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RESUMO

O Brasil atualmente esta entre 0s maiores produtores e atua como maior exportador de carne de
frango. Devido a pressdes do mercado interno e externo, a redugéo e proibicdo do uso de
antibioticos como promotores de crescimento (APC), ha uma imperativa necessidade de se
encontrar alternativas que possam substituir tais promotores. Trabalhos prévios demonstram
em frangos que a linhagem Lactobacillus reuteri MRS3, isolada de galinhas, apresenta
evidéncia de ser benéfica no desempenho produtivo de frangos e, por isso, com efeito
probidtico. Portanto, o presente trabalho tinha como objetivo comparar a expressao génica
relativa de IL8, a partir de amostras de intestino de frangos suplementados com L. reuteri MRS3
com aquela observada em animais controles que receberam APC ou nenhuma suplementacao.
Foram extraidos RNA total de 54 amostras de intestinos, a serem usadas em ensaio de RT-
gPCR para dosagem da expressao de IL8. Devido a problemas experimentais, nao foi possivel
amplificar por RT-gPCR o0 mRNA do gene IL8. Por esse motivo, quantificamos outros
marcadores relacionados a resposta imune intestinal (AVBD9), controle de apetite
(Colecistoquinina) e permeabilidade intestinal (Zonulina). Animais que receberam APC
apresentaram maior expressao génica (p<0,05) de AVBD9, em comparacdo aos que foram
suplementados com L. reuteri MRS3 e aqueles que né&o receberam suplementagdo. Nao foram
encontradas diferencas significativas na expressdo de Zonulina e Colecistoquinina entre os
grupos experimentais. Esses dados contribuem para elucidar os possiveis mecanismos
moleculares que explicam os efeitos probidticos atribuidos a suplementacdo com L. reuteri
MRS3 em frangos.
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1 INTRODUCAO

A avicultura mundial vem a cada ano se destacando na producéo de proteina animal,
obtendo melhores indices produtivos que colaboram com a reducdo do custo de producdo e
maior produtividade para a alimentacdo da populacdo. Neste sentido, o Brasil vem se tornando
0 maior exportador e o terceiro maior produtor de carne de frango, com uma producéo de 14.329
milhdes de toneladas, das quais 4.610 milhdes de toneladas foram comercializadas no mercado
externo em 2021 (BRAZILIAN ASSOCIATION OF ANIMAL PROTEIN, 2022). A avicultura
de corte gera proteina animal de alto valor nutricional com um ciclo de producao rapido. Para
atingir um ciclo eficiente de producédo aliado a uma otimizacdo da densidade, a eficiéncia na
conversdo alimentar e frangos de alta performance sdo fatores centrais para uma producdo de
sucesso. Esta alta densidade de criacdo se torna um desafio sanitario maior para a obtencdo de
bons indices zootécnicos e rentabilidade da producéo.

Os antibioticos promotores de crescimento (APC) sdo comumente utilizados na
avicultura em doses subterapéuticas na dieta destes animais e ao longo da evolugdo da
avicultura, contribuindo muito com melhoria do ganho de peso e conversao alimentar das aves
além de gerar reducdo na mortalidade (SANTOS et al., 2005). Porém, diante da emergéncia de
linhagens de bactérias multirresistentes a antimicrobianos e, do risco de veiculacdo deste tipo
de microrganismos através de alimentos de origem animal na dieta humana, o uso de APCs na
avicultura vem sendo limitado. A Unido Europeia em 2006 proibiu o uso de APC na criagdo de
animais para alimentacdo humana e a partir de entdo outros paises em todo 0 mundo seguiram
a mesma tendéncia de limitar o uso de antibidticos na producdo animal. Por este motivo, hoje
h& uma grande demanda para a busca e avaliagcdo dos efeitos de novos aditivos alimentares
sobre o desempenho produtivo de frangos. Entre as alternativas que vem sendo estudadas, a
suplementacdo nutricional com probidticos vem sendo descrita como produtora de beneficios a
salde dos animais e de melhora na performance de crescimento de frangos em condicGes de
producédo (WU et al., 2019). Os probiéticos sdo definidos como microrganismos vivos que
quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saide do hospedeiro.
De forma geral, as Bacteérias do &cido latico vem sendo descritas apresentando efeito probiético

em varios modelos animais de investigacao.
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No ano de 2021, um experimento com frangos de corte foi conduzido no IFMG - campus
Bambui, e demonstrou a eficiéncia da linhagem potencialmente probidtica L. reuteri MRS3
(dados a serem publicados de projeto concluido aprovado no edital 015/2021 e com registro de
aprovacao na CEUA n.01/2021). No experimento, nosso grupo de pesquisa avaliou os efeitos
da suplementacdo da linhagem probiotica em comparacao a grupos de animais que receberam
suplementacdo com APC (bacitracina de zinco) e outro sem nenhum aditivo alimentar. Nossos
resultados revelaram que a suplementagdo com L. reuteri MRS3 apresentou melhora em indices
zootécnicos quando 0s grupos que receberam probiédtico foi comparado com animais dos grupos
gue ndo receberam nenhuma suplementacdo. Aves que receberam L. reuteri MRS3
apresentaram ganho de peso semelhante ao grupo de aves que receberam APC e, ambos foram
melhores que o ganho de peso apresentado por animais que ndo receberam nenhum aditivo
alimentar. Desta forma, L. reuteri MRS3 apresenta potencial para substituir a bacitracina de
zino como suplemento alimentar em aves sem prejudicar o desempenho produtivo. Porém, sem
uma avaliacdo mais detalhada, os mecanismos envolvidos nestes resultados revelados pelos
indices zootécnicos permanecem incompreendidos. Ao final do experimento, foi coletado uma
por¢éo do duodeno de 18 frangos submetidos a cada tratamento experimental, totalizando 54
amostras de intestino, que foram armazenadas em RNA later a — 20°C.

Compreender a influéncia de tratamentos alternativos sobre o estado inflamatodrio e a
salde do trato gastrointestinal pode explicar a eficacia e os beneficios observados na
suplementacdo de frangos com L. reuteri MRS3. Além disso, ndo foi realizado ainda estudo
avaliando o efeito da suplementacéo desta linhagem probidtica sobre a expressdo génica de I1L8
e outros marcadores moleculares no intestino de frangos criados em condi¢cfes de producéo
comercial, que pode ser facilmente avaliada por RT-gPCR com base nas amostras de intestino
armazenadas me RNA later disponiveis. Portanto, o objetivo inicial deste trabalho era de avaliar
e comparar a expressdo génica de IL8 entre os diferentes grupos experimentais que receberam
suplementacdo com L. reuteri MRS3 ou APC ou nenhuma suplementacdo. Uma melhor
compreensédo do papel de L. reuteri MRS3 na imunidade intestinal permitird uma evolucao na
disponibilizagdo aos produtores de novos suplementos para controlar doencas entéricas na
avicultura de corte, baseado no conhecimento de como esses tratamentos alternativos usando

probidticos diferem dos tratamentos convencionais baseados no uso de APCs.
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2 DESENVOLVIMENTO

O experimento descrito neste trabalho € uma continuacdo do executado no projeto
intitulado “SUPLEMENTAGAO DE RAGAO COM Lactobacillus reuteri MRS3 E SEUS EFEITOS
SOBRE O DESEMPENHO PRODUTIVO DE FRANGOS DE CORTE” aprovado pelo Edital 015/21.

2.1 Origem, obtencéo, propagacao e liofilizagdo da linhagem de L. reuteri MRS3

A linhagem potencialmente probidtica que foi utilizada na pesquisa faz parte da cole¢do
taxonébmica do Laboratdrio de Ecologia e Fisiologia de Microrganismos (LEFM) do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG) sob curadoria
da Profa. Dra. Elisabeth Neumann. A linhagem L. reuteri MRS3 foi isolada e identificada a
partir de amostras de galinhas poedeiras que ndo haviam recebido suplementacdo com
antibioticos nos ultimos 30 dias pré-coleta (ALVIM et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020).

Em avaliagOes prévias, foi observado que para L. reuteri MRS3 foi obtido um
rendimento de 10*° UFC/g de liofilizado. As amostras liofilizadas do probiético foram divididas
e armazenadas sob refrigeracdo a 5 °C por 60 dias para seu uso na suplementagéo de frangos
de corte. O processo de liofilizacdo foi realizado no Laboratério de Ecologia e Fisiologia de
Microrganismos (LEFM — ICB — UFMG).

Aviabilidade do liofilizado foi avaliada em intervalos de 4 dias ao longo do experimento
de suplementacdo nutricional através da sua ressuspensdo e diluicdo seriada em salina
esterilizada 0,85%, seguida do plagueamento de diluicdes em placas de &gar MRS pela técnica
de spread plate. As placas foram incubadas a 37°C por 48h em aerobiose e 0 crescimento
bacteriano expresso em UFC/g de liofilizado. Ao longo de todo o experimento de
suplementacdo foi verificada a manutencdo da viabilidade da linhagem probidtica nas

condigdes de armazenamento e oferecimento de ra¢éo do aviario experimental.

2.2 Desenho experimental da suplementacé@o com L. reuteri MRS3 de frangos de corte
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O experimento foi realizado no galpdo experimental para frangos de corte do IFMG —

campus Bambui. Os procedimentos para sua execu¢do foram aprovados pela CEUA/IFMG sob
protocolo de numero 01/2021. Foram utilizados 270 pintos de corte de 1 dia, machos, da
linhagem ROSS 308 AP, vacinados contra Marek. As aves foram vacinadas aos 21 dias contra
Newcastle e Gumboro, por via oral através da dgua de bebida.

O galpéo experimental é composto por 48 boxes divididos em duas linhas laterais com
24 boxes em cada linha, com &rea individual por parcela de 2,2 m2. Este galp&o é equipado com
sistema de cortinas externas nas laterais com acionamento mecanico tipo catracas, ventiladores
e sistema de nebulizacdo para controle de temperatura e umidade interna; sistema de
aquecimento em lampadas de infravermelho de 250 W de poténcia, instaladas individualmente
em cada boxe experimental e sistema de iluminagdo central com acendimento automatico
através de um timer. O fornecimento de agua para as aves nos boxes foi via bebedouro pendular
e aracdo farelada fornecida em comedouros tubulares. Antes do inicio do experimento, o galpao
e 0s equipamentos foram lavados e higienizados. A cama a ser utilizada em cada box foi
composta de casca de arroz triturada tratada, sendo a mesma reutilizada na criagéo de dois lotes
anteriores de frango, para aumentar o desafio experimental. Antes de reutilizar a cama, a mesma
passou por um processo de fermentacdo para a reducao da carga microbiologica. Durante todo
0 periodo experimental as aves receberam racdo a vontade, de acordo com cada grupo
experimental.

Os tratamentos experimentais aplicados a partir do primeiro dia de idade sdo descritos
abaixo:
Tratamento 1 n=90 frangos (CONTROLE): Dieta controle negativo (sem adi¢éo de probidtico
e de promotor de crescimento a base de antibiotico);
Tratamento 2 n=90 frangos (ANTIBIOTICO): Dieta controle positivo (com adicdo de
Bacitracina de Zinco como promotor de crescimento, de acordo com informagbes do
fabricante);
Tratamento 3 n=90 frangos (MRS3): Dieta com suplementacdo de L. reuteri MRS3 (com adi¢éo
de L. reuteri MRS3 liofilizado em uma concentragio de 10® UFC/g de ragdo farelada);
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As racOes foram formuladas a base de fuba de milho e farelo de soja para atender a
exigéncia do animal, de acordo com as recomendacdes nutricionais de Rostagno et al., (2017).
O promotor de crescimento controle positivo a ser utilizado foi a Bacitracina de Zinco (300g/
tonelada de racéo) e ndo foi utilizado anticoccidianos nas ragdes experimentais. O nicleo usado
nas racoes foi isento de antibidticos promotores de crescimento e anticoccidianos. As racdes
foram preparadas em misturador vertical. O experimento foi finalizado apds 42 dias de idade
dos frangos com o sacrificio e coleta de amostras. Foram selecionadas 18 aves por tratamento
com o peso médio proximo a média do tratamento aos 42 dias de idade, totalizando 54 aves, as
quais foram pesadas e abatidas apds periodo de 8 horas de jejum no abatedouro. As aves foram
abertas e o intestino delgado removido e limpo assepeticamente. Uma por¢do de 500 pg do
duodeno foi coletada e armazenada em microtubos contendo 500 pL de RNA later e
armazenadas em freezer -80 °C no Laboratorio de Pesquisa Multiusuario até 0 momento da

extracdo de RNA total.

2.3 Extragdo de RNA total de amostras de intestino

Aproximadamente 500 pg de duodeno foi coletada no abate dos frangos e foi
armazenado em RNA later (LGC) e estocado em freezer -80°C até o momento da extracao de
RNA. O RNA total foi extraido usando o reagente TRIzol (Ludwig) de acordo com as
recomendacOes do fabricante. O RNA total extraido de todas as amostras de intestino foi
quantificado em Nanodrop 2000 espectofotometro (Thermo Fisher), além de ter seu grau de
qualidade avaliado pelas relacdes A260/A280 e A260/A230, que avaliam o grau de
contaminacdo com proteina e sais e solventes organicos, respectivamente. A integridade de
cada amostra de RNA total foi avaliada atraves de sua eletroforese em gel de agarose 1 %

corado com brometo de etidio.

2. 4 Producdo de cDNA usando reacéo de RT-PCR

Um total de 5 pg de RNA total foi submetido a remocdo de DNA gendmico usando o
kit DNAse | RNAse free (Life Techonologis, Grand Island, NY, USA) seguindo as
recomendag0es do fabricante. Um total de 5pg de RNA tratado foi usado em reagdes de Reverse

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) para producdo de cDNA usando o Kit
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cDNA Synthesis Kit with RNAse (Cellco Biotec do Brasil, Sdo Carlos, SP - Brasil) seguindo
as recomendacdes do fabricante.

2.5 Padronizacdo das reacdes de gPCR para os genes IL8, AVBD9, Zonulina,
Colecistoquinina e p-actina

Para padronizacdo das reacGes de amplificacdo dos genes IL8, AVBD9, Zonulina,
Colecistoquinina e B-actina foram feitas curvas de diluicéo seriada de cDNA utilizando pontos
contendo 50 ng; 5 ng; 0,5 ng, 0,05 ng e 0,005 ng de cDNA. Nas reacdes de padronizacéao foi
utilizada uma amostra de cDNA produzida a partir de um pool de amostras de RNA total do
duodeno dos diferentes grupos experimentais adicionadas em igual propor¢éo. Essas curvas de
diluicdo foram feitas para cada um dos genes. Os padrdes para avaliagdo da qualidade das
reaces foram a eficiéncia de amplificacdo e o perfil da curva de dissociacdo. A especificidade
das reac0Oes sera avaliada através da curva de dissociacdo. Foram padronizadas condicGes, para
cada um dos genes analisados, com eficiéncia entre 90-110% e com um Unico pico nas curvas
de dissociacdo. Em todas as reacdes de amplificacdo foram usados programas de ciclagem
universal contendo um passo inicial de 50° C por 2’; 95° C por 10’ seguido por 40 ciclos, cada
um contendo um passo de 95° C por 15°” e outro de 60° C por 1. Apoés a reagdo de amplificagdo
a curva de dissociacdo foi obtida através das etapas de aquecimento, resfriamento e
aquecimento sucessivas (95° C por 157, 60° C por 15”° € 95° C por 15’). Para as reagdes de
gPCR foi utilizado QPCR SYBRMASTER -I- ROX (Cellco Biotec do Brasi), placas PCR
MULTIPLY 96 pocos fechadas com selante Selo de vedacdo para microplacas (Sarstedt,
Nimbrecht, Renania, Alemanha). Como iniciadores que foram usados tem suas sequéncias
descritas na TABELA 1.

TABELA 1 — Sequéncia dos iniciadores usados nas rea¢des de gPCR

Gene Primer F (5°-3”) Primer R (5°-3°)
B-actina ATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTA TTTATGCGCATTTATGGGTTTTGT
Colecistoquinina CAGCAGAGCCTGACAGAACC AGAGAACCTCCCAGTGGAACC
Zonulina CTTCAGGTGTTTCTCTTCCTCCTC CTGTGGTTTCATGGCTGGATC
IL8 CACGTTCAGCGATTGAACTC GACTTCCACATTCTTGCAGTG
AVBD9 CAAAGGCTATTCCACAGCAG GCATTTCAGCTTCCCACCAC
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intestino de frango de corte

Para quantificacdo relativa da expresséo génica dos marcadores 1L8, AVBD9, Zonulina
e Colecistoquinina em amostras de cDNA oriundas de RNA total obtido de tecido intestinal foi
realizada amplificacdo do cDNA por RT-gPCR. Para normalizacdo dos dados de expressao foi
usado o resultado da amplificagdo do cDNA codificado pelo gene B-actin. Para obtencdo dos
dados de nivel relativo de expressdo génica foi empregado o método de RQ (relative
quantification) = 224¢4 (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Foi usado como calibrador os dados
de expressdo do grupo controle sem nenhuma suplementacdo. Os resultados foram expressos
graficamente usando média e desvio-padrao dos valores do nivel relativo de expressao génica
de cada marcador para cada grupo experimental. Para a producdo dos graficos e analise
estatistica dos dados obtidos foi utilizado o software GraphPad Prism® 10 (GraphPad Software
Inc.). Os valores obtidos foram avaliados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade das distribuicdes. Foram obtidos as médias, desvios-padrdo e coeficientes de
variacgdo para cada conjunto de dados. Em seguida, foi realizado o teste one-way ANOVA para
cada conjunto de dados, para verificar se existiram diferenca entre as variancias, e o pos-teste
de Tukey, de multiplas comparacdes, para verificar quais médias foram significativamente
diferentes (p<0,05).

2.7 Resultados e Discusséo

Como primeira etapa deste trabalho, foi realizada a extracdo de RNA total das amostras
de duodeno coletadas nos 57 frangos, submetidos aos 3 tratamentos experimentais aqui
avaliados. De forma geral, o rendimento do RNA extraido foi satisfatério, com uma média de
rendimento de 2231,0+782,5 ng/uL e valores médios de A260/A280 e A260/A280 de 2,1+0,05
e 2,0+0,10, respectivamente. Com relagdo a integridade, os RNAs extraidos se apresentaram
relativamente integros, conforme pode ser visualizado pelo perfil de eletroforese de algumas
das amostras extraidas ilustrado na FIGURA 1. Os dados de quantificacdo e analise de
qualidade das 54 amostras estdo apresentados na TABELA 2. Portanto, as amostras de RNAS
extraidas apresentaram padrfes de qualidade suficientes para seu emprego nas reacfes de RT-
qPCR.
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FIGURA 1 — Gel de eletroforese em agarose para analise da integridade de amostras de RNA

total extraidas a partir de intestinos de frango de corte

Legenda: Perfis de integridade de amostras de RNA total obtidos a partir da resolucdo de RNA
em eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e documentado em
transluminador com luz UV Gel Doc XR (Bio-rad, Hercules, CA, EUA). Na canaleta 1 foi
aplicado marcador de pelo molecular de 1 kb DNA ladder (Kasvi), nas canaletas demais
canaletas foram aplicadas diferentes amostras de RNA total, onde é possivel perceber 3 bandas
bem visiveis que representam os rRNAs ribossomais 28S, 18S e 5S.

TABELA 1 - Dados de quantificacdo das amostras de RNA total extraidas a partir de intestino
de frangos de corte

Grupo Experimental Identificacdo do RNA ng/pL A260/280  A260/230
CONTROLE 13 4249,2 2,06 2,12
CONTROLE 14 4132,4 2,03 2,09
CONTROLE 15 3157,9 1,95 1,69
CONTROLE 49 1953 2,13 2,05
CONTROLE 50 469,9 2,08 1,82
CONTROLE 51 21475 2,13 1,92
CONTROLE 22 1878 2,1 1,92
CONTROLE 23 1862,5 2,09 1,9
CONTROLE 24 1316,5 2,22 1,96
CONTROLE 25 1252,5 2,07 2,02
CONTROLE 26 1458,3 2,12 1,97
CONTROLE 27 1180,9 2,07 1,96
CONTROLE 34, 888,6 2,07 1,97
CONTROLE 35 2171,2 2,1 2,04
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CONTROLE 36 1538,4 2,11 2,1
CONTROLE 37. 1455 2,1 2,04
CONTROLE 38. 1608,4 2,12 2,08
CONTROLE 39. 1993,3 2,12 2,09
ANTIBIOTICO 4 4559 1,99 1,76
ANTIBIOTICO 5 3273,4 2,05 2,12
ANTIBIOTICO 6 3208,7 1,97 1,76
ANTIBIOTICO 19 2554,4 1,96 1,44
ANTIBIOTICO 20 2454 1,98 1,53
ANTIBIOTICO 58 518,1 2,04 2,05
ANTIBIOTICO 59 1942.2 2,12 2,08
ANTIBIOTICO 60 2299,9 2,12 2
ANTIBIOTICO 21 2035,5 2,12 1,92
ANTIBIOTICO 31 1452,8 2,1 2,1
ANTIBIOTICO 32 1950,2 2,11 2,04
ANTIBIOTICO 33. 1353,3 2,1 2,03
ANTIBIOTICO 61 570,2 2,14 2,09
ANTIBIOTICO 62 22377 2,1 1,9
ANTIBIOTICO 63 1674,1 2,1 2,02
ANTIBIOTICO 67 2093,8 2,07 2
ANTIBIOTICO 68 22524 2,12 1,99
ANTIBIOTICO 69 44547 2,11 2,16
MRS3 10 2823,8 2 1,91
MRS3 11 3496,3 2,01 1,78
MRS3 12 2055,8 2,12 2,15
MRS3 43 24843 2,12 1,95
MRS3 44 1795,1 2,12 2,08
MRS3 46 1387,2 2,1 1,76
MRS3 47 1649,1 2,13 2,05
MRS3 48 1666,7 2,12 2,07
MRS3 55 2234,9 2,13 2,09
MRS3 56 4629 2,13 2,12
MRS3 57 2509,8 2,13 2,03
MRS3 28. 2089,9 2,1 2,01
MRS3 29. 1571,4 2,09 2,09
MRS3 30. 520,9 2,01 2,13
MRS3 70 1965,4 2,11 2,01
MRS3 71 1974,6 2,11 2,01
MRS3 72 3224 2,04 2,08
MRS3 45 831,7 2,08 2,1
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Durante a etapa de padronizacéo das reacdes de gPCR para amplificagdo dos genes IL8,

AVBD9, Zonulina, Colecistoquinina e B-actina conseguimos reacdes com eficiéncia de
amplificacéo entre 90-110% para todos os genes, mesmo IL8. Muito provavelmente a expressdo
de IL8 no intestino de frangos de corte no momento do abate aos 42 dias de idade é baixa, e por
isso, a quantidade de mRNA deste gene em amostras de RNA total extraida néo foi suficiente
para gerar sinal de amplificacdo detectdvel em nosso sistema experimental de amplificacao.
Devido a dificuldade de aquisicdo de novos reagentes, como por exemplo, um novo kit de
producdo de cDNA, um outro tipo MasterMix de QPCR mais sensivel de outro fabricante ou a
fabricacdo de um novo par de iniciadores para uma nova tentativa de amplifica¢cdo do marcador
IL8, ndo foram possiveis realizar novos testes para tentar gerar os resultados de expressao
génica deste marcador. Por esse motivo, nao foi possivel realizar a analise da expressao génica
de IL8 entre os diferentes grupos experimentais avaliados neste trabalho. E relatado na literatura
um baixo nivel de expressdo génica de IL8 no intestino de frangos (WANG et al., 2020), o que
pode explicar a dificuldade encontrada para amplificacdo deste marcador por RT-gPCR

Para os demais marcadores, foi possivel realizar a amplificacdo por RT-qPCR de todas
as 54 amostras de cDNA produzido a partir das amostras de RNA total. Os resultados da analise
de quantificacdo relativa da expressdo génica de AVBD9, Zonulina e Colecistoquinina em
amostras de intestino de frango de corte estdo sumarizados na FIGURA 2. Em todos os
resultados de analise de expressdo génica relativa, o grupo controle sem suplementacéo foi
usado como calibrador, e seu nivel relativo de expressdo génica médio é considerado de 1. A
partir da expressao dos animais do grupo controle, a expressdo dos demais grupos experimentais
é obtida.
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FIGURA 2 - Expressao relativa de AVBD9, Zonulina e Colecistoquinina em intestino de
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Legenda: A expressdo génica de AVBD?9, Zonulina e Colecistoquinina em intestino de frangos
de corte foi representada pelo nivel relativo de expresséo génica. Os dados foram expressos em
quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-padrdo, de mRNA, de acordo com o
método descrito por Livak & Schmittgen (2001) usando como calibrador a média dos dados de
expressdo dos animais sem suplementacdo (Controle). O resultado de cada tratamento é
mostrado como uma média da quantidade relativa da expressdo do calibrador, que tem nivel de
expressdo definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias.
Diferencas entre os tratamentos foram avaliadas usando one-way ANOVA seguida do pds-teste
de Turkey. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; p<0,01 e p<0,001) entre os
tratamentos experimentais foram identificadas nos graficos com (*, ** e **** respectivamente)
sobre tragos.
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A suplementacdo com antibiotico produziu aumento significativo (p<0,001) na
expressdao génica de AVBD9 no intestino de frangos em comparagdo ao grupo controle sem
suplementacdo e ao grupo suplementado com L. reuteri MRS3. AVBD9 é uma B-defensina,
gue compdem um conjunto de pequenos peptideos secretadas constitutivamente por mucosas
relacionados com a imunidade inata. O aumento da expressdo de AVBD9 produzido pela
suplementacdo com antibidticos indica que esse tratamento aumenta a resposta imune inata
intestinal, o que esta de acordo com seu efeito como promotor de crescimento. Aumentos na
expressao génica de AVBD9 podem estar relacionados a uma melhora na resisténcia de animais
suplementados com antibi6ticos a contaminacao por bactérias gram-positivas ou negativas, o
que pode explicar os melhores indices zootécnicos encontrados em animais que receberam esse
tratamento quando comparados com 0s animais que ndo receberam suplementacdo ou que
receberam suplementacdo com L. reuteri MRS3 (ZHANG et al.,, 2016). A auséncia de
diferencas na expressdo de AVBD9 entre o grupo suplementado com L. reuteri MRS3 e 0
controle sem suplementacao indica que o probidtico provavelmente ndo € capaz de interferir na
modulacdo da resposta imune em nivel de mucosa intestinal.

N&o houveram diferencas significativas entre os 3 tratamentos com relacdo a expressao
génica de Zonulina (p>0,05). A Zonulina € uma proteina que regula a permeabilidade intestinal,
considerada em mucosas como uma proteina reguladora de juncdes estreitas. O aumento da
expressdo de Zonulina em mucosas sao parte da manutencdo autéloga da homeostase intestinal,
incluindo regulacdo especifica da resposta imune e aumento da permeabilidade intestinal
(ZHANG et al., 2024). Mesmo que nédo tenha sido significativo, existe uma tendéncia de
maiores niveis de expressdo de Zonulina entre animais suplementados com Antibi6ticos e L.
reuteri MRS3 em comparacdo ao nivel de expressdo encontrado nos animais controle
(p=0,1574). Portanto, os niveis aumentados de Zonulina nos animais suplementados com
antibioticos e L. reuteri MRS3 podem estar associados a uma maior absorcdo de nutrientes pela
mucosa intestinal, o que pode explicar os melhores indices zootécnicos alcangados por esses
animais, que tiveram maior ganho de peso e peso médio ao abate em relacdo aos valores

observados em aves que ndo receberam nenhum aditivo nutricional (dados ndo publicados).
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Por fim, ndo foram encontradas diferencas significativas na expressdo génica de

Colecistoquinina entre os diferentes grupos experimentais aqui avaliados. A colecistoquinina é
um horménio secretado pela mucosa intestinal que tem varios efeitos relacionados a regulacao
do apetite e da saciedade, bem como com o controle do fluxo de contetido estomacal em direcao
ao intestino. A auséncia de diferenca na expressao de Colecistoquinina entre os diferentes
grupos experimentais provavelmente indica que os aditivos alimentares aqui avaliados
(Antibidtico e L. reuteri MRS3) ndo exercem efeito sobre o controle de saciedade e motilidade
do contetdo estomacal para o intestino. Esse achado esta de acordo com os resultados de indices
zootécnicos que avaliaram consumo de racdo e conversao alimentar, nos quais ndo foram

encontradas diferencas significativas entre os trés tratamentos.

3 CONCLUSAO

Devido a problemas experimentais o principal objetivo deste trabalho que era avaliar as
alteracBes de expressdo génica de I1L8 no intestino de frangos submetidos a suplementacao
nutricional com L. reuteri MRS3 n&o foi alcangado. Porém, outros marcadores foram dosados
nas amostras de intestino de frangos submetidos ao experimento de suplementacdo em campo.
Apesar de nao esclarecerem todos os efeitos observados na variacdo dos indices zootécnicos
entre os tratamentos experimentais, os dados de expressdo génica de AVBD9, Zonulina e
Colecistoquinina aqui apresentados apresentam relagdes importantes com alguns dos resultados
observados no experimento em campo. Novos estudos em campo e moleculares precisam ser
realizados para elucidar com mais clareza possiveis efeitos benéficos da linhagem L. reuteri

MRS3 na suplementagéo nutricional de frangos de corte.
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