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RESUMO

O Brasil se encontra entre os maiores produtores e € o maior exportador mundial de carne de frango.
Devido a presses do mercado interno e externo, a restri¢cdo e proibicdo do uso de antimicrobianos
como promotores de crescimento (APC), que promovem um melhor desempenho produtivo, ha uma
urgente necessidade de se encontrar alternativas que possam substituir tais promotores, entre as quais
pode-se citar os probidticos. Trabalhos prévios demonstram em ensaios in vivo (realizado no campus
Bambui) que a linhagem Weissella paramesenteroides WpK4, isolada de animais, apresenta
evidéncias de serem benéficas no desempenho produtivo de frangos e, por isso, com efeito probidtico.
Portanto, o presente projeto tem como objetivo comparar a expressdo génica relativa de INF-gama a
partir de amostras de intestino de frangos suplementados com em Weissella paramesenteroides
WpK4 com aquela observada em animais controles que receberam APC ou sem nenhuma
suplementacdo. Serdo extraidos RNA total de 54 amostras de intestinos de frango dos varios grupos
experimentais, a serem usadas em ensaio de RT-qPCR para dosagem relativa da expressdo do mRNA
de INF-gama. Entretanto, devido a greve e atraso na liberagdo dos recursos de custeio previstos no
edital 069/23 o projeto se encontra ainda inativo sem indicacdo de bolsista, por esse motivo o projeto
ainda ndo tem resultados. Com esta pesquisa, espera-se complementar a elucidacdo dos possiveis
mecanismos envolvidos nas respostas de desempenho dos frangos alimentados com este probiotico e
publicacdo de um artigo cientifico, além de uma orientacdo PIBIC Jr e um TCC.

PALAVRAS CHAVES:

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 o maior
exportador e o terceiro maior produtor de carne de frango, com uma producao 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). Os fatores que contribuiram para a
evolucdo da avicultura de corte e obtencdo de indices produtivos recordes estdo relacionados
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principalmente com o melhoramento genético dos animais, pesquisas em nutricdo para atender as
exigéncias nutricionais destes animais melhorados, melhorias no manejo e ambiéncia das instalacdes
para as aves e, também a implantacdo de um programa de biosseguridade e praticas que levam a uma
melhor sanidade destes animais, garantindo a producdo de proteina animal de alta qualidade em ciclos
de producéo de 42 dias do nascimento ao abate.

A tendéncia atual é que o setor avicola global continue a crescer a medida que a demanda por
carne e ovos seja impulsionada pelo crescimento da populacdo, aumento da renda e intensificacdo da
urbanizagdo. Portanto, atualmente os desafios que o setor esta enfrentando estdo relacionados a
producdo de alimentos com seguranca e qualidade nutricional, aos desafios sociais (redugéo da
pobreza e equidade), aos impactos sobre a satde e bem-estar (animal e humana) e aos impactos sobre
0 meio ambiente (consumo de recursos naturais e geracdo de mudancas climéaticas) (MOTTET &
TEMPIO, 2017).

A avicultura de corte gera proteina animal de alto valor nutricional com um ciclo de producéo
rapido. No Brasil, onde uma granja bem-organizada, com programacdo correta das atividades,
permite ao produtor criar mais de 6 lotes de frangos de corte por galpdo em um ano. Este nimero de
lotes criados depende da idade de abate dos frangos e do periodo de vazio sanitario entre os lotes
(MACARI et al., 2014). A densidade de criacdo (aves/m2 de galpdo) varia muito de uma granja para
outra em funcdo do clima, da época do ano, tipo de instalacdo e nivel tecnoldgico para melhoria da
ambiéncia, idade e peso das aves ao abate (MACARI et al., 2014). Portanto, para atingir um ciclo
eficiente de producdo aliado a uma otimizacdo da densidade, a eficiéncia na conversao alimentar e
frangos de alta performance sdo fatores centrais para uma producao de sucesso. Esta alta densidade
de criacdo se torna um desafio sanitrio 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 evolucdo da avicultura, contribuindo
muito com melhoria do ganho de peso e conversdo 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 veiculag¢do 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 o0 mundo seguiram a mesma tendéncia de limitar o uso de
antibidticos na producéo animal.

Por este motivo, hoje ha uma grande demanda para a busca e avaliacdo dos efeitos de novos
aditivos alimentares sobre o desempenho produtivo de frangos. Na avaliacdo de suplementos
alimentares em frangos considera-se um bom suplemento aquele que apresenta resultados que sejam
iguais ou superiores aos apresentados pelos animais que receberam APC na dieta. Entre as alternativas
que vem sendo estudadas, a suplementacdo nutricional com probioticos vem sendo descrita como
produtora de beneficios & satde dos animais e de melhora na performance de crescimento de frangos
em condic¢des de producdo (WU et al., 2019). Os probidticos sdo definidos como microrganismos
vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a satde do
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hospedeiro. De forma geral, as Bactérias do &cido latico vem sendo descritas apresentando efeito
probidtico em varios modelos animais de investigacao.

No ano de 2021, um experimento com frangos de corte foi conduzidos no IFMG - campus
Bambui, e demonstrou a eficiéncia de uma linhagem potencialmente probidtica de Weissella
paramesenteroides WpK4 (dados a serem publicados e projeto ainda em andamento aprovado no
edital 015/2021 e registro de aprovacdo na CEUA n.01/2021). No experimento, nosso grupo de
pesquisa avaliou os efeitos da suplementacdo da linhagem probidtica em comparagdo a grupos de
animais que receberam suplementagdo com APC (bacitracina de zinco) e outro sem nenhum aditivo
alimentar. Nossos dados apontam que a suplementacdo com Weissella paramesenteroides WpK4
proporcionou melhor conversédo alimentar (kg racao/kg de peso vivo), isto indica um menor consumo
de racdo com concomitante melhor conversdo em peso no dia do abate, em relagdo as aves que
receberam racdo com e sem APC. Entretanto, 0 ganho de peso de animais suplementados com
Weissella paramesenteroides WpK4 foi semelhante ao ganho de peso de animais que ndo receberam
nenhuma suplementacdo em sua dieta. Esse resultado sugere que este probiotico tem efeitos sobre a
regulacdo do apetite das aves e em uma melhor taxa de digestao e absor¢éo de nutrientes no intestino,
produzindo melhor conversdo alimentar, o que se traduz em maior produtividade e maior eficiéncia
em conversdo de nutrientes em peso ao abate. Ao final do experimento, foi coletado uma por¢éo do
duodeno do frango que tinha peso vivo no dia do abate mais proximo ao peso médio dos animais da
parcela, totalizando a coleta de 18 amostras de intestino em cada tratamento e 54 amostras de intestino
no total, que foram armazenadas em RNA later a — 20°C.

Compreender a influéncia de tratamentos alternativos sobre o estado inflamatério e a satde
do trato gastrointestinal pode explicar a eficacia e os beneficios observados na suplementacdo de
frangos com Weissella paramesenteroides WpK4. Além disso, ndo foi realizado ainda estudo
avaliando o efeito da suplementacéo desta linhagem probiética sobre a expressdo génica de INF-gama
no intestino de frangos criados em condi¢Ges de producdo comercial, que pode ser facilmente avaliado
por RT-qPCR com base nas amostras de intestino armazenadas me RNAlater disponiveis. Uma
melhor compreensdo do papel de Weissella paramesenteroides WpK4 na imunidade intestinal
permitird uma evolucdo na disponibilizacdo aos produtores de novos suplementos para controlar
doencas entéricas na avicultura de corte, baseado no conhecimento de como esses tratamentos
alternativos usando probioticos diferem dos tratamentos convencionais baseados no uso de APCs.
Este projeto compde uma das agdes do Grupo de Pesquisa “Produgédo, nutrigdo e alimentagido de ndo
ruminantes” do IFMG- campus Bambui.

METODOLOGIA:

O experimento proposto neste projeto é uma continuacdo do executado no projeto intitulado
“Prospeccdo dos efeitos benéficos da linhagem probidtica Weissella paramesenteroides WpK4 na
producao em escala comercial de frangos de corte” aprovado pelo edital 015/21 e concluido em 2023.
O experimento com animais foi realizado no galpdo experimental para frangos de corte do IFMG —
campus Bambui. Os procedimentos para sua execucdo foram aprovados pela CEUA/IFMG sob
protocolo de nimero 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
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Gumboro, por via oral através da agua de bebida. As aves foram distribuidas em um delineamento
inteiramente casualizado, com 3 tratamentos, 90 em cada um. Os tratamentos experimentais aplicados
a partir do primeiro dia de idade s&o descritos abaixo:

Tratamento 1: Dieta controle negativo (sem adi¢do de probidtico e de promotor de crescimento a base
de antibidtico);

Tratamento 2: Dieta controle positivo (com adicdo de Bacitracina de Zinco como promotor de
crescimento, de acordo com informaces do fabricante);

Tratamento 3: Dieta com suplementacdo de W. paramesenteroides WpK4(com adigdo de W.
paramesenteroides WpK4 liofilizado em uma concentracio de 10® UFC/g de racéo farelada);

As racbes 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). Foi selecionada
18 aves por tratamento aos 42 dias de idade, totalizando 54 aves, as quais foram pesadas e abatidas..
Apbs depenadas, as aves foram evisceradas manualmente seguindo os procedimentos padrdo do
abatedouro. As aves foram abertas e o intestino delgado removido e limpo assepeticamente. Uma
por¢édo de 500 pg do duodeno foi coletada e armazenada em microtubos contendo 500 uL de RNA
later e armazenadas em freezer -80 °C no Laborat6rio de Pesquisa Multiusuario até 0 momento da
extracdo de RNAtotal.

As 54 amostras de intestinos para a realizagdo desta pesquisa foram provenientes do projeto
de pesquisas aprovado no Edital 15/2021 e registrados no IFMG, sendo ele: “Prospeccao dos efeitos
benéficos da linhagem probidtica Weissella paramesenteroides WpK4 na producdo em escala
comercial de frangos de corte” sob coordenagdo do professor Raphael Steinberg da Silva e co-
orientacéo do professor Adriano Geraldo. O projeto foi aprovado na CEUA — IFMG no protocolo
01/2021 e contemplava as coletas de tecidos intestinais e para futuras analises, caso fosse obtidos
recursos para sua realizagéo.

Aproximadamente 500 g de duodeno foi coletada no abate dos frangos e foi armazenado em
RNA later (LGC) e estocado em freezer -80°C até 0 momento da extragdo de RNA. O RNA total sera
extraido usando o reagente TRIzol (Invitrogen) de acordo com as recomendac¢des do fabricante. O
RNA total extraido de todas as amostras de intestino sera 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 sera avaliada através de sua
eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio. Serdo utilizadas amostras que
apresentarem quantificacdo acima de 200 pg/mL de RNA, relacdo de A260/A280 entre 1,7-2,1 e uma
relacdo geral de 2x de intensidade da banda do rRNA 28s em relagéo a banda do rRNA 18s sem
arraste nos géis de eletroforese.

Um total de 10 pug de RNA total obtido de amostra de duodeno serd submetido a remocéo de
DNA gendmico usando o kit Turbo DNAse | (Life Techonologis, Grand Island, NY, USA) seguindo
as recomendacdes do fabricante. O RNA total tratado sera usado em reac6es de Reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) para producdo de cDNA usando o kit High Capacity (Life
Techonologis, Grand Island, NY, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. Sera utilizado 1ug
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de RNA para cada reacdo de RT-PCR. O RNA total e o cDNA serdo armazenados a -20°C até o
momento de sua utilizacao

Para as reacOes de quantificacdo em tempo real por RT-gPCR do gene alvo INF-gama e dos
genes normalizadores GAPDH B-actina serdo 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’. Apds a reagdo de amplificagdo a curva de dissociag@o sera obtida
através das etapas de aquecimento, resfriamento e aquecimento sucessivas (95° C por 15, 60° C por
157 ¢ 95° C por 15”°). Para as reagdes de gqPCR sera utilizado Master Mix SYBR Green
(ThermoFisher), placas MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate fechadas com selante
MicroAmp® Optical Adhesive Film (Life Techonologis). Como iniciadores serdo usados 0s
seguintes oligomucleotideos: para INF-gama Forward 5°’AGC TGA CGG TGG ACC TATTATT 3’
e Reverse 5 GGC TTT GCG CTG GAT TC 3°, para GAPDH Forward 5’GAG GGT AGT GAA
GGC TGC TG3’ e Reverse 5’CAT CAA AGG TGG AGG AAT GG3’, e para B-actina Forward
5’ATG TGG ATC AGC AAG CAG GAG TA3’ e Reverse 5’TTT ATG CGC ATT TAT GGG TTT
TGT3".

Para quantificagdo relativa da expressdo génica da citocina INF-gama em amostras de cDNA
oriundas de RNA total obtido de tecido intestinal sera realizada amplificagdo do cDNA por RT-gPCR.
Serdo utilizadas as condicGes de reacdo padronizadas com eficiéncia entre 90-110%. Para
normalizacdo dos dados de expressdo, serdo usados os resultados das amplificacbes do cDNA
codificado pelos genes GAPDH e B-actin. Para obtencdo dos dados de nivel relativo de expresséo
(NRE), sera empregado o método derivado do RQ (relative quantification) = 2244 (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001), descrito por Hellemans et al., (2007) usando a equacéo (1):

NRE y = [E}{] ACY, (Coy calibrador — Cy, amostra teste)

n (Equagdo 1)
”\/ [T [Eraf] &Cret (Corer calibrador — G amostra teste]

Sera usado como calibrador os dados de expressdo do grupo controle sem nenhuma
suplementacdo. Os resultados serdo expressos graficamente usando média e desvio-padrdo dos
valores do nivel relativo de mRNA de INF-gama/ normalizado pelo fator de normalizacéo, este Gltimo
dado pela média geométrica das quantidades relativas de mRNA de GAPDH e B-actin, para cada
grupo experimental. Para a producéo dos graficos e andlise estatistica dos dados obtidos sera utilizado
o software GraphPad Prism® 6 (GraphPad Software Inc.). Os valores obtidos serdo avaliados pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade das distribuicbes. Serdo obtidos as
médias, desvios-padrdo e coeficientes de variacdo para cada conjunto de dados. Em seguida, sera
realizado o teste one-way ANOVA para cada conjunto de dados, para verificar se existirdo diferenca
entre as variancias, e o pos-teste de Tukey, de mdltiplas comparac@es, para verificar quais médias
serdo significativamente diferentes (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSOES:
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Diante da ocorréncia da greve de servidores federais em educacdo em 2024 o inicio da
execucdo do projeto foi comprometido, uma vez que a execucao necessita do trabalho presencial do
coordenador e técnica de laboratério, bem como presenca de alunos bolsistas e voluntarios, que
devido a suspensdo do calendario académico em 29 de abril de 2024 até 08 de julho de 2024 nédo
estavam indo ao campus. Somado a este fato, atrasos na liberag&o dos recursos de custeio, essenciais
para a execucdo do processamento das amostras de intestino, producdo do cDNA e execucdo das
reacGes de RT-gPCR propostas, impediram até 0 momento que 0s insSUMos necessarios chegassem
até as instalacbes do Laboratério de Pesquisa Multiusuario do IFMG-campus Bambui, impedindo,
até o presente momento, que o projeto pudesse ser reativado e executado. Por esse motivo, inclusive,
ainda ndo houve indicacdo de aluno bolsista para executar a proposta. Portanto, ndo foram gerados
resultados neste trabalho.

CONCLUSOES:

Com a retomada do projeto nos proximos meses, uma vez que 0S recursos para aquisicao de
material de consumo foram finalmente liberados e a modalidade de compra pelo cartdo BB Pesquisa
consolidada, esperamos comprar 0s reagentes necessarios para a execucao de todas as etapas do
projeto. Além dos resultados da dosagem do INF-gama entre 0s 3 grupos experimentais, que podem
esclarecer os possiveis efeitos do tratamento com Weissella paramesenteroides WpK4 sobre os
indices zootécnicos previamente avaliados em campo, esperamos contribuir para a formacédo de
recursos humanos capacitados nas metodologias envolvidas nesta pesquisa.
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