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RESUMO

O objetivo da pesquisa foi avaliar o comportamento das células do sistema imune ap6s
a aplicacdo da vacina SG9R (Salmonella Gallinarum), correlacionando a intoxicacdo de
aflatoxinas (AFLA) em poedeiras comerciais com e sem adsorvente (AAM) na dieta. Foram
utilizadas poedeiras comerciais de linhagem Brown com um dia de idade. A vacina foi utilizada
de forma subcuténea na regido dorsal do pescoco, aplicando 0,2 ml por ave. As coletas de
sangue foram realizadas 3, 14 e 21 dias ap0s a vacinacdo. Durante o experimento foram
utilizadas duas doses de Aflatoxinas (1 e 2,5 ppm) e duas concentragdes de adsorvente (1 e 2,5
kg/ton), de acordo com os seguintes tratamentos: T1 (controle); T2: 9R + 2,5 ppm AFLA + 2,5
kg/ton AAM; T3: 9R; T4: 9R +2,5 ppm AFLA; T5: 2,5 ppm AFLA; T6: 2,5 ppm AFLA +
2,5kg/ ton AAM; T7: 9R + 1 ppm AFLA; T8: 9R + 1 ppm AFLA + 1 kg/ton AAM. As aves
comegaram a consumir AFLA/AAM desde o primeiro dia. As células avaliadas foram:
linfocitos T citotdxicos de mucosa (CD4 TCRvB1™), linfécitos T citotoxicos ativados (CD8*
CD28), linfécitos T auxiliares de mucosa (CD4*TCRvp1%), linfocitos B (Bu-1a *), monécitos
(Kul*MHCII*), mondcitos fagociticos (%) e heteréfilos fagociticos (%). Os marcadores
celulares foram interpretados por citometria de fluxo. A vacina SGO9R reduziu de forma
significativa (p<0,05) a concentragdo de linfécitos T citotoxicos ativados (CD8'CD28),
tornando esse marcador um bom pardmetro para ser analisado antes e ap0s a imunizagdo com
SG9R. Os mondcitos (Kul*MHCII®), apresentaram aumento estatisticamente significante
(p<0,05) de concentracdo apos a vacinagédo. As aflatoxinas demonstraram um efeito supressivo
sobre os linfécitos T auxiliares de mucosa (CD4*TCRVB1*), linfécitos T auxiliares periféricos
(CD4*TCRVBIY) e linfécitos T citotoxicos de mucosa (CD4TCRVB1™) em aves vacinadas,
apresentando diferenca significativa (p<0,05) nas coletas com 3 e 14 dias ap0s a vacinagdo. A
inclusdo de 2,5 kg/ton de adsorvente na racdo na presenca da vacina, neutralizou os efeitos da
aflatoxicose relatados acima, especialmente nas concentracdes de linfécitos T auxiliares de
mucosa (CD4"TCRVBI1Y), linfocitos T auxiliares periféricos (CD4*"TCRVp1°) e linfécitos T
citotoxicos de mucosa (CD4TCRVPI1*). As concentraces dessas células aumentaram
significativamente (p<0,05) 21 dias apds a vacinacdo. Portanto, a concentracdo de células do
sistema imune pode apresentar diferencas apos a vacina SG9R. Os efeitos supressivos das
aflatoxinas junto a populacdo de linfocitos T ficaram evidentes apds a vacinagdo. No entanto,

esses efeitos foram neutralizados quando utilizado 2,5 kg/ton de adsorvente na racéo.

Palavras-chave: Tifo Aviario; Aflatoxinas; Aditivo Antimicotoxinas.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the behavior of some specific immune
cells after applying SG9R (Salmonella Gallinarum) live vaccine. The effect of adding Aflatoxin
(AFLA) and an anti-mycotoxin absorbent to the rations was also evaluated. One-day-old
commercial layers were used in this experiment. Each bird was vaccinated subcutaneously in
the neck with 0.2 ml of the vaccine.Blood samples were collected at 3, 14 and 21 days post
vaccination. The concentrations of the Aflatoxins mixed in the feed in the trial were 1 and 2.5
ppm (1 and 2.5 kg/ton). The concentrations of the anti-mycotoxins absorbent used were 1-2.5
kg / ton. The following treatments were used: T1: control; T2: 9R + 2.5 ppm AFLA + 2.5
kg/ton AAM; T3: 9R; T4: 9R +2.5 ppm AFLA; T5: 2.5 ppm AFLA; T6: 2.5 ppm AFLA + 2.5
kg/ton AAM; T7: 9R + 1 ppm AFLA; T8: 9R + 1 ppm AFLA + 1 kg/ton AAM. Birds started
consuming Aflatoxin and the anti-mycotoxin absorbent at one day of age. The following cells
were evaluated: peripheral helper T lymphocytes (CD4*TCRvBI), helper T lymphocytes of
mucosa (CD4"TCRvBI™), cytotoxic T lymphocytes of mucosa (CD4 TCRvpI*), Activated
cytotoxic T lymphocytes (CD87CD28), B lymphocytes (Bu-1a™), monocytes (Kul*MHCIIY),
phagocytic monocytes (%) and phagocytic heterophils (%). Cells markers were measured by
flow cytometry. SG9R vaccination significantly decreased (p<0.05) the concentration of
activated cytotoxic T lymphocytes (CD8"CD28"). Making this marker a good parameter to be
analyzed before and after immunization with SG9R. The monocytes (Kul*MHCII™) presented
a statistically significant increase (p<0.05) in concentration after vaccination. In the treatments
where aflatoxins were present we detected a large suppressive effect on the mucosal helper T
lymphocytes (CD4*TCRVBI™), peripheral helper T lymphocytes (CD4*TCRVpI) and cytotoxic
T lymphocytes of mucosa (CD4 TCRVBI*) in vaccinated birds. With significant difference
(p<0.05) in the collections with 3 and 14 days after vaccination. The inclusion of 2.5 kg of the
adsorbent in the diet per tonne of feed neutralized the effects of aflatoxicoses reported above,
especially in the concentrations of helper T lymphocytes of mucosa (CD4*TCRVAIY),
peripheral (CD4"TCRVpI) and cytotoxic of mucosa (CD4 TCRVBI™). Increasing the
concentration of these cells in the significant difference (p<0.05) 21 days after vaccination.
Therefore, the concentration of immune system cells may show differences after the SG9R
vaccine. The suppressive effects of aflatoxins on the T lymphocyte population were evident after

vaccination. However, these effects were neutralized with 2.5 kg / ton of adsorbent.

Keywords: Fowl Typhoid; Aflatoxins; Anti-mycotoxin Additive.
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1 INTRODUCAO

A avicultura representa mais de 40% da producdo de proteina animal brasileira,
deixando o setor avicola entre os mais importantes setores de producdo pecuario do Brasil,
colocando o pais como segundo maior produtor de carne de frango do mundo, ficando atras
apenas dos Estados Unidos (FAO, 2017). A producdo média de pintos de corte no Brasil em
2016 foi de 6,5 bilhdes, totalizando um volume de producdo de carne de 13,5 milhdes de
toneladas (APINCO, 2017).

Jé a avicultura de postura comercial totalizou 39,2 bilhGes de ovos, indice de reducdo
inferior a 1% comparado ao ano de 2015. Mesmo com essa involugéo, a producao de ovos teve
bons indices de crescimento nos ultimos anos. Na década anterior (2001-2010), o volume de
ovos produzidos evoluiu 3,4% ao ano, enquanto no decorrer da presente década, a expansdo
anual atinge 4,3%. Isso fica mais perceptivel na evolucdo do consumo per capita do Ultimo
septénio, quando saltou de 148 ovos em 2010 para 190 ovos consumidos por habitante no brasil
em 2016 (ABPA, 2017).

Ao contrario do setor de frango de corte, onde existe uma padronizacao de producéo ja
estabelecido por empresas integradoras, o setor de postura comercial ainda apresenta uma
grande diversidade de sistemas produtivos, aumentando os riscos de ordem sanitaria. A
organizacdao mundial de satde animal enumerou 118 doengas de notificacdo obrigatéria, onde
13 delas afetam diretamente a avicultura industrial, com distincdo especial a influenza aviaria,
doenca de Newcastle, Micoplasmoses, Laringotraqueite Infecciosa e Salmoneloses (OIE,
2018).

Salmonelose aviaria é o termo utilizado para designar trés doencas provocadas pelas
bactérias do género Salmonella em aves: a Pulorose, causada por Salmonella Pullorum (SP); o
Tifo Aviario (TA), cujo o agente etioldgico é Salmonella Gallinarum (SG); e o Paratifo Aviario,
causado pelos demais sorovares de Salmonella. (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO,
2009). O Tifo Aviario € caracterizado como uma doenga sistémica severa que causa perdas
econbmicas na avicultura mundial, provocando alta morbidade e mortalidade, queda na
producio de ovos e pintos de baixa qualidade (BERCHIERI JUNIOR, 2001).

Salle e Moraes (2009) ressalvam que principios de biosseguridade devem ser seguidos
para prevenir doengas importantes. Medidas de controle, tais como sele¢do cuidadosa do
fornecimento de pintos, programas de limpeza e desinfec¢do de instalagdes, vazio sanitario,
cuidados com o descarte de animais mortos, desinfeccdo de veiculos, controle de vetores,

fornecimento de &gua e racdo de qualidade s&o as principais a¢les para a prevencao do tifo
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aviario (BRADEN, 2006). No entanto, vacinas vivas tém sido adotadas com maior frequéncia
para a prevencdo desta doenca e fazem parte dos programas sanitarios da atual industria avicola
de postura no Brasil (ZANCAN, 2013). Segundo Barrow e Wallis (2000) as vacinas vivas sdo
alternativas mais apropriadas, porque podem ser administradas oralmente e sdao mais efetivas
em prevenir a infecgdo por Salmonella spp., por induzir forte resposta imune celular e humoral
(sistémica e local).

Os principais fatores que afetam o sucesso da vacinagédo estdo relacionados a propria
vacina, eventos relacionados a administracdo da vacina, fatores endégenos das aves, condicdes
de manejo e fatores relacionados ao agente etioldgico. Dentre os fatores endégenos das aves
podemos citar a idade de vacinagdo, sexo, revacinacao, idade de desafio, resisténcia genética,
imunidade passiva e 0 grau de imunossupressdo das aves. As principais causas de
imunossupressao das aves sdo ocasionadas por estresses, doencas intercorrentes e pela ingestdo
de micotoxinas (BASTOS; CARON, 2016).

As micotoxinas sdo substancias quimicas resultantes da atividade metabolica de fungos,
gue podem intoxicar seres humanos e animais. O efeito agudo mais frequente sdo as alteracdes
de fun¢bes hepaética e renal, entretanto, algumas micotoxinas agem primariamente, produzindo
imunodeficiéncia (GOMPERTZ et al., 2005). Entre as micotoxinas que se destacam na
contaminagdo dos grdos de consumo das aves estdo: as aflatoxinas, as fumonisinas, 0s
tricotecenos e as ocratoxinas (TESSARI; CARDOSO, 2008).

As aflatoxinas sdo atualmente as mais estudadas devido aos maiores impactos
econémico sobre o0 desempenho produtivo das aves (COLVERO, 2008). Segundo Giacomini
et al. (2006), além de comprometer o figado e rins, outros 6rgaos como, intestinos, baco, tecidos
linfoides também sofrem alteracdes. Entre os efeitos de imunossupressdao demonstrados em
aves, destacam-se a aplasia do Timo e da Bursa de Fabricius, reducdo do nimero e da atividade
das células T, supressdo da atividade fagocitaria e reducdo de componentes humorais, como
complemento (C4), interferons e imunoglobulinas IgY e IgA.

A avalicéo por sorologia e aferigdo do tamanho de 6rgéos linfoides, atualmente realizada
na avicultura comercial para estimar padrdes imunoldgicos, podem néo ter a total capacidade
de elucidar o mecanismo das alteracGes ocasionadas pelos patégenos (MENDONCA et al.,
2009). As avaliacOes realizadas na maior parte dos estudos voltados a imunofenotipagem de
linfdcitos aviarios estdo focadas em amostras do Baco e Timo, havendo alguns poucos estudos
sobre as populagdes celulares circulantes, de mais fécil avaliacdo (FAIR et al., 2008).

A Salmonella Gallinarum (SG) é considerada um patdgeno intracelular, sendo que a

imunidade celular desempenha um papel importante na imunidade protetora contra infecgdes
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(HOLT et al., 2010). Medir e quantificar células ligadas a imunidade celular, pode ndo ser uma
tarefa simples. A citometria de fluxo é uma técnica que permite analisar o fenétipo celular. Ou
seja, o citdmetro avalia cada célula individualmente, gravando varios parametros sobre a mesma
célula. Assim, é permitido identificar e quantificar células T, ligadas a imunidade celular
(BEIRAO, 2011).

Portanto, o objetivo desse estudo é avaliar o comportamento de células ligadas a
imunidade celular de aves vacinadas para Salmonella Gallinarum e ndo vacinadas, permitindo
quantificar niveis dessas células e também avaliar a influéncia das aflatoxinas junto ao sistema

imune das aves, correlacionando o uso ou ndo de adsorvente na dieta.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Imunidade das aves

Historicamente a imunidade significa protecdo contra doencas, mais especificamente
contra doencas infecciosas. As células e moléculas responsaveis pela imunidade constituem o
sistema imunoldgico, e sua resposta coletiva e coordenada a introducéo de substancias estranhas
é chamada de resposta imune. No entanto, mesmo as substancias estranhas ndo infecciosas
podem provocar respostas imunes. Além disso, mecanismos que normalmente protegem os
individuos da infeccdo e eliminam substancias estranhas também sdo capazes de causar lesdes

e doencas nos tecidos em algumas situaces (ABBAS et al., 2015).

2.2 Orgéos e tecidos linfoides das aves

Embora o sistema imune das aves funcione de maneira semelhante a dos mamiferos,
existem diferengas que necessitam ser entendidas mais profundamente (VAINIO; IMHOF,
1995). A estrutura e diferenciacdo dos 6rgdos linfoides nas aves apresentam diferencas
marcantes quando comparados com os mamiferos (ERF, 2008). Segundo Fellah et al. (2008),
as aves ndo possuem linfonodos, apresentando um Orgdo Unico, denominado Bursa de
Fabricius, localizada na regido da cloaca, microambiente ideal para a diferenciacdo dos
linfocitos B. Os linfdcitos T diferenciam-se no Timo, 6rgao formado por dois corddes de sete
lobos cada, dispostos paralelamente ao longo das jugulares (CAMPBELL, 2004).

Os tecidos linfoides secundarios sdo o Bacgo, Tonsilas Cecais e Placas de Peyer
localizadas na regido do ileo e tecidos linfoides associados as mucosas (MALTS) presentes no
proventriculo, trato reprodutivo, pulmdes e pele. Também é encontrada uma concentragdo de
tecido linfoide na regido oculonasal, denominada glandula de Harderian (CAMPBELL, 2004;
ERF, 2008; OLAH; VERVELDE, 2008).

As células do sistema imunoldgico das aves dividem- se de acordo com a morfologia
nuclear. Os agranuldcitos séo constituidos por linfocitos, macrofagos, mondcitos e trombacitos.
Os granulocitos sdo constituidos por heteréfilos, eosinéfilos, basofilos e mastocitos. A
morfologia dos granuldcitos varia de acordo com as espécies aviarias (NORIEGA, 2000).

Em uma ave saudavel, ha dois sistemas basicos de defesa. Estes sistemas operam

constante e simultaneamente, protegendo o animal de agentes infecciosos. Para melhor
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compreensdo, as respostas imunes sdo classificadas em imunidade natural e imunidade
adquirida ou também denominados mecanismos imunes ndo-especificos e especificos
(TREVISOL, 2006).

2.3 Imunidade natural ou inata

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa contra as infecgcdes. Seus
mecanismos ja se encontram presentes no organismo antes mesmo do encontro com agentes
patogénicos e sdo ativados por estes agentes antes que as respostas imunes adquiridas sejam
desenvolvidas (ABBAS et al., 2015).

Segundo Leffer (2004), a imunidade inata € uma resposta inicial que visa impedir a
infeccdo do hospedeiro e que em muitos casos pode eliminar os microrganismos causadores da
infeccdo. A capacidade de determinados microrganismos para causar enfermidades, em geral,
esta relacionada as estratégias que utilizam para resistir e/ou escapar das respostas imunes
inatas.

Além da inflamacdo ativa e da resposta antiviral a infecgcdes, o sistema imunologico
inato inclui defensas fisicas e quimicas em barreiras epiteliais, como a pele e o revestimento
dos tratos gastrointestinais e respiratorios, que funcionam em todos os momentos para bloquear
a entrada microbiana (ABBAS et al., 2015).

Para Kaiser (2010), a resposta sistema imune inata tem seus proprios receptores
(receptores de reconhecimento de padrbes), suas préprias células efetoras (neutrofilos,
heterofilos, células “natural killer” e células dendriticas), produz citoquinas e quimiocinas que

impulsionam as respostas inflamatdrias e influenciam na resposta imune adaptativa.

2.3.1 Receptores de reconhecimento de padroes (PRRs)

Os PPRS reconhecem antigenos exdgenos e enddgenos. De maior relevancia para a
resposta imune, os PRRs reconhecem padrfes moleculares associados aos patdégenos (PAMPS).
Estas podem ser moléculas expressas na superficie de agentes patogenicos, tais como
lipopolissacarideo (LPS), acido lipoteicoico, flagelina e peptidoglicanos, ou acido nucleico
patdgeno, incluindo RNA de cadeia simples, RNA de cadeia dupla ou DNA-CpG (KAISER,
2010).

O sistema imune inato também reconhece moléculas enddgenas que sdo produzidas ou

liberadas por células danificadas. Essas substancias sdo chamadas de padrfes moleculares
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associados ao dano (DAMPs). Os DAMPs podem ser produzidos como resultado do dano
celular causado por infecgdes, mas também podem indicar danos estéreis as células causadas
por uma infinidade de razdes, como toxinas quimicas, queimaduras, traumatismos ou
diminuicdo do suprimento de sangue (ABBAS et al., 2015).

O sistema imune inato usa varios tipos de receptores localizados em diferentes locais da
memabran plasmatica, endosomas, citosol de fagocitos, células dendriticas, endoteliais, assim
como estruras sollveis no sangue e secre¢des de mucosas para reconhecer PAMPs e DAMPs
(KOGUT et al., 2005).

Confrome Abbas et al. (2015), os princpais receptores associados as células estdo
representados pelos “Toll-like” (TLRs), “NOD-like” (NLRs), “RIG-like” (RLRS), sensores
DNA citossolicos (CDSs), “Lectin—like” tipo C (CLRs), “Scavenger” e receptores N-Formil
“Met-leu-phe”. Quando esses receptores de reconhecimento de padrdes associados a células se
ligam a PAMPs e DAMPs, eles ativam caminhos de transdugé@o de sinal que promovem as
fungBes antimicrobianas e pré-inflamatorias das células em que s&o expressas. Além disso,
existem muitas proteinas presentes no sangue e fluidos extracelulares que reconhecem PAMPSs.
Essas moléculas sollveis sdo responsaveis por facilitar a depuracdo de microbios do sangue e
dos fluidos extracelulares, aumentando a absorcdo de fagocitos ou ativando a morte

extracelular.

2.3.2 Defensinas

As defensinas sdo peptideos pequenos, catibnicos e antimicrobianos expressados
principalmente em células epiteliais, bem como em alguns leucdcitos. Séo constitutivamente
expressas em granulos de células fagociticas, como heterdéfilos para liberacdo imediata ou sdo
indutiveis em resposta a sinalizacdo de PRRs (KAISER, 2010). Nos mamiferos, existem trés
classes de defensinas: a-defensinas e p-defensinas sdo as principais classes, produzidas por
todos os mamiferos, com uma classe menor, g-defensinas, produzida apenas por primatas néo

humanos. Em aves, pelo contrario, existe apenas a familia p-defensina (LYNN et al., 2007).

2.3.3 Células dendriticas

As células dendriticas desempenham fungdes essenciais de reconhecimento e

efetividade na imunidade inata. Trata-se de uma familia heterogénea de células com processos
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citoplasmaticos longos, que estdo presentes nos epitélios e na maioria de tecidos. Devido a
localizacdo e morfologia, essas células estdo preparadas para detectar micrébios invasores.
Além disso, as células dendriticas expressam mais tipos diferentes de TLRs e receptores de
reconhecimento de padrdes citoplasmaticos do que qualquer outro tipo de célula, tornando-os
0s sensores mais versateis de PAMPs e DAMPs entre todos os tipos de células no corpo
(ABBAS et al., 2015).

Em mamiferos, apos as células dendriticas capturarem e processarem antigenos, ocorre
uma migrc¢éo para o linfonodo de drenagem local e amadurecem para um modo de apresentacao
de antigeno, perdendo a capacidade de fagocitose e endocitose, mas moléculas co-
estimuladoras reguladoras da elevagdo e tornando-se potentes estimulantes de células T. No
entanto, as galinhas, como outras espécies ndo mamiferas, carecem de linfonodos, e nestas
espécies o local da apresentacdo de antigenos por DCs a resposta imune adaptativa ndo esta
totalmente elucidado. (KAISER et al., 2010).

Existe um subconjunto particular de células dendriticas, chamadas células dendriticas
plasmocitoides. Essas células possui morfologia semelhante as células plasmaticas produtoras
de anticorpos. Trata-se de uma fonte importante de citocinas antivirais, interferons de tipo I,
produzidos em resposta a infecgbes virais. Essa caracteristica das células dendriticas
plasmocitoides deve-se em parte ao fato de que essas células expressam quantidades abundantes
de TLRs endossais (TLRs 3, 7, 8, 9), que reconhecem os &cidos nucleicos de virus que foram
internalizados na célula (ABBAS et al., 2015).

2.3.4 Fagocitos

Vaérios tipos de leucdcitos (células brancas do sangue) atacam, fagocitam, destroem e
eliminam agentes infecciosos ou particulas que eles reconhecam como estranhas
(BALESTIERI, 2005). Para Caron (2008), os fagdcitos também desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento da imunidade especifica, agindo como células apresentadoras
de antigenos (APC).

As aves possuem uma distingdo quanto as células polimorfonucleares em relacéo a
mamiferos, pois possuem heterdfilos, considerados as principais células efetoras de uma
resposta imune induzida (BROWNLIE; ALLAN, 2011). Para Kaiser (2010) os heterofilos,
equivalentes aos neutréfilos em mamiferos, sdo considerados os primeiros tipos de células a
responder, muitas vezes dentro de uma hora, ao local de uma infecgdo, particularmente

infeccdes bacterianas, em resposta as quimiocinas.
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Depois dos agentes patogénicos serem fagocitados, eles sdo mortos por uma variedade
de mecanismos, desencadeando a explosdo respiratoria com consequente producdo de reativos
de oxigénio (NADPH oxidase), assim como, com a liberacdo de proteinas (cathelocidina,
catepsina, mieloperoxidase e defensinas) em granulos para o interior do fagossomo
(CHUAMMITRI et al., 2009).

Outras células importantes sdo0 0s mondcitos, que ndo fagocitam ativamente, até
deixarem a corrente sanguinea e entrarem nos tecidos. Para Calich e Vaz (2001), quando ocorre
uma infeccdo, os mondcitos sdo atraidos para a area da infeccdo por substancias quimicas
liberadas no processo inflamatorio. A medida que eles se deslocam para os tecidos, sob a agio
de mediadores quimicos, eles crescem, amadurecem e se tornam macréfagos.

Os macrdfagos sdo considerados a primeira linha de defesa contra os agentes
infecciosos, fagocitando-os quando presentes no sangue e nos tecidos, sendo fundamentais na
regulacdo da resposta imunolégica, tanto natural quanto especifica (KLASING, 1998).

Os macrofagos sdo capazes de fagocitar particulas estranhas e destrui-las sem haver
necessidade de transcorrer muito tempo apos o encontro. Além dessas funcgdes, os macrofagos
secretam moléculas que amplificam a resposta imune, controlam a inflamac&o, contribuem
diretamente para o reparo de danos teciduais através da remocdao de tecido morto e auxiliam no
processo de cicatrizacdo. A molécula responsavel por mediar grande parte dessas funcdes € a
interleucina —1 (IL-1) que é secretada pelos macréfagos (QURESHI, 1998).

Nas aves, os trombdcitos também sdo células bastante importantes na resisténcia
imunoldgica inespecifica, jA que estdo circulando em grande ndmero no sangue e que, ao
contrario das plaquetas dos mamiferos, possuem capacidade de aderir e fagocitar inimeras
particulas estranhas (GRECCHI et al., 1980).

A capacidade fagocitaria dos trombdcitos, de acordo com a idade das aves, € de 2 a 3
vezes maior do que no caso dos heteréfilos e dos mondcitos, podendo fagocitar 1,7 vezes mais
bactérias que essas células (NORIEGA, 2000).

2.3.5 Inflamacgéo

Para Calich e Vaz (2001), a inflamagéo é resultado de um dano tecidual causado pelo
agente patogénico, facilitando o acesso de células do sistema imunologico e de substancias
ativas (mediadores quimicos) a area infectada. Células e mediadores quimicos tém um papel

fundamental na restricdo e no combate ao agente patogénico nesses locais. Esses fatores
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também sdo fundamentais no reparo e na cicatrizacdo do tecido lesado, ap6s a infeccdo ter sido
combatida.

Segundo Morgulis (2002), a reacdo inflamatoria das aves caracteriza-se por um aumento
da permeabilidade vascular, confinada as vénulas. A histamina e serotonina 5-HT sdo
mediadores desse aumento da permeabilidade, porém diferente dos mamiferos as bradicininas
parecem ndo ser mediadores importantes no aumento da permeabilidade vascular.

Para Cardoso e Tessari (2003), os tipos celulares encontrados inicialmente durante uma
reacao inflamatdria sdo os heterdfilos e monaocitos, seguido por uma migracéo de basofilos. Os
linfocitos aparecem no sitio da lesdo mais tardiamente.

Os basofilos encontram-se no sangue periférico e aumentam em processos necréticos,
etapas iniciais da inflamacdo, reacdes de hipersensibilidade e situacBes de estresse severo em
aves. Seus granulos de cor violeta contém heparina e peroxidase (NORIEGA, 2000). Na reacdo
imunolégica ndo sdo encontrados eosindfilos, indicando que as aves ndo reagem da mesma
forma ao estimulo imunoldgico que os mamiferos. Possuem mecanismo desintoxicante e sdo
importantes na regulacdo do processo inflamatério (MORGULLIS, 2002).

Os eosinofilos ndo sdo propriamente fagdcitos e atuam na membrana plasmatica da
célula infectada por desgranulagdo, libertam seus granulos que contém histaminase que inibe a
histamina encontrada nos basofilos e mastdcitos, moderando assim as reagdes de anafilaxia
(NORIEGA, 2000).

2.3.6 Células Natural Killer (NK)

Segundo Morgulis (2002), as células NK sdo subpopulacfes de linfocitos capazes de
matar células tumorais e de mediar a imunidade contra células infectadas por virus e bactérias
intracelulares. Essas células foram bem caracterizadas em mamiferos, mas ainda ndo se
comprovou se as células NK das aves sdo anadlogas aquelas dos mamiferos. No entanto, Sharma
(1984) demonstrou que as células NK de galinhas séo ativas contra tumores e agentes
infecciosos.

Em mamiferos, as células NK constituem de 5% a 15% das células mononucleares no
sangue e no bago. Elas s&o raras em outros orgdos linfdides, mas sdo abundantes em certos
orgdos, como figado e Gtero. As celulas NK no sangue aparecem como linfécitos grandes com
numerosos granulos citoplasmaticos. As células NK ndo expressam receptores antigénicos
distribuidos clonicamente, tipicos das células B e T. Em vez disso, elas usam receptores

codificados por DNA de linha germinativa para distinguir células infectadas por patdgenos de
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células saudaveis. Elas podem ser identificados no sangue pela expressdo de CD56 e a auséncia
do marcador de células T CD3 (ABBAS et al., 2015).

2.3.7 Sistema Complemento

Conforme Abbas et al. (2005), o sistema complemento é uma série de proteinas
plasmaticas cuja ativacao ocorre em forma sequencial, como uma cascata, sempre que ha leséo
de tecidos ou parede de vasos ou alteracdo dos componentes sanguineos, presenca de
microrganismos, ou rea¢do antigeno-anticorpo.

Na via classica, quando o anticorpo encontra com o antigeno, ha a exposicao de um sitio
ativo da porcdo constante do anticorpo. Esse sitio ativo liga-se a molécula C1 do sistema
complemento, levando a uma série de reacGes em cascata com a formacao de varios elementos
com diferentes atividades na imunidade. Um dos produtos liberados é o fragmento C3b que
ativa a fagocitose. Outros produtos sdo capazes de induzir a quimiotaxia, aumentando o nimero
de fagdcitos no sitio onde se encontra o antigeno. O sistema complemento também pode ser
ativado pela via alternativa, ou seja, sem que haja a ligacdo antigeno-anticorpo. Algumas
grandes moléculas tém a propriedade de se ligar a fatores do complemento e iniciar os mesmos
efeitos ja descritos (MORGULIS, 2002). Segundo Calich e Vaz (2001), as principais funcbes
resultantes da ativacdo do complemento sdo a destruicdo de células alteradas (ou infectadas),

facilitacdo da fagocitose (opsonizacgdo) e retirada de imunocomplexos da circulacao.

2.3.8 Interferons

Os interferons (IFNs) sdo substancias quimicas produzidas por células infectadas por
virus, secretados no meio extracelular, sendo captados por células vizinhas. A captacdo do IFN
por essas células pode conferir a elas um estado de resisténcia contra o virus. Os interferons de
tipo | mais importantes na defesa viral s&o IFN-a, que inclui 13 diferentes proteinas
intimamente relacionadas, e IFN- B, que € uma proteina unica. As células dendriticas
plasmocitoides sdo as principais fontes de IFN-a, mas também podem ser produzidas por
fagocitos mononucleares. IFN-B é produzido por diferentes tipos de células (ABBAS et al.,
2015).
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2.4 Imunidade adquirida ou especifica

Quando um organismo animal € exposto a um antigeno estranho, as respostas imunes
especificas se desenvolvem. Essa forma de imunidade é denominada imunidade ativa, ja que é
necessaria a acdo de diferentes elementos do organismo da ave (MARGULIS, 2002).

No entanto, Abbas et al. (2015) relata que é possivel desenvolver uma resposta imune
especifica sem que haja um envolvimento ativo do organismo, atraves da transferéncia de
células ou de anticorpos de outro individuo ja imunizado. Esse tipo de imunidade denomina-se
imunidade passiva.

Segundo Trevisol (2006), as respostas imunes especificas sdo classificadas em dois
tipos, baseadas nos componentes que participam dessas respostas: a imunidade humoral e a
imunidade mediada por células. A imunidade humoral é mediada por células chamadas
anticorpos, responsaveis pelo reconhecimento e pela eliminacdo dos antigenos e que pode ser
transferida através do soro ou do plasma de um individuo imunizado para outro ndo imunizado
(TIZARD, 1998).

Para Morgulis (2002), a imunidade humoral tem importancia fundamental na criacao de
aves, ja que grande parte dos virus patogénicos para as aves induzem esse tipo de imunidade.
Assim é fundamental uma eficiente vacinacdo nas matrizes, para que haja a producdo e a
transferéncia de anticorpos, determinando uma imunidade eficiente nas primeiras semanas de
vida dos pintos.

A imunidade mediada por células ou também chamada imunidade celular envolve as
células denominadas linfocitos T. A funcdo principal da imunidade mediada por células T é
ativar macrdfagos para matar agentes intracelulares e induzir respostas inflamatdrias robustas,
de modo que um exército suficientemente grande de fagocitos é chamado para o local de
infeccdo (KAISER, 2010).

A ativacdo dos linfécitos requer dois sinais distintos, sendo primeiro o contato direto
com o antigeno e o segundo sinal é o contato com moléculas produzidas durante a resposta
imune inata junto aos microbios ou células lesadas (PAMPs e DAMPS). O requisito de antigeno
(sinal 1) garante que a resposta imune que se segue é especifica. A exigéncia de estimulos
adicionais desencadeados por reagfes imunes inatas aos microbios (sinal 2) garante que as
respostas imunes adaptativas sdo induzidas quando existe uma infec¢cdo perigosa e ndo quando
os linfécitos reconhecem antigenos inofensivos, incluindo auto antigenos (ABBAS et al.,
2015).
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2.4.1 Linfécitos

Os linfocitos podem ser divididos em pequenos ou grandes. Os primeiros sao
subdivididos em linfocitos B e linfocitos T. Os grandes linfocitos sdo conhecidos como
exterminadoras naturais ou NK. Os linfdcitos das aves apresentam aproximadamente 0 mesmo
tamanho que os dos mamiferos (TREVISOL, 2006).

Segundo Abbas et al. (2015), os linfécitos sdo produzidos da linhagem linfoide de
células de células tronco da medula éssea. Sao as células responsaveis pelo reconhecimento do
antigeno e pela montagem da resposta imunol6gica. Como hé diferentes formas de resposta
imunoldgica, existem também diferentes tipos de linfocitos.

Para Caron (2008), nas aves, a diferenca das outras espécies € muito clara pela
precocidade na formacao e maturacdo do sistema imune, uma vez que estas células da resposta
adaptativa sdo oriundas de 6rgdos primarios, como o timo e a bursa. A receptividade do timo
embrionario, por volta dos 6 dias de incubacdo, e da bursa, por volta dos dez, permite a
formacdo destes linfdcitos, que na vida embrionaria sdo morfologicamente iguais aos de aves
pOs nascimento, mas que ainda tém funcionalidade limitada.

Existem varias popula¢des e subpopula¢des de linfécitos, cada qual com caracteristicas
e funcgdes efetoras diferentes. As subpopulacées de linfécitos podem ser distinguidas atraves de
seus marcadores (proteinas) de superficie. Por isso, muitas vezes as populagdes de linfocitos
sdo denominadas pelos marcadores de membrana que os mesmos possuem (CALICH; VAZ,
2001).

2.4.2 Linfécitos T

Os linfocitos T ndo sdo capazes de reconhecer o antigeno sozinho. Para haver o
reconhecimento, € necessario que esse antigeno seja apresentado pelas células apresentadoras
de antigenos (APC) junto com moléculas, na superficie dessas celulas, produtos do complexo
de histocompatibilidade maior (ABBAS et al., 2015).

As moléculas do MHC séo de dois tipos nos mamiferos: de classe | e de classe Il. Os
antigenos MHC de galinhas sdo glicoproteinas de superficie celular de trés classes diferentes:
classe I (B-F), classe Il (B-L) e classe IV (BG), que séo essenciais na regulacao das interacoes
célula-célula. Um segundo complexo de histocompatibilidade de genes ocorre no frango, Rfp-
Y, composto de genes MHC classe | e classe Il. (UMAR et al., 2017).
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Para que o linfocito T seja capaz de reconhecer o antigeno apresentado pelas APC, é
necessaria a presenca do chamado receptor de linfécito T (TCR). Composto por proteinas da
superficie da celula, o TCR é apenas encontrado em linfocitos T. Esse receptor é capaz de se
ligar ao complexo formado pelo antigeno e moléculas do MHC presentes nas células
apresentadoras de antigenos (APC). Essa ligacdo determina uma série de transformacgdes no
linfocito T, iniciando a secre¢do de citocinas, que atuardo em outras células. Para a maioria das
respostas para a producdo de anticorpos pelas células B, é necessario o auxilio de células T
(FERNANDES et al., 2014).

Na ave, o TCR ¢ composto por cadeias a e 3 ou por cadeia y e 8, formando dois grandes
subgrupos de células de acordo com o TCR: af e yd. Outro tipo de marcador celular é
denominado determinante celular (CD) e pode ser de diversos tipos. O CD4 esta presente em
subpopulac@es de linfécitos T, interagindo com moléculas de MHC classe Il, e com funcdes
auxiliares. O CD8 esté presente em linfocitos T, interage com moléculas de MHC de classe |,
e tem funcionalidade relacionada a citotoxidade e fungdo supressora (MORGULLIS, 2002).

Para Abbas et al., (2015) importante ressaltar que apds a ativacdo e multiplicacdo, uma
parcela de linfocitos T ndo se diferencia em células efetoras, e permanece como célula de
memoria, assim como os linfécitos B. S&o essas células de memoria que dardo inicio a resposta

imunolégica em exposi¢des subseqlientes ao antigeno.

2.4.2.1 Linfécito T auxiliar

Os linfécitos T somente reconhecem antigenos protéicos que sao inicialmente
fagocitados e processados por células chamadas de células APCs. No organismo, existem
apenas um grupo seleto de células expressa MHC-II e funciona como APC para linfocitos
TCDA4. Essas células incluem: os macréfagos, células dendriticas, interdigitantes e linfcitos B
(CALICH; VAZ, 2001).

Apo0s a fagocitose, as proteinas do agente sdo processadas no interior do fagocito de
determinados compartimentos intracelulares e esses peptideos associam-se a moléculas do
MHC-II. Os complexos MHC-11+peptideo sdo transportados a superficie da célula, onde séo
reconhecidos pelos linfocitos TCD4 atraves do TCR+CDA4. Essa ligacao, gera um estimulo para
a proliferacdo dos linfécitos TCD4, com a consequliente producédo de interleucinas que irdo
coordenar a agdo de varias células na resposta imunoldgica, como a estimulgdo de macréfagos,
linfocitos T citotoxicos e a proliferacdo e diferenciagdo de Linfocitos B, conseqlientemente a
producéo de anticorpos (ABBAS et al., 2015).
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Para Morgulis (2002), citocinas séo potentes mediadores da resposta imune. Sao capazes
de modular tanto as respostas locais como sistémicas aos estimulos antigénicos. Porém, em
aves, ainda ndo foram caracterizadas em nivel molecular, embora tenha sido descrita inUmeras
citocinas aviarias.

Os linfocitos T auxiliares (CD4) no sangue periférico de frangos sdo em grande parte
células com o fenétipo CD4"TCRVB1™ (chamados de Linfdcitos T auxiliares periféricos). Estas
células sdo os linfocitos auxiliares classicos, com funcdo de organizar a resposta imune
adaptativa e ativar linfocitos (VIERTLBOECK; GOBEL, 2008).

Os Linfocitos T CD4 que expressam a molécula TCRVB1 (CD4'TCRVB1™) tém
tendéncia de migrarem para mucosas, onde séo cruciais para a producédo de Ig A (CIHAK et al.
1991). Outros linfécitos T (ndo-CD4) também apresentam a molécula TCRVpI1, sendo
caracterizados, aqui, pelo fenétipo CD4 TCRVB1* (denominadas de Linfécitos T citotoxicos
de mucosas). Estas células sdo também importantes para a imunidade de mucosa, entretanto,

principalmente com funcao de imunidade celular, ao invés de humoral (LILLEHOJ, 1994).

2.4.2.2 Linfocito T citotdxico (CLT)

Os linfécitos T citotoxico (CLT) reconhecem proteinas de microrganismos produzidas
dentro das células do hospedeiro. Proteinas estranhas produzidas dentro das células durante a
replicardo de virus e algumas bactérias intracelulares sdo inicialmente processadas, originando
peptideos, os quais se associam a moléculas de MHC-I em determinados compartimentos
celulares e posteriormente os complexos MHC-I+peptideos sdo enviados até a superficie da
célula, onde ficam expostos. Todas as células do organismo, com excecdo dos neurdnios,
possuem MHC-I (ABBAS et al., 2015).

Os linfocitos TCD8 reconhecem esses complexos (MHC-1+peptideo) através de seu
TCR+CD8. O estimulo gerado por essa ligacdo é enviado para o interior do linfocito, sendo
responsavel por sua ativacéo e proliferacdo (KAISER, 2010).

Os linfécitos TCD8 ativados tornam-se citotoxicos e destroem as células infectadas. O
CTL, em contato com a célula infectada, libera no meio extracelular substancias denominadas
de perforinas. Essas perforinas produzem poros (aberturas) na membrana plasmatica da célula
alvo. Com isso, ocorre influxo de agua para o interior celular, levando a morte celular por lise
osmotica ou pela entrada de substéncias granulares (CALICH; VAZ, 2001).

Os linfdcitos T citotoxicos (CD8) podem ser subdivididos de acordo com a expressao

da molécula co-estimulatoria CD28 em sua superficie. Linfocitos T citotoxicos virgens, células



25

de memodria ou linfécitos em estado inicial de ativacdo apresentam o fenétipo CD8CD28",
denominados aqui de Linfocitos T citotdxicos. Outros linfocitos T também apresentam a
molécula CD28 na sua superficie, sendo caracterizados pelo fenétipo CD8CD28*, sendo
denominados aqui de Linfocitos T auxiliares (NABESHIMA et al., 2002).

Linfécitos T CD8 que passaram por processo prolongado de ativacdo perdem a
expressdo da molécula co-estimulatéria CD28, sendo, portanto, caracterizados pelo fen6tipo
CD8+CD28-, denominados no presente estudo como Linfocitos T citotdxicos ativados. Estas
células sdo terminalmente ativadas, sendo estritamente especificas para o antigeno-alvo, sendo

também incapazes de se replicarem (PAWELEC et al., 2004).

2.4.3 Linfécitos B

O reconhecimento do antigeno pelos linfdcitos B e T se faz de maneiras diferentes. Os
linfocitos B reconhecem os antigenos na sua conformacdo natural, utilizando moléculas de
imunoglobulinas de alta especificidade, principalmente IgM, expressas em sua superficie. Esse
mecanismo é importante para o reconhecimento de patdgenos extracelulares, como bactérias e
virus livres, além de proteinas e outros antigenos nao proteicos (ABBAS et al., 20015).

Os linfdcitos B séo responsaveis pela imunidade humoral. A ligacdo especifica BCR-
antigeno gera sinais intracelulares que levam a proliferacdo dos linfocitos e, eventualmente, a
geracdo de plasmacitos produtores de anticorpos especificos para o antigeno que os estimulou
(TIZARD, 1998).

Segundo Calich e Vaz (2001), antigenos proteicos ndo induzem a formacdo de
anticorpos sem a participagdo de TCD4. A proliferacdo de linfécitos B para originar
plasmécitos secretores de anticorpos para um antigeno proteico depende, além da ligacédo
especifica BCR-antigeno, das interleucinas geradas pelos linfécitos TCD4.

Algumas das células especificas que proliferaram em resposta ao antigeno ndo se
diferenciam em plasmacitos, permanecendo no centro germinativo. Essas células constituem as
células de memdria. Diante de uma reexposi¢do ao mesmo antigeno, as células de memoria irdo
responder mais rapida e eficientemente, pois grande parte dos processos de reconhecimento,
ativacdo e proliferacéo ja ocorreram durante a resposta inicial (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Segundo Morgulis (2002), as aves possuem anticorpos do tipo IgY, IgM e IgA. O
anticorpo IgY, embora com caracteristicas estruturais proprias, € comumente chamado de Ig G.

Da mesma forma que em IgG, a IgY é uma molécula de baixo peso molecular, sendo aquela
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encontrada em maior quantidade no soro e € o maior mecanismo de defesa contra infeccOes
sistémicas, sendo também capaz de mediar reacGes anafilaticas.

Nas mucosas, primeiro sitio de desafio antigénico, existe uma grande concentracdo de
IgA. Em nivel sérico, a ave ainda apresenta a IgM, o primeiro anticorpo presente apds um
desafio, e a IgY que € detectada posteriormente, sendo mais especifica (CARON, 2008).

A grande geracdo de anticorpos diferentes é feita por meio de conversdo génica. Essa
descoberta revelou que ndo apenas a Bursa de Fabricius é um sitio para a diferenciacdo dos
linfécitos B, mas que também é um &rgdo que permite a ocorréncia da conversdo génica
(DIETERT; LAMONT, 1994).

Os anticorpos ligam-se diretamente ao antigeno ou ativam o sistema complemento. Ao
se ligarem diretamente ao antigeno, os anticorpos podem fazer com que haja aglutinacao de
particulas grandes formando um aglomerado (ABBAS et al., 2015).

Para Morgulis (2002), os anticorpos podem também fazer com que haja precipitacdo do
complexo antigeno-anticorpo formando um composto insoltvel. O anticorpo também pode se
ligar a por¢des importantes do antigeno, fazendo com que esse perca sua patogenicidade. No
entanto, a mais importante é a ligacdo do anticorpo com o antigeno, facilitando o englobamento
pelos fagdcitos, ja que esses possuem receptores para a porgdao constante do anticorpo. Da
mesma forma, ao se ligarem as células, os anticorpos podem causar a ruptura e promover a lise

celular, eliminado células que apresentem antigenos reconhecidos.

2.5 Tifo Aviario

O agente do tifo aviario € a Salmonella enterica subespécie enterica, sorovar
Gallinarum. A bactéria Salmonella Gallinarum (SG) é um biovar hospedeiro-especifico que
causa uma grave infeccdo sistémica nas aves (FREITAS NETO et al., 2013). A infec¢édo por
SG leva ao desenvolvimento de um quadro severo com sintomatologia aparente. As aves
tornam-se apéticas e enfraquecidas, as fezes possuem cor amarelo-esverdeadas e a
multiplicacdo da bactéria nos 6rgdos internos causa esplenomegalia e hepatomegalia. As taxas
de morbidade e mortalidade sé@o altas, podendo acometer 80% das aves em lotes positivos
(BERCHIERI JUNIOR et al., 2001).

No Brasil tem sido diagnosticada em areas de exploracéo de aves de postura comercial,
mas também pode ocorrer em aves reprodutoras (pesadas e leves). Devido a severidade da
enfermidade e o impacto econdmico causado ao setor avicola, o Plano Nacional de Sanidade

Avicola (PNSA) vinculado ao Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
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exige o sacrificio de todos os lotes de reprodutoras comerciais positivas para SG. E importante
salientar que o tifo aviario em décadas passadas j& esteve em estdgio controlado junto a
avicultura de postura. Esse “status” sanitario foi alcancado principalmente devido as monitorias
oficiais sanitarias realizadas ndo somente em reprodutoras, mas também aplicadas em poedeiras
comercias (BERCHIERI JUNIOR et al., 2001; ESTUPINAN, 2016).

A transmissdo de SG ocorre primeiramente por via horizontal. No entanto, alguns
pesquisadores consideram a possibilidade de transmissdo pela via vertical (POMEROQY;
NAGARAJA, 1991). As infeccdes por SG geralmente ndo causam comprometimento intestinal
como notado em quadros de infecgdo de salmoneloses paratificas (WYANT et al., 1999). O
contato de aves sadias com aves doentes, carcacas de aves mortas por SG e o canibalismo estéo
entre os principais facilitadores de disseminacao do agente etiologico do tifo aviario em granjas
(BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

A maioria dos sorovares de Salmonella invade o organismo na regido entérica, atingindo
o ileo distal e o ceco, replicando-se na submucosa e nas placas de Peyer (KAISER et al., 2000;
JONES et al., 2001). Embora SG ndo seja um bom colonizador, provavelmente, devido a
auséncia de flagelos, consegue invadir os enterdcitos, penetrando no epitélio intestinal ou no
tecido linfoide, localizado nas placas de Peyer e nas tonsilas cecais (CHAPPELL et al., 2009;
BARROW:; FREITAS NETO, 2011; SETTA et al., 2012). A SG é fagocitada por leucécitos,
principalmente heteréfilos e macréfagos residentes (CHAPPELL et al., 2009).

A bactéria invade e sobrevive dentro de células do sistema imune do hospedeiro, 0s
macrofagos sdo as principais células infectadas. Os fagocitos contendo a bactéria atingem a
circulacdo linfatica e migram dos tecidos epiteliais para érgdos como baco, figado, ovario e
pulmdes das aves, atuando como transportadores de SG (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS
NETO, 2009). A SG induz resposta inflamatoria de menor intensidade no intestino,
favorecendo o desencadeamento de doenca sistémica severa (KAISER et al., 2000). Durante a
fase aguda da infeccdo, ocorre acelerada multiplicagdo da SG no sistema fagocitico
mononuclear (SMF), produzindo uma reagdo anafilatica de hipersensibilidade, provocando
sintomatologia e morte (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

De acordo com Shivaprasad (2000), o tifo aviario ¢ uma enfermidade com
caracteristicas de septicemia e toxemia. Observa-se congestdo dos 0rgaos internos e anemia
provocada pela destruicdo de hemacias pelo sistema reticulo-endotelial. Nos quadros agudos,
as alteracOes ndo sdo proeminentes. Nesses casos, o figado e o0 baco aumentam de 3 a 4 vezes

de tamanho.
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Para Berchieri e Freitas Neto (2009), o figado torna-se friavel, esverdeado, amarelo-
esverdeado a bronzeado e apresenta pontos necrdticos (esbranquicados) e hemorragicos. A
vesicula biliar estara distendida em funcdo do aumento de volume de bile. Os pontos necroticos
aparecem no baco e no coragao.

De acordo com Shivaprasad e Barrow (2008), nos casos em que o curso da enfermidade
é mais longo, pode se observar hidropericardio e também a presenca de processos inflamatorios
formando nddulos esbranquicados, semelhantes aos descritos na Pulorose, no coracao, baco,
pulmdes, moela, pancreas, duodeno e cecos. O processo inflamatorio no coracdo podera atingir
0 pericardio que se tornard opaco, assim como o liquido do saco pericardico. Os rins poderdo
estar amarelados e o ovario atrofiado ou com os foliculos ovarianos hemorragicos, congestos,
cisticos, disformes, contendo material caseoso ou hemorragico no seu interior, assim como
ocorre na Pulorose.

Segundo Oliveira et al. (2005), o diagndstico definitivo compreende o isolamento e a
identificacdo do agente. O procedimento bacteriolégico é 0 mesmo adotado para Salmonella
Pullorum. O comportamento destas duas salmonelas é similar. Porém, podem se diferir
bioquimicamente (SG fermenta dulcitol enquanto SP ndo; SP descarboxila a ornitina e SG néo).

A utilizagdo de antibidticos pode amenizar o problema. Porém, como a enfermidade é
mais comum em aves adultas, a mortalidade pode persistir por periodos prolongados, sendo
preciso tomar cuidado para ndo intoxicar as aves com a administracdo prolongada de
antimicrobianos. O maior aliado no controle do tifo aviario é a ado¢do de medidas de
profilaticas. As principais acdes para prevencdo do tifo aviario estdo ligadas a monitorias
soroldgicas dos pintanhinhos na entrada da granja, principios de biosseguridade e adog¢do de
um programa vacinal (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

A imunizacdo é importante para a protecdo das aves em qualquer fase do ciclo de
producdo. Atualmente, estdo disponiveis vacinas preparadas com estirpes vivas e inativadas
(bacterinas) para controle de SG. As vacinas vivas sao preparadas com estirpes atenuadas de
SG, como SGIR, e as vacinas inativadas, também conhecidas como bacterinas comerciais, sdo
preparadas com células mortas inativadas ou subunidades imunogénicas da bactéria
(ZANCAN, 2013).

Nas vacinas inativadas, as bacterinas preparadas com antigenos de SG para prevenir o
tifo aviario sdo pouco utilizadas no Brasil. Estas vacinas induzem uma elevada producéo de
anticorpos, mas a imunidade celular é pouco estimulada. A protecdo conferida por vacinas
inativadas é menor e a aplicagdo é realizada de forma individual na musculatura peitoral da ave,

acarretando em aumento do custo com méo-de-obra e equipamentos de vacinagao. Além disso,
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os adjuvantes utilizados podem provocar forte reacdo inflamatoéria no local quando aplicados
em condigdes inadequadas (CARDOSO; ROCHA, 2006).

A presenca de aglutininas ndo significa protecdo. Embora os anticorpos participem do
combate a SG, o sucesso dependerd, principalmente, da imunidade celular. Em virtude dessa
informac&o, as vacinas vivas sdo melhores imundgenos, pois induzem o desenvolvimento da
resposta imune celular, além de possuirem muitos antigenos similares aos epitopos presentes
em estirpes patogénicas (BARROW; WALLIS, 2000; DIAZ, 2014).

A imunidade contra SG envolve o deslocamento de células CD4" e CD8* para o local da
infeccdo e consequente reducdo na quantidade circulante desses subtipos (ASHEG et al., 2003,
BARUA; YOSHIMURA, 2004). A defesa envolve linfdcitos T dos trés tipos de receptor TCR
(v0, apf VBI e aff VP2). As células TCRVP1 expressam menores quantidade de CD28 do que
as celulas TCRVP2, indicando menor grau de ativacdo destas. Ambos os TCRafp podem
expressar em sua superficie CD4 simultaneamente com CDS8ao. Apds a imunizagdo, um
aumento na quantidade circulante de TCR esta associado a montagem de resposta protetora e
efetiva protecdo quando submetido ao desafio. Todavia, respostas distintas podem ser

observadas entre a imunizacéo e o desafio (BERNDT et al., 2006).

2.6 Aflatoxinas

Conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a aflatoxina (B1) é classificada
como carcinégenos do grupo 1 e considerada um dos mais potentes carcind6genos naturais
conhecidos (IARC, 2002). O crescimento fungico e a consequente producdo das aflatoxinas
podem ocorrer em diversas fases do desenvolvimento, maturacdo, colheita, transporte,
processamento e armazenamento dos cereais (MALLMANN et al., 2014).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da RDC n° 7,
dispde sobre limites méaximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos (BRASIL,
2011). Conforme Brasil (1988), o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), através da Portaria n° 7, estabelecia nivel maximo de tolerancia de 50 ppb (50pg/kg)
para as aflatoxinas (somatéria de B1 + B2 + G1 + G2) sendo valido para qualquer matéria prima
utilizada como ingrediente para ragdes destinadas ao consumo animal. No entanto, essa portaria
foi revogada, ndo havendo hoje, nenhum nivel maximo de tolerancia de aflatoxinas estabelecido
e fiscalizado pelo MAPA.

Pesquisas conduzidas nos Ultimos 10 anos pelo Laboratorio de Anélises

Micotoxicologicas (LAMIC), as quais totalizam mais de 400 mil analises em amostras de milho
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e racdo provenientes de todo Brasil, evidenciam uma ocorréncia de 44% de aflatoxinas em
amostras de milho e 39% em amostras de racdo (MALLMANN et al., 2016).

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidas por fungos do género
Aspergillus, espécies A. flavus, A. parasiticus e A. nomius (MALLMANN; DILKIN, 2007). S&o
conhecidas, atualmente, 18 compostos similares designados pelo termo aflatoxina, porém os de
interesse médico-sanitario sdo identificados como B1, B2, G1 e G2 (COULOMBE, 1991).

Conforme Tessari e Cardoso (2012), as aflatoxinas séo bisfuranocuma derivadas de um
decacetideo, pela via biossintética dos policetideos, na qual a unidade C2 ¢é perdida durante a
formacdo dos anéis bisfuranos. As aflatoxinas B apresentam anel ciclopentanona na molécula,
enquanto que as da série G possuem anel lactona. As aflatoxinas B2 e G2 s&o dihidroderivados
de B1 e G1, respectivamente. Para Smith e Ross (1991), aflatoxinas B (“blue”) e G (“green”)
foram assim classificadas devido as fluorescéncias azul e verde, respectivamente, que emitem
quando expostas a luz ultravioleta (UV) de ondas longas.

As aflatoxinas sdo absorvidas no trato gastrointestinal e biotransformadas
primariamente no figado, por enzimas microssomais do sistema de funcBes oxidases mistas
(BIEHL; BUCK, 1987). De acordo com Ramos e Hernandez (1996), a absorc¢do de aflatoxinas
ocorre por difusdo passiva através do intestino, difundindo-se rapidamente por todo o
organismo de maneira que trés horas apos a alimentacdo, aflatoxinas B1 e B2 podem ser
encontradas em todos os tecidos, principalmente na moela e figado. Em estudos com frangos
de corte inoculados diretamente no inglavio (360 mg de aflatoxina B1 - dose unica) foi possivel
isolar aflatoxina B1 em 46,6% dos figados amostrados em apenas duas horas apds o desafio
(SALLE et al., 2002).

Depois de depositada no figado, as aflatoxinas sdo biotransformadas pelo sistema
microssomal hepéatico em metabolitos tdxicos. Estes metabolitos reativos tém a habilidade de
ligar-se de forma covalente com constituintes intracelulares, incluindo DNA e RNA. No nucleo
do hepatdcrito ocorre a inibicdo da enzima RNA-polimerase, consequentemente reduzindo a
sintese proteica (WYATT, 1991).

A sintese hepéatica de gorduras, bem como seu transporte para outras areas do
organismo, € seriamente afetada (MERKLEY et al., 1987). A cor desse 6rgéo varia de normal
a amarelo palido, podendo verificar-se 0 aparecimento de petéquias e grandes areas
hemorragicas. Ocorre uma infiltracdo gordurosa no figado, o grau de infiltracdo depende da
dose e do tempo de intoxicagéo por aflatoxina, chegando a 68% de aumento em frangos de corte
(SANTURIO, 1999).
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Os efeitos toxicos das aflatoxinas dependem da dose e do tempo de exposicao,
determinando assim intoxica¢fes agudas ou cronicas. A sindrome toxica aguda ocorre pela
ingestdo de alimento com altas concentracGes de aflatoxinas, e os efeitos sdo observados
rapidamente. O animal apresenta perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragias e morte
(OSWEILER, 1990).

Os efeitos primarios da aflatoxicose em aves podem ser utilizados como guia para
diagnostico clinico da doenca. A primeira mudanca € o aumento no tamanho dos 6rgaos
internos como figado, baco e rins. Por outro lado, a “Bursa de Fabricius” ¢ o timo diminuem de
tamanho. Na sindrome crénica, o sinal mais evidente é a diminuigdo da taxa de crescimento
dos animais jovens (LEESON et al., 1995).

Na avicultura industrial, racbes contaminadas, mesmo com doses inferiores a 75 ppb de
aflatoxinas, causam reducdes de até 10% no peso das aves (LAZZARI, 1997). De acordo com
Tessari et al. (2004), niveis a partir de 50 ppb de AFB1 causam uma reducéo no ganho de peso
corporeo de frangos de corte ao final do experimento. Um dos principais efeitos dessas toxinas
¢ a inibicdo da sintese proteica, causando assim uma queda no nivel de proteinas plasmaticas,
principalmente o e § globulinas e albuminas (SANTIN, 2000). No entanto, para que ocorra uma
mortalidade alta exclusivamente em funcdo das aflatoxinas sdo necessarias concentragdes
maiores. De acordo com Araudjo et al. (2004), em experimento realizado com quatro linhagens
comercias de frangos de cortes, a DLso foi de 10,32 ppm de aflatoxina B1.

Atualmente, entre todos os efeitos toxicos causados pelas aflatoxinas, a supressao do
sistema imunoldgico tem sido relevante. Apesar de existir um consenso sobre a
imunotoxicidade, seu mecanismo de acdo ainda ndo estd bem elucidado. Assim sendo, a
imunidade mais afetada é a celular e a aflatoxinas B1 afeta mais os linfocitos T, incluindo tanto
as células celulares T auxiliares quanto as T supressoras (MALLMANN et al. 2016).

Para Corrier (1991), sensibilidade do sistema imunoldgico para a imunossupressao
induzida pela aflatoxina pode ser manifestada pela depresséo da atividade dos linfocitos T ou
B e do comprometimento da fungdo efetora dos macréfagos. Conforme Pier, (1992), as
aflatoxinas estdo diretamente ligadas aplasia do timo, da Bursa de Fabricius, redu¢do do nimero
e da atividade de células T, supressdo da atividade fagocitéria e reducdo de componentes do
sistema complemento (C4), interferons e imunoglobulinas IgG e IgA.

Mesmo com tantos prejuizos evidenciados pela literatura cientifica, um correto
gerenciamento das micotoxinas pode amenizar drasticamente essas perdas. Ou seja, um bom
procedimento de amostragem das matérias primas e ragfes, assim como a escolha de

laboratdrios que utilizem metodologias aceitas pela comunidade cientifica, juntamente com a
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escolha de aditivos antimicotoxinas eficazes, sdo as principais ferramentas para um
gerenciamento junto as aflatoxinas (MALLMANN et al., 2016).

Novos estudos estdo sendo realizados para auxiliar ainda mais no controle de
micotoxinas. Conforme estudos realizados por Andrade et al. (2018), através de péptidos
sintetizados que imitam epitopos de aflatoxinas na superficies de fagos, foi capaz de induzir
aniticorpos especificos contra aflatotoxinas B1 em comundongos, tornando essa técnica uma

possivel ferramenta para o desenvolvimento de futuras vacinas contra as micotoxinas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o comportamento de células do sistema imune junto a vacina SG9R (Salmonella
Gallinarum), correlacionando a intoxicacao de aflatoxinas em poedeiras comerciais com e sem

adsorvente na dieta.

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar, através da citometria de fluxo, a concentragdo de células imune de aves

vacinadas (SG9R) e ndo vacinadas.
b) Identificar quais serdo as células estimuladas pela vacina.
c) Quantificar o impacto causado pelas aflatoxinas junto as células imune.

d) Quantificar a interferéncia das aflatoxinas junto a resposta imune celular das aves

vacinadas.

e) Verificar se a utilizacdo de um aditivo antimicotoxinas (AAM) pode minimizar os danos

as células imunes ocasionados pela intoxicacdo por aflatoxinas nas aves.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no laboratdrio Imunova da Universidade Federal do Parana
(UFPR). Conforme Anexo 1, os procedimentos foram aprovados no comité de ética no uso
animais (CEVA) da prépria UFPR (Certificado nimero 031/2017).

4.2 Aves utilizadas

Foram utilizadas poedeiras comercias de genética Hendrix®, linhagem ISA- Brown®
alojadas com 1 dia de idade. As aves foram separadas em 8 tratamentos, utilizando 30 aves por
tratamento, totalizando 240 aves. Todas as aves utilizadas no experimento estavam negativas

para salmonela.

4.3 Alojamento

As aves foram alojadas em sistemas de isoladores, conforme a Figura 1. Esse formato
previne qualquer tipo de contaminagédo cruzada entre os tratamentos. Cada isolador possui uma
area interna de 1,2 m2. Conforme o Anexo 2, todos os isoladores foram regulados para obter
condicBes de temperatura e umidade de acordo com orientagGes técnicas da linhagem genética

da ave nas respectivas idades, baseando-se em ISA (2014).

Figura 1 — Sistemas de Isoladores.
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4.4 Alimento

Durante todo o experimento, as aves tiveram livre acesso a racao e a agua “ad libitum”.
Conforme o Anexo 3, a racdo fornecida obedeceu ao padrdo nutricional destinado a linhagem
de acordo com Instituto de Selecdo Animal (ISA). N&o foram adicionados aditivos
antibacterianos, simbioticos e acidificantes na racdo. Todos o0s grupos de aves receberam a
mesma base nutricional desde o primeiro dia até o final do experimento com 49 dias de idade.

Previamente ao inicio do experimento, a racdo basal foi amostrada e analisada para
Salmonella spp., conforme a ISO 6579 (2002). Também foram enviadas para o Instituto
SAMITEC amostras de racdo de todos os tratamentos para analises de micotoxinas, através de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS/MS).

4.5 Anélises Complementares (Comprovacéao de Intoxicacéo)

Com objetivo de comprovar que as aves desafiadas com aflatoxinas estavam realmente
intoxicadas, foram coletados figados e enviados para o laboratério de patologia aviaria da UFPR
para analises histopatoldgicas. Os figados enviados foram semente do tratamento 5 (apenas
aves intoxicadas). No entanto, foram analisados macroscopicamente os figados de todos 0s
tratamentos. Os pesos das aves também foram aferidos, conforme a Tabela 1.

4.6 Desenho Experimental

O desenho experimental foi realizado baseado em trés diferentes investigacGes junto ao
sistema imune das aves: o comportamento celular do sistema imune junto utilizacdo da vacina
SG-9R, o desafio com aflatoxinas e a inclusdo de um aditivo protetivo antimicotoxinas. Os oitos
tratamentos estdo dispostos em diferentes combinacbes frente a essas trés investigacoes,
conforme a Tabela 2.
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Tabela 1 - Atividades desenvolvidas

Dias Atividades

1 Pesagem e alojamento das aves

28 Vacinacdo dos tratamentos 2, 3,4, 7€ 8
31 Pesagem e coleta de Sangue

41 Pesagem e coleta de Sangue

49 Coleta de sangue e eutanésia das aves

4.7 Cronograma de atividades

O experimento teve duracdo de 49 dias. As aves foram alojadas com 1 dia de idade. A
aplicagédo da vacina SG-9R foi aos 28 dias de idade. Conforme Tabela 2, as coletas de sangue
aconteceram com 3, 14 e 21 dias depois da aplicacdo da vacina, respectivamente com 31, 42 e
49 dias de idade das aves.

Tabela 2 - Desenho Experimental

Tratamentos Vacina SG9R Aflatoxinas Adsorvente
T1 - - -
T2 Com 9R 2,5 ppm 2,5 kg/ton
T3 Com9R - -
T4 Com 9R 2,5 ppm -
TS5 - 2,5 ppm -
T6 - 2,5 ppm 2,5 kg/ton
T7 Com 9R 1 ppm -
T8 Com 9R 1ppm 1 kg/ton

4.8 Vacinagao

Foi utilizado uma suspenséo bacteriana liofilizada de Salmonella Gallinarum Cepa 9R
(CEVACS®), em uma dose reconstituida da vacina de 0,2 ml por ave. A aplicagéo foi realizada

via subcutanea, na regido dorsal do pescoco.
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4.9 Aflatoxinas

As aflatoxinas foram adquiridas junto ao Laboratorio de Analises Micotoxicologicas
(LAMIC) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Conforme, Dilkin et al. (1998), a
técnica trata-se de uma adaptacéo dos procedimentos preconizados por Pitt (1992). Em resumo,
foram inoculados junto a um substrato de arroz, esporos de Aspergillus parasiticus linhagem
NRRL 2999. Posteriormente, essas amostras foram submetidas a intensas mudangas de
temperaturas e umidade, proporcionando condicGes favoraveis para que o fungo produza as
aflatoxinas. Os resultados de quantificacdo das afltoxinas (B1, B2, G1 e G2) no substrato foi
realizado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS/MS). As
aves onde ocorreu o desafio (tratamentos 2,4,5,6,7 e 8) consumiram AFLA durante todo o
experimento, desde o primeiro dia. A concentracdo utilizada nos tratamentos 2,4,5 e 6 foi de

2,5 ppm e nos tratamentos 7 e 8 foi de 1 ppm de AFLA.

4.10 Aditivo antimicotoxinas

O adsorvente utilizado foi a base de aluminossilicato ativado (Mycoad®), a dose utilizada
nas dietas foi de 2,5 kg de produto por tonelada nos tratamentos 2 e 6 e de 1 kg por tonelada no
tratamento 8.

4.11 Coleta de sangue

A coleta de sangue das aves foi realizada com seringa e agulhas estéreis, através da
puncdo da veia ulnar cutanea (asa). Apos a coleta (5 ml), o sangue era entdo colocado em tubo
contendo anticoagulante. Os anticoagulantes usados no presente trabalho foram heparina,

EDTA e citrato de sddio. Foram amostradas 24 aves por tratamento.

4.12 Isolamento das células mononucleares

As células mononucleares foram separadas do sangue total através de separagdo por
gradiente de densidade utilizando Ficoll (Histopaque-1077® - SigmaAldrich), de acordo com
protocolo ja estabelecido (FAIR et al., 2008). Em sintese, o sangue foi diluido 1:1 em PBS
(tampao salino tamponado de fosfato - phosphate buffered saline, pH 7,4) para um volume final

de 2 mL. Essa diluicdo foi colocada por cima de 1 ml de Histopaque-1077 em um tubo de 15
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mL. As amostras foram centrifugadas em centrifuga Eppendorf a 400xg, por 30 minutos a
temperatura ambiente.

O sedimento (buffy coat) resultante de células brancas acima dos eritrocitos foi entdo
coletado e transferido para outro tubo de 15 mL. As células devem ser lavadas duas vezes com
4 mL de PBS e centrifugadas a 400xg por 7 minutos. O sedimento final foi ressuspendido em

1 mL de PBS para a fixacao das células.

4.13 Marcacao para analise por citometria de fluxo

A marcacdo Unica, dupla ou tripula foi realizada utilizando reagentes marcadores
especificos (anticorpos) que se fixam na parede celular das células imunes. Todos os anticorpos
foram diluidos em PBS na proporcdo de 1:10 (1 uL de anticorpo + 9 uL de PBS).
Posteriormente, essa diluicdo foi entdo misturada com 50 uL das células isoladas em PBS e
mantida a temperatura ambiente no escuro por 30 minutos para marcacao. Apés esse tempo, foi
pipetado em todas as amostras uma solucdo com 2,3% de Paraformaldeido (PFA) e as amostras
foram incubadas por mais 30 minutos em uma temperatura a 4 °C.

Ap0s periodo de incubacéo, o sedimento final foi ressuspendido em 200 ul de PBS com
BSA 1% e armazenado pelo tempo no minimo 24 horas em temperatura de 4°C. Apds esses
procedimentos, todas as amostras foram submetidas para leitura do citbmetro.

4.14 Reagentes e células avaliadas

Conforme a Tabela 3, os reagentes utilizados para a deteccdo das células foram
anticorpos da marca Southern Biotech®. O reagente para avaliacio da fagocitose é da empresa

Thermo Scientific®.

4.15 Citometria de Fluxo

Todas as amostras passaram por citometria dentro de 4 horas apds a marcacdo. A
citometria de fluxo foi realizada em um citémetro de fluxo FACSCalibur® (Becton Dickinson).
Fluorescéncia verde (fluorescéncia de FITC) foi detectada no canal FL1 (nm 530/30), e
fluorescéncia laranja (de PE) foi detectada no canal FL2 (nm 585/42). As células foram
analisadas em pelo menos 10.000 eventos no gate de linfécitos (com base na dispersdo frontal

e lateral (FSC e SSC), o que inclui trombdcitos contaminantes, de morfologia muito semelhante
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aos linfocitos (BOHLS et al., 2006). Os dados foram analisados com o software FlowJo®

(TreeStar) ou WinMDI 2.9 (Joseph Trotter).

Tabela 3 - Reagentes utilizados para a detec¢do de parametros imunes.

Células
Linfocitos T auxiliares periféricos
(CD4+TCRvp1-)
Linfocitos T auxiliares de mucosas
(CD4+TCRvp1+)
Linfdcitos T citotoxicos de mucosas
(CD4-TCRvB1+)
Linfocitos T citotoxicos ativados
(CD8+CD28-)
Monacitos (Kul+MHCI1+)
Linfocitos B (Bu-la+)
Mondcitos fagociticos (%)

Heterofilos fagociticos (%)

Reagentes

CD4/TCRvB1/CD45

CD4/TCRvB1/CD45

CD4/TCRvB1/CD45

CD8w/CD28/CD45

Kul-1/MHCI1/CDA45

Bu-1/CD45

Reagente pHrodo
Reagente pHrodo

4.16 Andalise estatistica

A média das concentracdes das células e dos pesos das aves foram submetidos a uma analise

estatistica descritiva, utilizando uma andlise de variancia (ANOVA) pelo método de Fisher PLSD

(P<0,05) para a comparacdo das médias de todos os grupos entre si. O programa estatistico

utilizado foi StatView® (SAS Institute, Inc). Os gréficos foram gerados utilizando o programa

GraphPad Prism® 6 (GraphPad Software, Inc.).
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados complementares

5.1.1 Andlises de micotoxinas na ragdo

Conforme Tabela 4, a ragdo utilizada na dieta das aves ndo apresentou concentracao de
outras micotoxinas detectaveis por HPLC-MS/MS. Essa baixa concentracao pode ser observada
nos tratamentos sem adicéo experimental de aflatoxinas (T1 e T3). Posteriormente, a inclusdo
experimental de 2,5 ppm (T2. T4, T5e T6) e 1 ppm (T7 e T8) elevou a concentragdo de AFLA
dos tratamentos para a concentracao desejada do experimento, contemplando o somatério de
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Tabela 4 — Concentracdo de micotoxinas na dieta das aves.

Resultados de Micotoxinas pg/kg (ppb)

Tratamentos AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 FB1 FB2 DON ZEA
T1 2,9 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
T2 2153,8 159,7 199,7 4,8 <LQ <LQ <LQ <LQ
T3 2,9 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
T4 2196,7 155 194,1 14,2 <LQ <LQ <LQ <LQ
T5 2150 174 236,56 5,6 <LQ <LQ <LQ <LQ
T6 2184 162 210 5 <LQ <LQ <LQ <LQ
T7 871,2 63,3 75,9 1,6 <LQ <LQ <LQ <LQ
T8 877 56 70,4 1,63 <LQ <LQ <LQ <LQ

AF = Aflatoxina; F = Fumonisina; DON = desoxinivalenol; ZEA = Zearalenona.

HPLC-MS/MS (Limite de Quantificagdo - Coeficiente de Recuperacdo): AFB1 (1 pg/kg-102%), AFB2
(1 pg/kg-92%), AFGI (1 ug/kg-97%), AFG2 (1pug/kg-92%), FB1 (125 pg/kg-101%), FB2 (125 pg/kg-
96%), DON (200 pg/kg-99%), ZEA (20ug/kg-85%).

5.1.2 Presenca de Salmonella spp.

Todas as amostras de racdo foram negativas para presenca de Salmonella spp. na racao

das aves.

5.1.3 Peso das aves

A utilizagdo da vacina ndo determinou diferenca no peso das aves. Essa constatagédo
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pode ser observada quando comparamos aves controle (T1) com aves somente vacinadas (T3)
em todas as pesagens (Tabela 5).

Conforme a Tabela 5, é observado uma reducdo no peso das aves somente intoxicadas
(T5) quando comparamos com aves controle (T1), apresentando diferenca estatistica nas
pesagens de 31 e 42 dias. As aves vacinadas e intoxicadas (T4) também apresentaram pesos
significativamente menores que aves vacinadas somente (T3). O aumento no desafio de
intoxicacdo de lppm para 2,5 ppm também alterou significativamente os pesos das aves
vacinadas. Essa diferenca pode ser observada quando comparamos aves vacinadas e intoxicadas
com 2,5 ppm de aflatoxinas (T4) com aves vacinadas e intoxicadas com 1 ppm de aflatoxinas
(T7).

Os tratamentos que tiveram a inclusdo do adsorvente na dieta apresentaram um peso
significativamente maior comparado com aves intoxicadas. Esse aumento pode ser observado
qguando comparamos aves intoxicadas com adsorvente na dieta (T6) com aves somente
intoxicadas (T5). O aumento no ganho de peso também € observado quando comparamos aves
vacinadas e intoxicadas (T4 e T7), com aves vacinadas e intoxicadas com adsorvente na dieta
(T8 e T2). Destacando que no tratamento 8, a inclusdo na dieta de adsorvente é de 1kg por
tonelada com desafio de 1 ppm de aflatoxinas e no tratamento 2 a inclusdo é de 2,5 kg de
adsorvente por tonelada e desafio com 2,5 ppm de aflatoxinas.

Tabela 5 — Peso das Aves.

Peso das Aves (Q)
Idade T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
1 dia 4222 42,842 413% 41872 41,07% 43,39% 44,012 4295°%
3ldias 41572 316,6° 371,7% 221,8° 270,7¢ 3383° 369,7° 4128°%
42 dias 505,12 444,7% 4832% 322,2° 360,7° 4225° 4523% 4815°2
A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando todos tratamentos entre si. As

médias seguidas das mesmas letras minusculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de
teste de Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05).

5.1.4 Resultado macroscopico dos figados

O tratamento do grupo controle (T1) apresentou uma superficie hepatica com coloragéo,
tamanho e consisténcia normal (Figura 2). As aves que receberam apenas a vacina 9R (T3),
apresentaram um leve aumento no tamanho do figado, consisténcia firme e lobos arredondados

com presenca de alguns pontos avermelhados (Figura 3).
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As aves somente intoxicadas (T5) e aves intoxicadas e vacinadas (T4 e T7) apresentaram
um figado friavel com coloracdo amarelada e presenga de pontos avermelhados mdaltiplos,
ocupando quase toda a superficie dos lobos, de aproximadamente 0,1-0,2 cm. Bile com
coloracdo verde clara (Figura 4). As aves que receberam adsorvente na dieta (T2, T6 e T8)
apresentaram figado com coloragdo normal, pequenas &reas mais congestas, tamanho e

consisténcias normais (Figura 5).

Figura 3 — Figado de aves que receberam apenas a vacina 9R (T3).
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Figura 5 — Figados de aves intoxicadas com adsorvente na dieta.

5.1.5 Resultados histopatoldgicos de figados de aves intoxicadas

Os resultados histopatoldgicos dos figados do tratamento 5, aves somente intoxicadas
com 2,5 ppm de AFLA, apresentaram vacuolos de lipideos (Figura 6) e células inflamatorias

entre 0s hepatdcitos e extensas areas de necrose (Figura 7).
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Figura 6 - Fragmento de figado de ave do grupo T5.

Notar os vacuolos de lipideo formados nos hepatdcitos (setas); areas de necrose; e

infiltrados de hemacias e células inflamatorias dispersas (setas vermelhas).

Figura 7 - Fragmento de ave do grupo T5.

Notar a populacéo de células inflamatdrias dispersos entre os hepatdcitos, sendo a maioria

linfocitos e heterofilos, associados a hemécias; e areas de necrose (circulos).
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5.2 Células do sistema imune

5.2.1 Linfécitos B

5.2.1.1. Efeitos somente da vacina 9R

Embora sem diferenca significativa (p< 0,05), a porcentagem de linfocitos B no sangue
das aves aumentou na coleta dos 31 dias de idade (3 dias depois da vacina). Esse aumento pode
ser observado quando comparamos o controle (T1) com aves que receberam apenas a vacina
9R (T3). Porém, nas coletas 41 e 49 dias ndo se observou aumento na concentracao de linfocitos
B em relacdo ao grupo vacinado (T3), ao contrario, reduziu a concentracdo de linfécitos B,

principalmente aos 42 dias de idade (Tabela 6).

5.2.1.2 Efeitos das aflatoxinas

Quando comparado a influéncia das aflatoxinas, ou seja, tratamento controle (T1) com
aves apenas intoxicadas sem o estimulo da vacina (T5) ndo se observou diferenca significativa
nos diferentes dias de coletas (Tabela 5). Porém, a influéncia das aflatoxinas com estimulo da
vacina (T4), aumentou a concentracdo de linfécitos B nas coletas (42 e 49 dias) das aves
intoxicadas comparadas com aves somente vacinadas (T3), embora sem respaldo estatistico.

5.2.1.3 Efeitos do adsorvente

A incluséo de 1 kg p/ tonelada de adsorvente na dieta aumentou (p<0,05) a concentracao
de linfocitos B na coleta dos 31 dias. Esse aumento pode ser observado quando comparamos
aves vacinadas e intoxicadas sem a inclusdo do adsorvente (T7) com aves vacinadas e
intoxicadas com a inclusdo do adsorvente (T8). Porém, aos 49 dias nessa mesma comparacao,
ocorre uma reducdo significativa (p< 0,05) na concentracdo de linfécitos B.

Ao avaliarmos a inclusdo de 2,5 kg de adsorvente na dieta em aves vacinadas e
intoxicadas, observamos uma reducdo de linfocitos B em todas as coletas. Essa reducdo pode
ser observada na Tabela 6, quando comparamos aves intoxicadas e vacinadas (T4) com aves

intoxicadas e vacinadas com a incluséo de adsorvente (T2).
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Tabela 6 - Percentagem de Linfocitos B em relacdo ao total de células imunes no sangue.

% de Linfocitos Bu — 1a*

Tratamentos Coletas

N° Vacina AFLA AAM 31 dias 42 dias 49 dias

T1 - - - 7,87 +7,95° 0,33+0,55% 6,12+2,782
T2 SG9R 25PPM  25Kg 4,24 +269° 0,14+0,11% 286+182°
T3 SG9R - - 13,25+ 15,93 0,10+ 0,052 3,63+2,14°2
T4 SG9R 2,5PPM - 8,92+7,28" 2,78+0,50 2 6,77 £5,752
T5 - 2,5 PPM - 9,89+561° 0,14+0,15% 10,02+2,62%
T6 - 2,5 PPM 2,5 Kg 790+4,77° 0,20+0,342 737+185%2

T7 SGO9R 1 PPM 1Kg 4,08 + 4,83 1,06 £2,72 2 7,34+236°
T8 SG9R 1PPM 1 kg 29,25+28,26% 0,04+0,02° 2,24 +3,24"

A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando as médias de todos 0s grupos entre si.
As médias seguidas das mesmas letras minUsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de teste de
Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05). Média + Desvio Padrao.

5.2.2 Linfdcitos T Auxiliares Periféricos (CD4*TCRVp1)

5.2.2.1 Efeitos Somente da Vacina 9R

Nédo foi observado diferenca estatistica de aves controle para aves vacinadas nas
concentragbes de linfocitos T auxiliares periféricos. No entanto, a vacina 9R reduziu a
concentracdo de linfocitos T auxiliares periféricos em todas as coletas. Conforme a Tabela 7,
embora sem respaldo estatistico, a reducdo € observada quando comparamos o tratamento

controle (T1) com o tratamento envolvendo apenas aves vacinadas (T3).

5.2.2.2 Efeitos das Aflatoxinas

N&o foi observado diferenca significativa (p<0,05) quando avaliamos somente a
comparacéo do tratamento controle (T1) com aves apenas intoxicadas (T5). No entanto, quando
aplicada a vacina em aves intoxicadas, a concentracao de linfocitos T auxiliares periféricos
reduziu drasticamente. Essa reducdo pode ser observada quando comparamos aves somente
vacinadas (T3) com aves vacinadas e intoxicadas (T4), apresentando diferenca significativa nas
coletas de 31 e 42 dias (Tabela 7).
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5.2.2.3 Efeitos do Adsorvente

O efeito do adsorvente sem o estimulo da vacina, ou seja, comparando apenas aves
intoxicadas (T5) com aves intoxicadas e com adsorvente na dieta (T6) nao apresentou diferenca
significativa (p< 0,05) entre os tratamentos em todas as coletas, conforme a Tabela 7.

Porém, ao avaliarmos o efeito do adsorvente em aves intoxicadas e estimuladas pela
vacina observamos que houve um aumento de linfdcitos T auxiliares periféricos com diferenca
significativa (p< 0,05) na coleta dos 42 dias. O aumento dessa concentracdo pode ser observado
guando comparamos animais vacinados e intoxicados (T4) com animais vacinados, intoxicados
e com a inclusdo de adsorvente na dieta (T2). No entanto, dentro dessa mesma analogia, ao
compararmos aves vacinadas que tiveram uma intoxicacdo menor de AFLA (T7) comparadas
com aves de mesma intoxicacdo e também com inclusdo menor de adsorvente (T8) nao

observamos alteracdo significativa nas concentracdes (Tabela 7).

Tabela 7 - Percentagem de Linfocitos T auxiliares periféricos em relacdo ao total de células

imune
% Linfdcitos T Auxiliares Periféricos (CD4"TCRVp1)
Tratamentos Coletas
N°  Vacina AFLA AAM 31 dias 42 dias 49 dias
Tl - - - 11,36 £8,99 2 7,38+4,11°2 2,00+£1,17¢2
T2 SG9R 2,5 PPM 2,5 Kg 1,45+1,17° 596+1,72°2 1,64+0,47%
T3 SG9R - - 3,11+£0,98°2 499+141°2 2,00+£0,832
T4 SG9R  25PPM - 2,78 +2,23°P 3,11+045° 1,71+0,50°
T5 - 2,5 PPM - 11,91+7,82°2 440+134°2 1,37 +0,402
T6 - 2,5 PPM 2,5 Kg 544 +5,76°2 547 +2,07°2 1,22 +0,37 %
T7 SG9R 1 PPM 1Kg 3,10+£2,15¢2 516+2,84°2 1,26 +0,30 2
T8 SG9R 1 PPM 1 kg 2,80+1,892 4,33+1,27°2 1,30+0,51°

A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando as médias de todos 0s grupos entre si.
As médias seguidas das mesmas letras minGsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de teste de
Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05). Média + Desvio Padro.

5.2.3 Linfécitos T auxiliares de mucosas

5.2.3.1 Efeitos somente da vacina 9R
Conforme a Tabela 8, a vacina 9R apresentou uma redugdo em todas as coletas na
concentracdo de linfocitos T auxiliares de mucosas, quando comparado aves do tratamento

controle (T1) com aves vacinadas somente (T3). No entanto, ndo foi observado diferenca
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estatistica entre esses tratamentos.

5.2.3.2 Efeitos das aflatoxinas

A influéncia das aflatoxinas em tratamentos sem a utilizacdo da vacina também reduziu
a concentracdo de linfocitos T auxiliares de mucosas em todas as coletas. Essa redugdo podemos
observar na comparacdo do tratamento controle (T1) com aves apenas intoxicadas (T5),
apresentando diferenca estatistica significativa (p< 0,05) na coleta dos 31 dias (Tabela 8). A
reducdo na concentracdo também é observada em tratamentos com aves intoxicadas com a
utilizacdo da vacina. Conforme a Tabela 8 essa reducgéo (p< 0,05) pode ser observada quando
comparamos aves somente vacinadas (T3) com aves vacinadas e intoxicadas (T4) nas coletas
de 31 e 42 dias.

5.2.3.3 Efeitos do Adsorvente

O efeito adsorvente sem a presenga da vacina nao apresentou diferenca significativa em
todas as coletas. Conforme a Tabela 8, essa avaliacdo pode ser observada na comparacdo do
tratamento envolvendo apenas aves intoxicadas (T5) com aves intoxicadas com adsorvente na
dieta (T6).

No entanto, o efeito do uso do adsorvente na dieta de aves vacinadas e intoxicadas
aumentou a concentracdo de linfécito T auxiliares de mucosas nas coletas dos 31 e 42 dias. Ou
seja, comparando aves vacinadas e intoxicadas (T4) com aves vacinadas, intoxicadas com
adsorvente (T2), existe diferenca estatistica significativa (p< 0,05) nas coletas dos 31 e 42 dias.
Esse aumento foi observado somente no tratamento onde a inclusdo do adsorvente foi de 2,5 kg
por tonelada.
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Tabela 8 - Percentagem de Linfdcitos T auxiliares de mucosas em relacdo ao total de células

imunes no sangue.

% Linfocitos T Auxiliares de Mucosas (CD4*TCRVBI1Y)

Tratamentos Coletas

N°  Vacina AFLA AAM 31 dias 42 dias 49 dias

T1 - - - 12,77 +5,86 2 092+0,32% 517+3,20%
T2 SG9R 2,5PPM 2,5Kg 7,69+558¢2 0,77+0,32% 3,46+0,81°%
T3 SG9R - - 9,74+6,34°2 0,66+0,34% 446+2722°%
T4 SG9R  2,5PPM - 3,35+0,91° 0,46 +0,15° 390+1,21°2
T5 - 2,5 PPM - 422 +271° 0,74+0,28% 485+1,56%
T6 - 2,5 PPM 2,5 Kg 3,87+3,15° 1,02+0,42°2 3,81+1,05¢2
T7 SGO9R 1 PPM 1Kg 459 +4,08° 0,87+0,55% 3,86+0,88°2
T8 SG9R 1 PPM 1 kg 3,64+326" 0,75+0,19% 381+146°%

A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando as médias de todos 0s grupos entre si.
As médias seguidas das mesmas letras minasculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de teste de
Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05). Média + Desvio Padrio.

5.2.4 Linfécitos Citotoxico de Mucosas (CD4 TCRVBI1Y)

5.2.4.1 Efeitos somente da vacina 9R
Conforme a Tabela 9, ndo foi observado diferenca significativa na concentracdo de
linfocitos citotoxico de mucosas na comparacao do tratamento controle (T1) junto ao tratamento

apenas de aves vacinadas (T3) em todas as coletas.

5.2.4.2 Efeitos das aflatoxinas

Ao avaliarmos a concentracao de linfocitos citotoxico de mucosas de aves do tratamento
controle (T1) e compararmos com aves intoxicadas apenas (T5), observamos uma reducédo da
concentracdo em todas as coletas. Porém, sem diferenca estatistica (Tabela 9). As aflatoxinas
também reduziram a concentragdo de linfocitos citotoxico de mucosas de aves vacinadas
intoxicadas nas coletas de 42 e 49 dias. Essa reducdo pode ser observada quando comparamos
aves apenas vacinadas (T3) com aves vacinadas e intoxicadas (T4), apresentando diferenca

significativa (p< 0,05) na coleta aos 42 dias (Tabela 9).

5.2.4.3 Efeitos do adsorvente
Em tratamentos onde ndo foi realizado a vacina, ndo observamos diferenca

significativas de aves somente intoxicadas (T5) de aves intoxicadas com adsorvente na dieta
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(T6).

vacinadas e intoxicadas com adsorvente na dieta (T2 e T8) temos um aumento na concentracao

No entanto, quando comparamos aves vacinadas e intoxicadas (T4; T7) com aves

de linfocitos citotoxico de mucosas nos tratamentos que receberam o adsorvente a partir dos 42
dias. Esse aumento pode ser observado com diferenca estatistica (p< 0,05) quando comparamos

0s tratamentos T2 com T4 aos 42 dias e quando comparamos o0 T7 com o T8 aos 49 dias.

Tabela 9 - Percentagem de linfécitos T citotoxico de mucosas em relacdo ao total de células
imunes no sangue.
% Linfocitos T Citotoxico de Mucosas (CD4 TCRVB1Y)

Tratamentos Coletas

N° Vacina AFLA AAM 31 dias 42 dias 49 dias

Tl - - - 2,61+213¢2 1,62 +0,58% 3,11+1,96°2
T2 SG9R 25PPM  25Kg 0,83+0,612 1,23+0,71°2 1,85+ 0,562
T3 SG9R - - 2,15+1,81%2 1,33+0,62 2 2,33+1,22¢
T4 SGO9R 2,5PPM - 2,38+1,992 0,64 +0,17° 1,71+0,76 2
T5 - 2,5 PPM - 1,43 +0,99° 1,25+ 0,47 2 2,00+ 0,692
T6 - 25PPM  25Kg 1,73+1,03% 1,15+ 0,27 2 1,60+0,76 2
T7 SG9R 1 PPM 1Kg 2,09+152¢2 1,28 + 0,68 2 1,61 +0,26°"
T8 SG9R 1 PPM 1 kg 1,71+1,61°% 1,32+0,42° 2,48 +1,12°2

A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando as médias de todos 0s grupos entre si.
As médias seguidas das mesmas letras minGsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de teste de
Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05). Média = Desvio Padrao.

5.2.5 Linfdcitos T citotoxico ativados (CD8"CD28)

5.2.5.1 Efeitos Somente da Vacina 9R

A concentracdo de linfdcitos T citotdxico ativados de aves vacinadas diminui em
comparacdo ao controle na maioria das coletas. Essa reducdo pode ser observada quando
comparamos aves do tratamento controle (T1) com aves somente vacinadas (T3), apresentando
diferencga estatistica (p< 0,05) nos dias 31 e 49 (Tabela 10).

5.2.5.2 Efeitos das aflatoxinas

Conforme a Tabela 10, ndo foi observado diferenca significativa quando avaliamos aves
apenas intoxicadas (T5) com aves do tratamento controle (T1). No entanto, quando
comparamos aves vacinadas e intoxicadas (T4) com aves somente vacinadas (T3), as
aflatoxinas reduziram a concentracdo de linfocitos T citotoxico ativados nas coletas dos 31 e

42 dias, aumentando essa concentracdo na coleta dos 49 dias com diferenca estatistica (p< 0,05).
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5.2.5.3 Efeitos do adsorvente

As concentracOes de linfocitos T citotoxico ativados nas aves intoxicadas que receberam
0 adsorvente (T6) na dieta apresentaram reducdo em relacdo ao tratamento de aves apenas
intoxicadas (T5) em todas as coletas e com diferenca significativa (p< 0,05) na coleta do dia 31
(Tabela 10).

Conforme Tabela 10, o efeito do adsorvente junto as aves vacinadas e intoxicadas ndo
apresentou diferenca significativa em todas as coletas. Essa constatacdo pode ser melhor
observada quando comparamos aves vacinadas e intoxicadas (T4 e T7) com aves vacinadas e
intoxicadas com adsorvente na dieta (T2 e T8).

Tabela 10 - Percentagem de linfocitos T citotoxico ativados em relacdo ao total de células

imunes no sangue.

% de Linfécitos T Citotdxico Ativados (CD8"CD28")

Tratamentos Coletas

N°  Vacina AFLA AAM 31 dias 42 dias 49 dias

T1 - - - 9,53+7,38% 1,26 +0972% 253+1,27%
T2 SG9R 25PPM  25Kg 0,78 +0,68° 1,11+0,49% 087+0,27°
T3 SGIR - - 2,24+0,90° 1,36+0,972 1,00+0,46°
T4 SG9R  2,5PPM - 1,51 +1,13° 0,59+0,15° 1,38+0,63?2
T5 - 2,5 PPM - 9,86 + 5,802 200+1,17% 2,78+1.21°%
T6 - 25PPM  25Kg 1,58 +1,72° 1,14+0,43% 1,92+0,62°
T7 SGO9R 1 PPM 1 Kg 1,50 +1,52° 1,31+1,04% 1,74+0,56%
T8 SGO9R 1 PPM 1 kg 1,08 +0,99° 1,29+0,49% 1,86+0,572

A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando as médias de todos 0s grupos
entre si. As médias seguidas das mesmas letras minusculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo
teste de teste de Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05). Média = Desvio
Padréo.

5.2.6 Monécitos

5.2.6.1 Efeitos somente da vacina 9R

Quando comparamos o tratamento controle (T1) com aves apenas vacinadas (T3),
observamos uma concentracdo menor de monadcitos na coleta dos 31 dias. Porém, nas coletas
subsequentes a concentracdo de mondcitos de aves vacinadas apresentou-se sempre maior
comparadas as aves controle sem vacina, até mesmo, apresentando diferenga estatistica
(p<0,05) na coleta dos 42 e 49 dias (Tabela 11).
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5.2.6.2 Efeitos das aflatoxinas

O efeito do tratamento apenas com aves intoxicadas (T5) diminuiu a concentracao de
monocitos na coleta dos 31 dias comparadas com aves controle (T1). Porém, aumentou nas
coletas de 42 e 49 dias. As coletas apresentaram diferenga significativa (p<0,05) na
concentra¢do de mondcitos de aves apenas intoxicadas (T5) comparadas com o controle (T1)
nos 31 e 49 dias (Tabela 11).

Ao avaliarmos a influéncia das aflatoxinas na presenca da vacina, a concentracdo de
mondcitos apresenta uma caracteristica semelhante a comparacdo sem a vacina, ou seja, na
coleta dos 31 dias apresenta uma concentracdo menor, aumentando nas coletas dos 42 e 49 dias.
Essa constatacdo pode ser observada, conforme a Tabela 11, quando comparamos aves somente

vacinadas (T3) com aves vacinadas e intoxicadas (T4).

5.2.6.3 Efeito do adsorvente

Conforme Tabela 11, ndo ocorreu diferenca estatistica na concentracdo de mondcitos
sem a presenca da vacina quando comparamos aves intoxicadas (T5) com aves intoxicadas com
adsorvente na dieta (T6) nas coletas dos 31 e 42 dias. Porém, na coleta dos 49 dias a
concentracdo de mondcitos de aves que receberam o adsorvente (T6) é significativamente
(p<0,05) menor que aves apenas intoxicadas (T5).

Na comparacdo de aves vacinadas e intoxicadas (T4 e T7) com aves vacinadas e
intoxicadas com adsorvente na dieta (T2 e T8), também néo foi observado diferenca estatistica
na concentracdo de mondcitos. Embora, as aves do T8 comparadas as aves do T7 apresente uma
concentracdo bastante grande de mondcitos na coleta dos 49 dias (Tabela 11).
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Tabela 11 - Percentagem de Mondcitos em relagdo ao total de células imunes no sangue.

% de Mondcitos (Kul"MHCIIY)

NO
T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7
T8

Tratamentos Coletas

Vacina AFLA AAM 31 dias 42 dias 49 dias

- - - 8,28 +4,27°2 2,09+1,38° 18,51 +7,89°
SG9R 25PPM  25Kg 3,63+2,86° 11,14 £6,25% 29,75+ 5,352
SG9R - - 6,49 + 3,532 10,33 £4,43%  22,63+9,74°2
SG9R 2,5PPM - 3,06 0,892 19,26 £7,842 28,16 +9,28 2

- 2,5 PPM - 2,76 +2,06° 2,61+1,62° 20,70 + 8,272

- 25PPM  25Kg  1,15+0,88° 4914225 16,81 +5,30°
SGO9R  1PPM 1Kg 3,91+3,23% 8,58 +4,84% 23,86 +4,512
SGO9R  1PPM 1 kg 4,15+ 3,272 7,36 3,052 31,73+9,562

A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando as médias de todos 0s grupos entre si.
As médias seguidas das mesmas letras minasculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de teste de
Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05). Média + Desvio Padrio.

5.2.7 Heterdfilos Fagociticos

5.2.7.1 Efeitos Somente da Vacina 9R
Conforme a Tabela 12, a vacina 9R ndo apresentou diferenca significativa quando
comparamos o tratamento controle (T1) com o tratamento de aves apenas vacinadas (T3)

em todas as coletas.

5.2.7.2 Efeitos das Aflatoxinas

As aflatoxinas aumentaram a concentragdo de heterofilos em todas as coletas, sendo
estatisticamente significante (p<0,05) a diferenga na coleta dos 31 dias. Esse aumento na
concentracdo pode ser observado quando comparamos aves controle (T1) com aves apenas
intoxicadas (T5).

Conforme Tabela 12, as aves intoxicadas e vacinadas (T4) também apresentaram uma
maior concentragdo de heterofilos fagociticos comparadas com aves apenas vacinadas (T5).
A concentragdo de 2,5 ppm de AFLA utilizada na intoxicacdo de aves vacinadas (T4)
também apresentaram uma concentracdo maior de heterofilos quando comparado com aves
vacinadas e intoxicadas com 1ppm de AFLA (T7). Ou seja, 0 aumento da concentracdo de
aflatoxinas na intoxicacdo de aves vacinadas aumentou a concentracdo de heterdfilos

fagociticos no sangue.
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5.2.7.3 Efeito do Adsorvente

Pelo fato das aflatoxinas aumentarem a concentracdo dos heterdfilos no sangue, os
tratamentos envolvendo o uso adsorvente na dieta de aves diminuiram a concentracédo de
heterofilos. Conforme a Tabela 12, essa diminuicdo pode ser observada quando
comparamos as aves apenas intoxicadas (T5) com aves intoxicadas com adsorvente na dieta
(T6), assim como aves vacinadas e intoxicadas (T4) com aves vacinadas e intoxicadas com

adsorvente na dieta (T2).

Tabela 12 - Percentagem de Heterofilos Fagociticos em relacéo ao total de células imunes no

sangue.
% de Heterofilos Fagociticos
Tratamentos Coletas
N° Vacina AFLA AAM 31 dias 42 dias 49 dias
T1 - - - 5,45+ 727" 1,23+0,99° 0,86 +0,94 2
T2 SG9R 25PPM 25Kg  0,79+064° 1,40 £0,92° 0,63+0,38°2
T3 SGIR - - 1,21 +0,69° 1,47 £0,49° 0,59 +0,382
T4 SG9R 2,5PPM - 3,04+3,17° 6,62 +5,64 2 0,78+0,522
T5 - 2,5 PPM - 13,29 +5,74 2 1,69 +150" 1,14+0,892
T6 - 25PPM  2,5Kg 2,30+ 2,35° 1,02+0,43° 1,42 +150°
T7 SG9R  1PPM 1Kg 0,82 +0,63° 1,67 £0,70" 0,46 + 0,28 2
T8 SG9R  1PPM 1 kg 1,01+£0,76° 3,06 +2,84° 0,46 + 0,36 2

A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando as médias de todos 0s grupos entre si.
As médias seguidas das mesmas letras minGsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de teste de
Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05). Média + Desvio Padrao.

5.2.8 Mondcitos Fagociticos

5.2.8.1 Efeitos somente da vacina 9R
Conforme a Tabela 13, a utilizagdo da vacina ndo apresentou nas aves diferenca
significativa na concentracdo de mondcitos fagociticos. Essa constatacdo pode ser observada

qguando comparamos aves controle (T1) com aves somente vacinadas (T3) em todas as coletas.

5.2.8.2 Efeitos das aflatoxinas
Conforme a Tabela 13, na comparacdo de aves controle (T1) com aves apenas
intoxicadas (T5), ndo observamos diferenca significativa de concentracdo de mondcitos

fagociticos nas coletas. Porém, na coleta de 31 dias (3 dias depois da vacina), as aves
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intoxicadas (T5) apresentam um aumento importante na concentracdo quando comparado ao
controle (T1).

Quando envolve o estimulo da vacina, ou seja, aves vacinadas e intoxicadas (T4)
comparados apenas com aves vacinadas (T3), a concentragdo de mondcitos fagociticos
apresentou um aumento significativo na coleta dos 31 dias. No entanto, nas demais coletas as
concentracOes apresentaram semelhanca.

A maior concentracdo de aflatoxinas na dieta de aves vacinadas ndo apresentou diferenca
na concentracdo de monacitos fagociticos. Essa constatacéo € observada quando comparamos
aves vacinadas e intoxicadas com 1 ppm de aflatoxinas (T7) com aves vacinadas e intoxicadas
com 2,5 ppm de aflatoxinas (T4).

5.2.8.3 Efeito do Adsorvente

O efeito do adsorvente na concentracdo de mondcitos fagociticos foi possivel se
observar com diferenca significativa (p<0,05) somente na coleta de 31 dias, tanto em aves
vacinadas como néo vacinadas (Tabela 13).

A concentracdo de mondcitos fagociticos de aves ndo vacinadas e intoxicadas com
adsorvente na dieta (T6) apresenta um aumento na concentra¢do quando comparado com aves
ndo vacinadas e intoxicadas (T5). Quando avaliamos a influéncia do adsorvente nos tratamentos
vacinados, observamos uma diminuicao significativa (p<0,05) na concentracao dessas células.
Essa diminuicao pode ser observada quando comparamos aves vacinas e intoxicadas (T4 e T7),
com aves vacinas e intoxicadas com adsorvente na dieta (T8 e T2). Destacando que o tratamento
8 a inclusdo na dieta de adsorvente é de 1kg por tonelada e no tratamento 2 a inclusdo é de 2,5
kg de adsorvente por tonelada (Tabela 13).
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Tabela 13 - Percentagem de Mondcitos Fagociticos em relacdo ao total de células imunes no

sangue.
% de Mondcitos Fagociticos
Tratamentos Coletas
N° Vacina  AFLA AAM 31 dias 42 dias 49 dias
T1 - - - 5,55+ 5,54 27,95+12,502 2,47 +2,09°2
T2 SGO9R 25PPM 25Kg 7,85+9,13° 39,81 +14,962 3,19+1,69°2
T3 SG9R - - 3,76 +1,50° 34,93+8,34% 2,86 £2,132
T4 SG9R 2,5PPM - 13,96 +18,16 % 38,53 +13,832 1,76 +0,48 2
T5 - 2,5 PPM - 6,02 +3,072 31,73+ 13,242 2,14 +1532
T6 - 2,5 PPM 25Kg 18,27+14,11% 35,07+19,87° 1,70+ 0,662
T7 SG9R 1 PPM 1Kg 12,23 +12,72% 40,85+10,712 1,49 +0,26 2
T8 SGI9R 1 PPM 1 kg 3,82+3,85° 39,46 + 6,782 1,44 +0,57 2

A estatistica foi realizada separada em cada coleta, comparando as médias de todos 0s grupos entre si.
As médias seguidas das mesmas letras minasculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de teste de
Fisher PLSD para diferenca estatistica entre grupos (P < 0,05). Média + Desvio Padrao
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6 DISCUSSOES

O presente trabalho buscou avaliar o comportamento de células do sistema imune junto
a vacina SG9R, bem como o efeito dessa imunizacdo em aves intoxicadas com aflatoxinas,
correlacionando o efeito protetivo do uso ou ndo de adsorvente na dieta de poedeiras comercias.

Conforme Batista (2017), um estudo “in vivo” da resposta imunologica desenvolvida
contra Salmonella Gallinarum (SG) é dificil devido a alta mortalidade causada por esse
microrganismo em aves suscetiveis. Em pesquisas realizadas por Wigley et al. (2005), é
recomendado utilizar a vacina viva SG9R para promover estudos imunologicos mais
prolongados, pois a mesma é capaz de induzir moderada sintomatologia do tifo aviario, sem
provocar mortalidade nos animais. De acordo com essa pesquisa, a resposta imune humoral foi
caracterizada pelo aumento de IgM com sete dias pds vacinagdo e alto nivel de IgG entre as
terceira e quarta semana pés vacinacdo. Apds esse periodo, a quantidade de 1gG decaiu até
alcancar a homeostasia com seis semanas ap0s vacinagao.

O efeito da vacina SG9R, no presente estudo sobre a populacéo de linfécitos B (Bu —
la+), embora sem diferenca estatistica, também apresentou um aumento, 3 dias depois da
vacina, na comparagdo de aves somente vacinadas (T3) comparadas aves ndo vacinadas (T1),
decaindo sua concentracdo nas coletas subsequentes. Além disso, conforme Barrow (2007),
esse tipo de vacina é mais eficiente na inducdo de estimulos junto a resposta imune celular.

Na maioria dos marcadores celulares utilizados, as concentracdes de linfécitos T
auxiliares (CD4+) e citotdxico (CD8+) avaliados no presente trabalho ndo apresentou diferenca
significativa entre aves controle ndo vacinadas (T1) e aves somente vacinadas (T3). A exce¢do
sdo os linfocitos T citotdxico ativados (CD8+CD28-), no qual apresentaram uma reducdo
significativa (P<0,05) na sua concentracdo em aves vacinadas (3 e 21 dias ap6s a vacinagao).

Os resultados acimas citados, sdo divergentes de muitos estudos ja publicados. Pois, em
sua grande maioria, € relatado o aumento na concentracao de linfocitos auxiliares e citotdxicos
apos a vacinacgdo ou inoculacdo experimental com SG (Wigley et al. 2005, Kamble et al. 2017,
DIAZ, 2014). No entanto, em estudos recentes, Adam et al. (2017) encontraram intensa reducéo
na concentracdo total de linfdcitos e heterdfilos em poedeiras de linhagem Isa Brown® a partir
de 7 ap6s inoculagio com 0.5 ml de 9x108 UFC de SG.

O efeito da vacina SG9R, ndo alterou a atividade fagocitica dos monadcitos e heterofilos
guando comparamos o tratamento controle (T1) com aves apenas vacinadas (T3). No entanto,
ao avaliarmos a concentracdo de mondcitos (Kul+MHCII+), as aves vacinadas apresentaram

sempre maior concentracdo quando comparadas com as aves controle sem vacina, até mesmo,
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apresentando diferenca estatistica (P<0,05) na coleta dos 42 e 49 dias. De acordo, Berchieri
Junior (2009), o aumento na concentracao de leucdcitos, é atribuido a multiplicacdo rapida de
Salmonella Gallinarum dentro dos fagdcitos, com posterior lise celular e liberacdo da bactéria
no compartimento extracelular, provocando forte resposta imune.

Em relacdo a intoxicacdo das aves com aflatoxinas, o desafio foi bem-sucedido. O
primeiro parametro que consegue validar essa informagao foram os pesos das aves intoxicadas.
Todos os tratamentos que receberam aflatoxinas sem a utilizacdo do adsorvente na dieta,
apresentaram uma reducdo significativa de peso em compara¢do com aves nao intoxicadas.
Essa reducdo no peso corporal das aves também foi observada por Oliveira et al. (2001), quando
a intoxicacdo a partir de 1 mg/kg de AFBL, alterou o desempenho de poedeiras jovens. Em
estudos analiticos de desempenho, comprovou-se que diferentes niveis de aflatoxinas
influenciam significativamente (p<0,05) no peso médio e no ganho de peso de poedeiras
(SILOTO et al. 2013, GUL et al. 2017, OLIVEIRA et al. 2017).

Outra caracteristica que contribui bastante na comprovacdo de que a intoxicagdo
experimental foi eficiente, sdo os resultados macroscépicos e microscépicos dos figados. Os
figados das aves somente intoxicadas (T5) apresentaram severo dano hepético (necrose), com
degeneracdo gordurosa e alteragfes de tamanho. Essas caracteristicas de lesdes hepaticas foram
também evidenciadas por Kumar e Balachandran (2009), junto a intoxicacdo com 1 ppm de
aflatoxinas em frangos de corte. Conforme, Abdul-Aziz (2016), os figados das aves alimentadas
com aflatoxinas revelam principalmente degeneracdo gordurosa, necrose focal de hepatdcitos,
hiperplasia biliar e infiltracdo de linfocitos.

Os efeitos secundarios no figado e a natureza imunossupressora sdo areas mais
documentadas em relacdo a citotoxicidade das aflatoxinas. Existem muitos estudos
contraditérios disponiveis, no entanto, os efeitos negativos das aflatoxinas sobre a imunidade
mediada por células e humoral, parecem ser melhor evidenciados em doses respectivamente de
0,4el1ppm (YUNUSetal., 2011).

No presente trabalho, embora sem diferenca significativa (p< 0,05), a influéncia das
aflatoxinas aumentou a concentragdo de linfocitos B nas coletas (31 e 49 dias) das aves
intoxicadas e vacinadas, comparadas com aves somente vacinadas (T3). Resultado contrario a
muitas pesquisas publicadas, principalmente utilizando vacinas virais vivas, onde as
concentracdes de anticorpos sdo menores em aves intoxicadas com aflatoxinas (TESSARI,
2014). A esse respeito, Yunus et al. (2011), relata que muitos experimentos indicam que a
resposta imune humoral em aves pode aumentar ou diminuir. Ou seja, depende da concentragao

de AFLA, tempo de exposi¢édo, tempo entre a aplicacdo da vacina/coleta de sangue e a linhagem
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que se destina as aves. Uma explicacdo, proposta por Azzam e Gabal (1997), trata do efeito da
toxina sobre o epitélio associado ao foliculo (FAE) na bolsa de Fabricius, levando a um aumento
de anticorpos séricos e, consequentemente, a reducdo da semivida do anticorpo.

Segundo Mallmann et al. (2016), apesar de existir consenso sobre a imunotoxicidade,
seu mecanismo de acao ainda ndo esta bem elucidado. Assim sendo, a imunidade mais afetada
é a celular e a aflatoxina B1 afeta principalmente os linfécitos T, incluindo tanto as células
celulares T auxiliares quanto as T citotoxicas.

O experimento realizado demostrou uma reducdo importante nas concentracdes de
linfocitos T auxiliares e citotoxicos de aves intoxicadas com aflatoxinas. Nas popula¢Ges com
funcdo de imunidade em mucosas (TCRVp1+), a redugdo se observou em ambas doses de
intoxicacdo (1 e 2,5 ppm), até mesmo sem a presenca do estimulo da vacina. Embora, a
diferenca significativa (p<0,05) nas concentracGes dessas células entre aves intoxicadas e ndo
intoxicadas ocorreu somente na presenca do estimulo vacina. Nas populagdes de linfécitos
auxiliares periféricos (CD4+TCRVp1-) a influéncia das aflatoxinas também reduziu as
concentracdes dessas células, apresentando diferenca significativa (p< 0,05) nas coletas de 31
e 42 dias de aves vacinadas (T3) e vacinadas e intoxicadas (T4). Porém, a intoxicacdo com
1ppm ndo foi suficiente para reduzir a concentracdo de linfécitos T auxiliares periféricos de
forma significativa.

Conforme pesquisas desenvolvidas por Miglino (2012), a inclusdo de milho,
naturalmente contaminado com 2905 ppb de aflatoxinas e 125 ppb de fumonisinas, diminuiu
significativamente linfocitos T CD4+ e CD8+ na mucosa intestinal das aves comparado com
aves que receberam milho de boa qualidade. Em estudo conduzido por Jiang et al. (2015), as
porcentagens de linfocitos T em células intra-epiteliais (IELs), linfocitos da lamina prépria
(LPLs) e expressdao de mRNA de citocinas de duodeno, jejuno e ileo tiveram tendéncias
decrescentes em frangos intoxicados com 0,6 ppm de aflatoxina B1. Em poedeiras comerciais
alimentadas com milho e trigo naturalmente contaminados com Fusarium toxinas, Chowdhury
et al., (2005), constataram reducdo na contagem de células brancas, linfdcitos B, linfocitos T
CD4+ e CD8+ no sangue. Em estudo de Girgis et al. (2010), frangos corte desafiados com
Eimeria maxima e alimentadas com gréos naturalmente contaminados por Fusarium toxinas,
também apresentaram drastica reducdo nas populagées de linfécitos T CD4+ e CD8+ na mucosa
do jejuno.

Apesar de existirem muitas pesquisas nos Gltimos anos, 0s mecanismos exatos da
imunossupressao das aflatoxinas em células T ndo estd claramente compreendido. A este

respeito, Surai e Dvorska (2005) analisaram alguns aspectos da imunotoxicidade induzida por
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AFBL. Trata-se de uma observacdo geral, onde o tamanho dos 6rgaos linfoides ndo é normal
em aves expostas & AFB1. Nessas pesquisas, a deplecdo de células linfoides no timo, bago e
Bursa de Fabricius foi descrita. Durante estudos anteriores sobre os efeitos de AFB1, Tung et
al. (1970) descreveram o aumento induzido pela toxina na atividade enzimatica lisossémica nos
masculos hepatico e esquelético da galinha. Esses autores postularam que esse aumento na
atividade lisossémica, além de outros fatores, poderia afetar negativamente a integridade do
tecido durante a aflatoxicose. A esse respeito, a dieta AFB1 foi encontrada por Celik et al.
(2000) para resultar em degeneracdo do epitélio associado ao cortex no timo de frangos de corte.
Além dos efeitos sobre os tecidos linfoides, os efeitos ndo especificos da toxina na sintese de
proteinas através da inibi¢cdo da RNA polimerase, peroxidacéo lipidica e lesdo hepatica também
sdo considerados como resultado de uma producéo reduzida de células T (YUNUS et al., 2011).
O presente trabalho também encontrou uma reducdo (p<0,05) na concentracdo de
monacitos (Kul'MHCII*) nas coletas de aves intoxicadas com 2,5 ppm de aflatoxinas (T5)
comparadas aves controle (T1) aos 31 dias de idade. Porém, nas demais coletas ndo se observou
diferenca na concentracdo dessas células. Em estudos realizados por Neeff (2016), os mondcitos
também apresentaram reducao significativa em frangos de corte que receberam 0,5 ppm de
AFB1 na coleta de 21 dias. No entanto, 0 mesmo estudo relata que ndo houve diferenca aos 42
dias de idade em relacdo a aves intoxicadas e ndo intoxicadas. Como em ambos 0s experimentos
as aves intoxicadas perderam peso, é muito provavel que para compensar o déficit de sintese
proteica ocasionado pela intoxicacdo das aflatoxinas, o0 metabolismo das aves tenha utilizado
reservas de proteinas destinadas ao crescimento para suprir suas necessidades imunolégicas.
Em relacdo a atividade fagocitica, a concentracdo de heterofilos e mondcitos fagociticos
apresentaram aumento de concentracdo nas coletas de 31 e 42 dias. As aves intoxicadas e
vacinadas (T4) também apresentaram uma maior concentracdo de heterofilos fagociticos
comparadas com aves apenas vacinadas (T5). Aos 42 dias a concentracao de 2,5 ppm de AFLA
utilizada na intoxicagdo de aves vacinadas (T4) apresentaram uma concentracdo maior de
heterofilos quando comparado com aves vacinadas e intoxicadas com 1ppm de AFLA (T7). Ou
seja, aumentando a concentracdo de aflatoxinas na intoxicagédo de aves vacinadas aumentou a
concentracdo de heterofilos fagociticos no sangue. O efeito da aflatoxina sobre a capacidade
fagocitica de células mononucleares de aves esta relatado na literatura primordialmente através
de estudos “in vitro”, com resultados alternados. Contudo, o conjunto de trabalhos publicados
(TESSARI et al., 2006; CHANG et al., 1979; TESSARI, 2004; NEEFF, 2016) indica efeito
supressor também sobre a capacidade fagocitica das células mononucleares, ao contrario do

que foi encontrado no presente estudo. No entanto, é importante ressaltar que os trabalhos
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comparados ndo sdo com poedeiras comerciais, mas sim de experimentos com frangos de corte.

Os efeitos da aflatoxicose relatados anteriormente foram majoritariamente revertidos
pela adicdo do adsorvente na dieta. Tanto a lesdo hepatica, quanto o peso das aves foram
limitados e praticamente neutralizados pela inclusdo do aditivo antimicotoxinas. Em relacéo as
celulas do sistema imune, o efeito benéfico do produto sobre os linfocitos se deu principalmente
nos tratamentos em que as aves eram vacinadas. Ou seja, na comparacdo de aves vacinadas
intoxicadas com adsorvente na dieta (T2) com aves intoxicadas e vacinadas (T4).

As concentragdes de linfocitos T auxiliares de mucosas (CD4+TCRVB1+) e citotoxicos
de mucosas (CD4-TCRVB1+), aumentaram na presenca do adsorvente com inclusdo de 2,5 kg
por tonelada, apresentando diferenca significativa (p< 0,05) sobre tudo nas coletas dos 31 dias.
As concentragdes de linfocitos auxiliares periféricos (CD4*TCRVpB1°) também apresentaram
uma maior concentracdo na inclusdo de 2,5 kg, com diferenca significativa (p< 0,05) aos 42
dias.

A menor concentragdo do aditivo (1kg) que foi usada nos animais desafiados com 1 ppm
de AFLA (T8), ndo foi suficiente para reverter os efeitos da micotoxina sobre os linfdcitos T.
Embora o tratamento tenha prevenido as lesdes hepaticas mesmo em concentracdo mais baixa,
a presenca desse efeito imune indica que pode ser necessario manter a concentragcdo mais alta
do aditivo mesmo quando o desafio da toxina € reduzida.

Em relacdo aos tipos celulares que a influéncia das aflatoxinas aumentaram sua
concentracdo no sangue (linfécitos B, monadcitos e heterofilos fagociticos) a incluséo de 2,5 kg
do adsorvente teve um efeito antagénico, diminuindo as concentracfes. Porém, sem diferenca
estatistica em sua maioria.

Conforme Gimeno e Martins (2011), os adsorventes possuem a habilidade de se aderir
a micotoxina e impedir sua absorcao no trato digestorio, tornando-a inerte e diminuindo sua
toxidade para as aves. Dentre as argilas e seus derivados as mais usadas sdo a sepiolita,
aluminossilicato de sddio e calcio (ASSCA), bentonitas e a diatomitas. Adsorventes a base de
aluminossilicato de sodio ou calcio (ASSCA) sdo derivados das zeolitas, apresentando cargas
negativas, ja as aflatoxinas possuem forte carga positiva, podendo ser adsorvidas pelos ASSCA
(BURAGAS, 2005).

Conforme Mallmann et al. (2015), a inclusdo de 0,25% de um adsorvente a base de
aluminiossilicato na dieta de poedeiras comerciais, reduziu em 53 % a agravidade do dano
hepatico microscopico. Em avaliacdo similar, Calado (2016) encontrou desempenhos
zootécnicos e quantidades de imunoglobulinas para Gumboro (IBVD) significativamente

maiores em frangos de corte alimentados com 0,5 % de adsorvente a base de ASSCA e
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desafiados naturalmente com 0,2 ppm de aflatoxinas. No entanto, Sobrane Filho (2014) relata
que a inclusdo de adsorvente 0,2 e 0,3% na dieta de aves intoxicadas com 2 ppm de aflatoxinas
ndo conseguiu reverter totalmente os danos ocasionados em parametros hematoldgicos, embora
a adicdo do ASSCA tenha reduzido perdas zootécnicas. De acordo com Gimeno e Martins
(2011), nem toda a micotoxina é 100% sequestrada pelos adsorventes, ocorrendo assim

absorcéo de uma fragéo reduzida, consequentemente, afetando o metabolismo do animal.
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7 CONCLUSAO

A vacina SG9R promoveu uma reducéo significativa na concentracdo de linfocitos T
citotoxicos ativados (CD8+CD28-). Tornando esse marcador, um bom parametro para ser
analisado antes e depois da imunizagdo com Salmonella Gallinarum em poedeiras comercias.
Outra célula do sistema imune que foi estimulada pelo o efeito da vacina SG9R foram os
monocitos (Kul+MHCII+), apresentando um aumento de concentracdo estatisticamente
significativo a partir dos 14 dias ap06s da vacina.

As aflatoxinas demostraram efeito supressor nos linfécitos T auxiliares de mucosas
(CD4+TCRVB1+), linfécitos T auxiliares periféricos (CD4+TCRVp1-) e linfécitos T
citotoxico de mucosas (CD4-TCRVp1+) em aves vacinadas. Apresentando diferenca (p<0,05)
nas coletas com 3 e 14 dias ap6s a vacinacdo. No entanto, as aflatoxinas aumentaram a
concentracdo de monacitos e heterofilos fagociticos.

A incluséo de 2,5 kg do adsorvente na dieta por tonelada de racéo, neutralizou os efeitos
das aflatoxicoses relatados acima, sobretudo nas concentracfes de linfocitos T auxiliares de
mucosas (CD4+TCRVp1+), auxiliares periféricos (CD4+TCRVp1-) e citotoxicos de mucosas
(CD4-TCRVpI1+). Aumentando a concentragao dessas células na com diferenga (p< 0,05) 21
dias ap0s a vacinagéo.
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ANEXO 1. Certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias
Agrérias - UFPR.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UFPR

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo mimero 031/2017, referente ao projeto “AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE
CELULAR JUNTO A VACINA DE Salmonella GALLINARUM EM AVES IMUNOSSUPRIMIDAS COM
AFLATOXINAS”, sob a responsabilidade de Luiz Felipe Caron — que envolve a produgio, manutencio e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de Outubro, de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASIL,
com grau 2 de invasividade, em reunifio de 05/05/2017.

Vigéncia do projeto Junho/2017 até Agosto/2017
Espécie/Linhagem Gallus gallus domesticus (ave) / HyLine
Numero de animais 144

Peso/Idade 50g/1dia

Sexo Fémea

Origem Avipec em Curitiba, Parand

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 031/2017, regarding the project “Evaluation of the cellular immune
responses of aflatoxin-immunosuppressed birds against Salmonella Gallinarum” under Luiz Felipe Caron
supervision — which includes the production, maintenance and/or utilization of animals from Chordata phylum,
Vertebrata subphylum (except Humans), for scientific or teaching purposes — is in accordance with the precepts
of Law n° 11.794, of 8 October, 2008, of Decree n° 6.899, of 15 July, 2009, and with the edited rules from Conselho
Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), and 1t was approved by the ANIMAL USE ETHICS
COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA (Federal University of the State of Parana, Brazil), with degree 2 of invasiveness, in session of

05/05/2017.
Duration of the project June/2017 until August/2017
Specie/Line Gallus gallus domesticus (bird) / HyLine
Number of animals 144
Wheight/Age 50 g/ 1day
Sex Female
Origin Avipec in Curitiba, Parana

Curntiba, 5 de maio de 2017.

. %ﬁ*m e Pecho
Chayane da Rocha
Coordenadora CEUA-SCA

Comissio de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agprarias - UFPR
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ANEXO 2. Tabela de Conforto Térmico e de Umidade Relativa para ISA-BROWN®.

29-35

After 35

Brooding
temperature
At the edge

of the
brooders

35°C

34°C

32°C

29°%C

Brooding
temperature
At 2/3m from
the brooders
29 - 28°C
27°C
26°C
26 - 25°C
25 - 23°%C
23 - 21°C

21-19°C

19 - 17°C

Room
temperature

33 -31°C

32 -31°C

30 - 28°C

28 - 26°C

25 - 23°C

23 -21°C

21-19°C

19 - 17°C

Relative
humidity
optimal & maxi-
mal in %

55 -6

55 -60

55-60

55-60

55-65

55 -65

60-70
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ANEXO 3. Condicdes Nutricionais Minimas para ISA-BROWN®.

) DL- DL-Met DL-Met + DL-Met + DL-Met + DL-Met + L-Thr +
Ingrediente Met +L-Thr L-Thr + L-Thr+L- L-Thr+L-Val+ L-Val + L-Lys +
L-Val Val + L-Lys L-Lys + L-Trp L-Trp + L-lle
DL-Metionina 0,243 0,250 0,263 0,264 0,286 0,336
L-Treonina 98,5% 0,011 0,031 0,032 0,067 0,146
L-Valina 98 5% 0,024 0,026 0,070 0,169
L-Lisina HCI 99% 0,004 0,086 0,269
L-Triptofano 98% 0,014 0,047
L-Isoleucina 99% 0,102
Milho 55,67 56,69 58 45 58,58 61,68 68,54
Farelo de soja 29 34 28 47 26 96 26,85 24 11 18,01
Oleo de soja 3,69 3,51 3,20 37 2,59 1,24
Outros 11,06 11,07 11,07 11,07 11,10 11,15
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Proteina Bruta (%) 17,80 17,50 17,00 16,96 16,13 14,26
Calcio (%) 402 402 402 402 402 402
Faosfaoro disp (%) 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
EM (kcal/kg) 2900 2900 2900 2900 2900 2900
Lisina dig (%) 0,804 0,804 0,804 0,804 0,804 0,804




