunológica mesmo na ausência de infecções ou desafios experimentais.
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Futuros estudos devem ser conduzidos para analisar as respostas dos 

imunomoduladores frente a situações de vacinações e infecções, com principal 

atenção para as  doses de CpG-ODN (0,6µg), DNA total bacteriano (36µg) e Arginina 

(total na ração de 1,99%).

8. PERSPECTIVAS 

A avaliação do sistema imunológico de aves compreende o entendimento de 

respostas humorais e celulares frente a desafios ambientais ou infecciosos. A 

citometria de fluxo se mostrou como ferramenta sensível e específica na avaliação 

do perfil celular de componentes  da imunidade, mas outras ferramentas poderiam 

acrescentar na análise da dinâmica linfocitária como a imunoistoquímica. Foi 

observado que houve alteração de populações de linfócitos  T CD4 de mucosa e a 

constatação desta população em tecidos de mucosa corroborariam os dados.

Outros componentes que participam da resposta imunológica fazendo a 

interação de  respostas nos diferentes tipos celulares são as citocinas. Neste 

trabalho buscou-se padronizar a técnica para mensuração de RNA mensageiro para 

as interleucinas 2 (IL2), 4 (IL4) e 10 (IL10) e IFNgama por PCR em tempo real 

(qPCR). Assim, poderia se ter dados para confirmar a resposta observada como 

sendo de perfil Th1 (celular) ou Th2 (humoral).  Mais estudos estão sendo realizados 

para atingir a padronização da técnica.

As mesmas interleucinas poderiam ser detectadas no plasma ou soro dos 

animais por meio de kits de ELISA disponíveis no mercado, mas o alto investimento 

na obtenção desta ferramenta tornou a avaliação inviável.

A utilização dos imunomoduladores em suas doses consideradas ótimas  deve 

ser implementada em futuros estudos envolvendo infecções experimentais para 

análise do desempenho sanitário e zootécnico, sendo importante considerar outras 

sequências de CpG-ODN.
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APÊNDICES

Figura 01 - Linfócitos T CD4 gerais (CD4+TCRvβ1-)

Linfócitos T CD4 gerais (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) aos 
28 dias de idade. C) aos 35 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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Figura 02 - Linfócitos T CD4 de mucosa (CD4+TCRvβ1+)
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Linfócitos T CD4 de mucosa (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl).  A) aos três dias de idade. 
B) aos sete dias de idade. C) aos 28 dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas 
como *(p<0,05) e **(p<0,01).

Figura 03 - Linfócitos T CD8 de mucosa (CD4-TCRvβ1+)
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Linfócitos T CD8 de mucosa (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl).  A) aos três dias de idade. 
B) aos 28 dias de idade. C) aos 35 dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas 
como *(p<0,05) e **(p<0,01).

Figura 04 - Linfócitos T CD8 não ativados (CD8α+CD28+)
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Linfócitos T  CD8 não ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos 14 dias de idade. B) 
aos 21 dias de idade. C) aos 28 dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como 
*(p<0,05) e **(p<0,01).
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Figura 05 - Linfócitos T CD8 ativados (CD8α+CD28-)

Linfócitos T CD8 ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos   28 dias de idade. B) 
aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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Figura 06 - Linfócitos T CD4 não ativados (CD8α-CD28+)
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Linfócitos T  CD4 não ativados (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total 
(DNA) em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) 
aos sete dias de idade. C) aos 14 dias de idade. D) aos 28 dias de idade. Diferenças expressas como 
*(p<0,05) e **(p<0,01).

Figura 07  - Linfócitos B (Bu-1+)

28 dias após alojamento
Tratamentos

CD
8− CD

28
+

5

10

Ctrl Arg CpG DNA

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●●

●●

●● ●●

7.9**
8.6** 8.4**

4.4

3 dias após alojamento
Tratamentos

Bu
− 1+

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

Ctrl Arg CpG DNA

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●
●

●
●
●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●●●

●●

●●

●●

0.22

0.13

0.33**

0.13

14 dias após alojamento
Tratamentos

Bu
− 1+

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

Ctrl Arg CpG DNA

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●●

●

●

●●
●

●

●

●

●●

●●

●● ●●

0.83**
1.05 1.09

1.53

93

D

A

B



Linfócitos B (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) em três 
diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) aos 14 dias de 
idade. C) aos 21 dias de idade. D) aos 28 dias de idade. E) aos 42 dias de idade. Diferenças 
expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).
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Figura 08 - Monócitos fagocíticos (Ku-1+MHCII+)
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Monócitos fagocíticos (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos 21 dias de idade. B) aos 28 
dias de idade. C) aos 35 dias de idade. D) aos 42 dias de idade. Diferenças expressas como 
*(p<0,05) e **(p<0,01).

Figura 09 - APC não monócitos (Ku-1-MHCII+)
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APC não monócitos (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) em 
três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos três dias de idade. B) aos 14 
dias de idade. C) aos 28 dias de idade. D) aos 35 dias de idade. Diferenças expressas como 
*(p<0,05) e **(p<0,01).

Figura 10 - Monócitos supressores de reposta (Ku-1+MHCII-)
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Monócitos supressores (%PBMC) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total (DNA) 
em três diferentes doses em comparação ao grupo controle (Ctrl). A) aos 14 dias de idade. B) aos 21 
dias de idade. Diferenças expressas como *(p<0,05) e **(p<0,01).

Figura 11 - Evolução do peso médio vivo
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7 dias após alojamento
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Peso vivo médio (g) dos grupos tratados Arginina (Arg), CpG e DNA total  (DNA) em 
comparação ao grupo controle (Ctrl) A) no alojamento; B) aos três dias de idade; C) aos sete dias de 
idade; D) aos 14 dias de idade; E) aos 21 dias de idade; F) aos 28 dias de idade; G) aos 35 dias de 
idade; H) aos 42 dias de idade.
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Quadro 04 - Efeito do DNA total na modulação imune de linfócitos T CD4: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR LINFÓCITO T CD4LINFÓCITO T CD4LINFÓCITO T CD4

IDADE (DIAS) CD4+ TCRvβ1- CD4+TCRvβ1+ CD8α-CD28+

03 Sem efeito

        

36µg
* 

68µg
**

        
       **

07 Sem efeito         
       *

        
       **

14 Sem efeito Sem efeito
        

7,5µ
g*

28
        

36µg
*

        
       *

        
       **

35
        

36µg
*

Sem efeito Sem efeito

42 Sem efeito         
       *

Sem efeito
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Quadro 05 - Efeito do DNA total na modulação imune de linfócitos T CD8: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR LINFÓCITO T CD8LINFÓCITO T CD8LINFÓCITO T CD8

IDADE (DIAS) CD8α+ CD28- CD8α+CD28+ CD4-TCRvβ1+

03 Sem efeito Sem efeito
         

68µg
*

14 Sem efeito         
       **

Sem efeito

28         
       *

        
       *

Sem efeito

42         
       *

        
       **

        
       **

Quadro 06 - Efeito do DNA total na modulação imune de monócitos e APC: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR MONÓCITOS E APCMONÓCITOS E APCMONÓCITOS E APC

IDADE (DIAS) Kul-01+MHCII- Kul-01+MHCII+ Kul-01-MHCII+

03 Sem efeito Sem efeito         
       **

14 Sem efeito Sem efeito
        

7,5µ
g*

21 Sem efeito
         

36µg
*

Sem efeito

28 Sem efeito Sem efeito         
       **

35 Sem efeito
        

7,5µ
g*

        
       **
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Quadro 07 - Efeito do DNA total na modulação imune de linfócitos B: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR Linfócito B

IDADE (DIAS) Bu-1+

03         
       **

28         
       *

42         
       *

Quadro 08 - Efeito do CpG-ODN na modulação imune de linfócitos T CD4: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR LINFÓCITO T CD4LINFÓCITO T CD4LINFÓCITO T CD4

IDADE (DIAS) CD4+ TCRvβ1- CD4+TCRvβ1+ CD8α-CD28+

03 Sem efeito
         

15µg
*

Sem efeito

07 Sem efeito         
       **

        
       **

28

        

0,6µ
g** 

6,8µ
g**

        
       **

        
       **
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Quadro 09 - Efeito do CpG-ODN na modulação imune de linfócitos T CD8: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR LINFÓCITO T CD8LINFÓCITO T CD8LINFÓCITO T CD8

IDADE (DIAS) CD8α+ CD28- CD8α+CD28+ CD4-TCRvβ1+

03 Sem efeito Sem efeito
         

15µg
**

28 Sem efeito Sem efeito         
       *

35 Sem efeito Sem efeito
         

15µg
*

42 Sem efeito         
       *

Sem efeito
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Quadro 10 - Efeito do CpG-ODN na modulação imune de monócitos e APC: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR MONÓCITOS E APCMONÓCITOS E APCMONÓCITOS E APC

IDADE (DIAS) Kul-01+MHCII- Kul-01+MHCII+ Kul-01-MHCII+

03 Sem efeito Sem efeito         
       **

14
         

15µg
*

Sem efeito Sem efeito

21
         

0,6µ
g*

         

0,6µ
g**

Sem efeito

28 Sem efeito Sem efeito         
       **

35 Sem efeito

        

6,8µ
g*

15µg
*

Sem efeito

42 Sem efeito         
       *

Sem efeito

Quadro 11 - Efeito do CpG-ODN na modulação imune de linfócitos B: 
diferenças com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR Linfócito B

IDADE (DIAS) Bu-1+

21         
       *

28         
       *
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Quadro 12 - Efeito da arginina na modulação de linfócitos  T CD4: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR LINFÓCITO T CD4LINFÓCITO T CD4LINFÓCITO T CD4

IDADE (DIAS) CD4+ TCRvβ1- CD4+TCRvβ1+ CD8α-CD28+

03         
       *

         

1,77
%* 

1,99
%**    
2,28
%**

        
       *

07 Sem efeito         
       **

        
       *

14 Sem efeito Sem efeito

        

1,77%**
2,28
%*

28
        

1,99%*
*

        
       **

        
       **

42 Sem efeito         
       *

Sem efeito
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Quadro 13 - Efeito da arginina na modulação de linfócitos  T CD8: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR LINFÓCITO T CD8LINFÓCITO T CD8LINFÓCITO T CD8

IDADE (DIAS) CD8α+ CD28- CD8α+CD28+ CD4-TCRvβ1+

03 Sem efeito Sem efeito

         

1,99
%*     

2,28
%**

14 Sem efeito         
       **

Sem efeito

21 Sem efeito
        

2,28
%*

Sem efeito

42 Sem efeito         
       **

        
       **

107



Quadro 14 - Efeito da arginina na modulação de monócitos e APC: diferenças 
com relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR MONÓCITOS E APCMONÓCITOS E APCMONÓCITOS E APC

IDADE (DIAS) Kul-01+MHCII- Kul-01+MHCII+ Kul-01-MHCII+

03 Sem efeito Sem efeito         
       **

14 Sem efeito Sem efeito
        

1,77%
**

28 Sem efeito
         

1,99
%*   

        
       **

35 Sem efeito
        

1,77
%*

        
       **

42 Sem efeito
        

       *
Sem efeito

Quadro 15 - Efeito da arginina na modulação de linfócitos B: diferenças com 
relação ao grupo controle (*p<0,05 ; **p<0,01).

TIPO CELULAR Linfócito B

IDADE (DIAS) Bu-1+

14         
       **

21         
       **

28         
       **

108



Quadro 16 - Comparação de respostas das subpopulações  de linfócitos T CD4 
entre os grupos tratamento (CpG-ODN, DNA total e Arginina) frente ao grupo 
controle. Diferenças expressas como * (p<0,05) e ** (p<0,01).

TIPO CELULAR CD4+TCRvβ1-CD4+TCRvβ1-CD4+TCRvβ1-

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

03         
       *

Sem efeito Sem efeito

28
        

1,99%*
*

         

0,6µg
** 

6,8µg
**

        

36µg
*

35 Sem efeito Sem efeito
        

36µg
*

TIPO CELULAR CD4+TCRvβ1+CD4+TCRvβ1+CD4+TCRvβ1+

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

03

         

1,77
%*

1,99
%**     
2,28
%**

         

15µg*

         

36µg*      
68µg*

*

07         
       **

        
       **

        
       *

28         
       **

        
       **

        
       *

35         
       *

Sem efeito Sem efeito

42 Sem efeito Sem efeito         
       *
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TIPO CELULAR CD8α-CD28+CD8α-CD28+CD8α-CD28+

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

03         
       *

Sem efeito         
       **

07         
       *

        
       **

        
       **

14

        

1,77%*
2,28%*

*

Sem efeito
        

5,7
µg*

28         
       **

        
       **

        
       **

Quadro 17 - Comparação de respostas das subpopulações  de linfócitos T CD8 
entre os grupos tratamento (CpG-ODN, DNA total e Arginina) frente ao grupo 
controle. Diferenças expressas como * (p<0,05) e ** (p<0,01).

TIPO CELULAR CD8α+CD28-CD8α+CD28-CD8α+CD28-

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

28 Sem efeito Sem efeito         
       *

42 Sem efeito Sem efeito         
       *

TIPO CELULAR CD8α+CD28+CD8α+CD28+CD8α+CD28+

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

14         
       **

Sem efeito         
       **

21
        

2,28%*
Sem efeito Sem efeito

28 Sem efeito Sem efeito         
       *
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42         
       **

        
       *

        
       **

TIPO CELULAR CD4-TCRvβ1+CD4-TCRvβ1+CD4-TCRvβ1+

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

03

         

1,99
%*     

2,28
%**

         

15µg*
*

         

68µg*

28 Sem efeito         
       *

Sem efeito

35 Sem efeito
         

15µg*
Sem efeito

42         
       **

Sem efeito         
       **

Quadro 18 - Comparação de respostas das subpopulações de monócitos e 
outras células apresentoras de antígeno entre os grupos tratamento (CpG-ODN, 
DNA total e Arginina) frente ao grupo controle. Diferenças expressas como * (p<0,05) 
e ** (p<0,01).

TIPO CELULAR Kul-01+MHCII-Kul-01+MHCII-Kul-01+MHCII-

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

14 Sem efeito
         

15µg*
Sem efeito

21 Sem efeito
         

0,6µg
*

Sem efeito

TIPO CELULAR Kul-01+MHCII+Kul-01+MHCII+Kul-01+MHCII+

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

21 Sem efeito
         

0,6µg
**

         

36µg*
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28
         

1,99
%*

Sem efeito Sem efeito

35
        

1,77%*

        

6,8µg*
15µg*

        

7,5µg*

42         
       *

        
       *

Sem efeito

TIPO CELULAR Kul-01-MHCII+Kul-01-MHCII+Kul-01-MHCII+

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

03         
       **

        
       **

        
       **

14
        

1,77%*
Sem efeito

        

7,5µg*

28         
       **

        
       **

        
       **

35         
       **

Sem efeito         
       **

Quadro 19 - Comparação de respostas das  subpopulações de linfócitos  B entre 
os grupos tratamento (CpG-ODN, DNA total e Arginina) frente ao grupo controle. 
Diferenças expressas como * (p<0,05) e ** (p<0,01).

TIPO CELULAR Bu-1+Bu-1+Bu-1+

IDADE (DIAS) Arginina CpG-ODN DNA total

03 Sem efeito Sem efeito         
       **

14         
       **

Sem efeito Sem efeito

21         
       **

        
       *

Sem efeito
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28         
       **

        
       *

        
       *

42 Sem efeito Sem efeito         
       *
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ANEXOS

Certificado de aprovação no CEUA/UFPR

IfIim! MinisteriodaEduca~aoUNIVERSI~~D~FE~E~.L DOPARANA
:;;-~_~=~~~~:;;:;;Setor deClenclasBlologlcas

U F P R ComitedeEticanoUsodeAnimais
_______ (CEUA)
UNIVERSIDAOE FEDERAL 00 PARANA

o Comite de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciencias
Biol6gicas da Universidade Federal do Parana, institufdo pela PORTARIA N°
787/03-BL, de 11 de junho de 2003, com base nas normas para a constituig80 e
funcionamento do CEUA, estabelecidas pela RESOLUCAo N° 01/03-BL, de 09 de
maio de 2003 e considerando 0 contido no Regimento Interne do CEUA,
CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa
abaixo especificado, est80 de acordo com os princfpios eticos estabelecidos pelo
Colegio Brasileiro de Experimentag80 Animal (COBEA) e exigencias estabelecidas
em "Guide for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on
Animal Care)".

The Ethics Animal Experiment Committee of the Setor de Ciencias Biol6gicas of
the Federal University of Parana, established by the DECREE N° 787/03-BL on June 11th
2003, based upon the RESOLUTION N° 01/03-BL from May 9th 2003, and upon the
CEUA internal regiment, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the ethical principals established by the
Experimental Animal Brazilian Council (COBEA), and with the requirements of the "Guide
for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)".

TiTULO: Utilizagao de citometria de fluxo e PCR em tempo real para analise do perfil
imunol6gico de galinhas frente a potenciais imunomoduladores e sua correlag80 com 0
desempenho zootecnico

AUTORES: Luiz Felipe Caron, Tobias Fernandes Filho, Silvio Marques Zanata, Max
Ingberman, Celso Favaro Jr.

~e~w~
Prof. Dr. AI~ksander Roberto Zampronio

C ,ordenador do CEU.A}
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Protocolo de extração de DNA total

TAMPÃO DE EXTRAÇÃOTAMPÃO DE EXTRAÇÃO

Componente Concentração

Tris-HCl pH 8,0 125 mM

NaCl 200 mM

EDTA pH 8,0 50 mM

SDS pH 7,2 1%

H2O Mili-Q q.s.p volume desejado

SOLUÇÕESSOLUÇÕESSOLUÇÕES

PASSO
S

CLOROFANE CLOROFIL

1 1 Clorofórmio (CHCl3): 1 fenol saturado 
(C6H5OH)

24 Clorofórmio (CHCl3):
1 á lcoo l isoamí l ico 
((CH3)2CHCH2CH2OH))

2 Adicionar Tris-HCl 1M pH 8,0 (q.s.p 
cobrir superfície da solução) -

3 Aguardar ao menos 04 horas antes de 
utilizar -

PROCEDIMENTOSPROCEDIMENTOS OBJETIVO

1 S u b m e t e r m e i o d e c u l t u r a a 
centrifugação (10.000 g - 2 minutos) Obter pellet celular

2
Adicionar até 2.000µL do tampão de 
extração previamente aquecido em 
banho-maria (60ºC) e deixar 5 minutos 
no vórtex

Aceleração da lise química 
pela ação detergente do SDS 
c o m a u x í l i o d e f o r ç a 
mecânica

3
Incubar por 20 minutos em banho-
m a r i a , h o m o g e n e i z a n d o c o m 
periodicidade

Aceleração da lise química 
pela ação detergente do SDS 
com aumento da temperatura
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PROCEDIMENTOSPROCEDIMENTOS OBJETIVO

4 Incubar no gelo por 10 minutos
Aumentar a eficiência da 
desproteinização por salting 
out 

5 Centrifugar por 10 minutos a 10.000 g Retirar debris celulares

6
Transferir sobrenadante para um tubo 
nomeado e adicionar mesmo volume 
de CLOROFANE. Homogeneizar e 
centrifugar (10.000 g - 5 minutos)

Por serem ótimos solventes 
orgânicos, fenol e clorofórmio 
retém proteínas lipossolúveis 
e a porção hidrofóbica de 
proteínas mistas. A interfase 
gerada após centrifugação 
será rica em proteínas. 

7

Transferir até 90% do sobrenadante 
para um tubo nomeado e adicionar 
mesmo vo lume de CLOROFIL. 
Homogeneizar e centrifugar (10.000 g - 
5 minutos)

Solubilizar proteínas e retirar 
resíduos de fenol

8

Transferir até 90% do sobrenadante 
para um tubo nomeado e adicionar 
mesmo volume de ISOPROPANOL. 
Homogeneizar e centrifugar (10.000 g - 
20 minutos)

A á g u a t e m c o m o 
característica alta constante 
dielétrica, ou seja, é um bom 
material isolante. Os álcoois 
ad ic ionados , e tano l ou 
isopropanol, reduzem a 
constante d ie lé t r ica da 
solução, aumentando a força 
eletrostática entre ânions e 
cátions. Como há um cátion 
na solução (Na+), ele terá 
força suficiente para se unir 
fortemente ao esqueleto de 
poliânion do DNA (PO43-), 
t o r n a n d o a c a r g a d a 
m o l é c u l a e a m e s m a 
hidrofóbica, bastando uma 
centrifugação para remover o 
DNA da solução.

9

Verter a fase aquosa com cuidado. 
Adicionar 500µL de etanol 70% (para 
cada 1.000µL obtido no passo 6), 
agitar brevemente e centrifugar por 10 
minutos a 12.000 g

-
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PROCEDIMENTOSPROCEDIMENTOS OBJETIVO

10

Verter a fase aquosa com cuidado. 
Deixar secar por 30 minutos em estufa 
37ºC. Adicionar 50µL de água ultrapura 
e ressuspender o pellet. Aguardar por 
pelo menos uma hora antes de 
proceder qualquer protocolo

-
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Análise de aminoácidos das rações basal (Batida 1 e 2), tratamentos 

arginina 1,77% (T8) 1,99% (T9) e 2,28% (T10).

�
8QLYHUVLGDGH�)HGHUDO�GR�3DUDQD��8)35�����������%UD]LO
'HVFULÉÅR��5D©¥R�([SHULPHQWR�7RELDV���%DWLGD��
/DE�FRGH������������
'DWD�GH�HQWUHJD�����-XO\�����
'DWD�GH�OLEHUDÉÅR�����$XJXVW�����
3URWHÏQD�%UXWD�����������
3URWHÏQD�%UXWD����WDO�TXDO����������
0DWËULD�VHFD�����������

5HVXOWDGRV�GDV�DQÃOLVHV�GH�DPLQRÃFLGRV���&RQWHÜGRV�WRWDLV�DSÕV�D�KLGUÕOLVH
SURWËLFD

$PLQRÃFLGR &RQWHÜGR���� $$�����QD�3% &RQWHÜGR����WDO�TXDO�

0HWLRQLQD ������ ������ ������

&LVWLQD ������ ������ ������

0HWLRQLQD���&LVWLQD ������ ������ ������

/LVLQD ������ ������ ������

7UHRQLQD ������ ������ ������

7ULSWRIDQR ������ ������ ������

$UJLQLQD ������ ������ ������

,VROHXFLQD ������ ������ ������

/HXFLQD ������ ������ ������

9DOLQD ������ ������ ������

+LVWLGLQD ������ ������ ������

)HQLODODQLQD ������ ������ ������

*OLFLQD ������ ������ ������

6HULQD ������ ������ ������

3UROLQD ������ ������ ������

$ODQLQD ������ ������ ������

£FLGR�DVSÃUWLFR ������ ������ ������

£FLGR�JOXWÄPLFR ������ ������� ������

7RWDO��VHP�1+�� ������� ������ �������

$PÖQLD ������ ������ ������

7RWDO ������� ������� �������

� � � �

9RORUH�SDGURQL]DGR�SDUD�XPD�PDWËULD�VHFD�GH�����

$$ $PLQRÃFLGR��3% 3URWHÏQD�%UXWD�

�

(YRQLN�,QGXVWULHV�$*�IHHG�DGGLWLYHV�_�$QLPDO�1XWULWLRQ�6HUYLFHV

IHHG�DGGLWLYHV#HYRQLN�FRP�_�ZZZ�DPLQRDFLGVDQGPRUH�FRP�

(YRQLN�,QGXVWULHV�$*�_�$QDO\WLFDO�5HSRUW�$0,12/$%�

$QDO\WLFDO�5HSRUW
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'DWD�GH�OLEHUDÉÅR�����$XJXVW�����
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&RQWHÜGRV�VXSOHPHQWDGRV
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$UJLQLQD ������� �������

� � �

9RORUH�SDGURQL]DGR�SDUD�XPD�PDWËULD�VHFD�GH�����

�

(YRQLN�,QGXVWULHV�$*�IHHG�DGGLWLYHV�_�$QLPDO�1XWULWLRQ�6HUYLFHV

IHHG�DGGLWLYHV#HYRQLN�FRP�_�ZZZ�DPLQRDFLGVDQGPRUH�FRP�

(YRQLN�,QGXVWULHV�$*�_�$QDO\WLFDO�5HSRUW�$0,12/$%�

$QDO\WLFDO�5HSRUW
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'HVFULÉÅR��5D©¥R�([SHULPHQWR�7RELDV���%DWLGD��
/DE�FRGH������������
'DWD�GH�HQWUHJD�����-XO\�����
'DWD�GH�OLEHUDÉÅR�����$XJXVW�����
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� � � �

9RORUH�SDGURQL]DGR�SDUD�XPD�PDWËULD�VHFD�GH�����

$$ $PLQRÃFLGR��3% 3URWHÏQD�%UXWD�

�

(YRQLN�,QGXVWULHV�$*�IHHG�DGGLWLYHV�_�$QLPDO�1XWULWLRQ�6HUYLFHV

IHHG�DGGLWLYHV#HYRQLN�FRP�_�ZZZ�DPLQRDFLGVDQGPRUH�FRP�

(YRQLN�,QGXVWULHV�$*�_�$QDO\WLFDO�5HSRUW�$0,12/$%�

$QDO\WLFDO�5HSRUW
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�
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�
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