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Resumo

VON MUHLEN, Camila. Avaliagdo da suplementacdo com Saccharomyces
boulardii e Saccharomyces cerevisiae sobre respostas imunoldgicas,
fisiologicas e microbiolégicas em frangos de corte. Orientador: Victor Fernando
Bittow Roll. 2024. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) - Programa de P04s-
Graduacgédo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2024.

O objetivo com esse estudo foi avaliar a suplementacdo com Saccharomyces boulardii
e Saccharomyces cerevisiae na dieta de frangos de corte, a fim de verificar seu efeito
sobre a resposta imunoldgica, fisiolégica e microbioldgica. Para isso, foram utilizados
270 pintos de corte com um dia de vida da linhagem comercial Cobb 500, distribuidos
em 45 boxes. Foram avaliadas as respostas humoral e celular frente a uma vacina
comercial, a contagem diferencial de leucdcitos, medidas biométricas de estresse
oxidativo, microbioma fecal e contagem de ovos e oocistos das fezes. Foi possivel
concluir que na resposta humoral frente a vacina, ambos os probiéticos aumentaram
o nivel de anticorpos nos frangos vacinados, os animais suplementados com S.
boulardii e S. cerevisiae tiveram um aumento de 1,6 e 1,5 vezes, respectivamente, no
nivel de IgY com relacdo aos ndo suplementados. A transcricdo das citocinas foi
similiar nos grupos suplementados e ndo suplementados. Para a variavel leucocitos,
observou-se que S. boulardii aumentou a quantidade de linfocitos e diminuiu a relacéo
heterofilos/linfécitos em 12,2 e 27,9% respectivamente, enquanto que S. cerevisiae
ndo demonstrou diferencas. Nenhum probiético influenciou significativamente os
valores biométricos de estresse oxidativo. Os dois probitticos foram capazes de
modular a microbiota reduzindo a abundancia de microrganismos nos 4 filos
observados. S. boulardii apresentou efeito ovicida e oocistocida de 19,0% e 2,0%
respectivamente, enquanto S. cerevisiae demonstrou 33,3% e 29,7%
respectivamente. S. cerevisiae demonstrou ser mais eficaz no efeito ovicida e
oocistocida que os demais tratamentos.

Palavras-chave: avicultura; imunidade; microbiota; probiéticos.



Abstract

VON MUHLEN, Camila. Evaluation of supplementation with Saccharomyces
boulardii and Saccharomyces cerevisiae on immunological, physiological, and
microbiological responses in broiler chickens. Advisor: Victor Fernando Buttow
Roll. 2024. 70 f. Thesis (Master's in Animal Science). Animal Sciences Graduate
Program. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2024.

The aim of this study was to evaluate supplementation with Saccharomyces boulardii
and Saccharomyces cerevisiae in the diet of broiler chickens to assess their effects on
immune, physiological, and microbiological responses. For this purpose, 270 one-day-
old broiler chicks of the Cobb 500 commercial lineage were used, distributed across
45 pens. Humoral and cellular responses to a commercial vaccine, differential
leukocyte count, oxidative stress biomarker measurements, fecal microbiome, and
counts of eggs and oocysts in feces were evaluated. The study led to the conclusion
that both probiotics contributed to na enhanced humoral response to the vaccine,
resulting in an increased production of antibodies in broilers. The birds supplemented
with S. boulardii and S. cerevisiae had a 1.6 and 1.5 times increase, respectively, in
IgY levels compared to the non-supplemented ones. Cytokine transcription was similar
in the supplemented and non-supplemented groups. Regarding the leukocyte variable,
it was observed that S. boulardii increased the quantity of lymphocytes and decreased
the heterophil/lymphocyte ratio by 12.2% and 27.9%, respectively, while S. cerevisiae
showed no differences. None of the probiotics significantly influenced the oxidative
stress biometric values. Both probiotics, nonetheless, demonstrated the ability to
modulate the microbiota by reducing the abundance of microorganisms in the four
phyla observed. S. boulardii exhibited ovicidal and oocysticidal effects of 19.0% and
2.0%, respectively, while S. cerevisiae demonstrated 33.3% and 29.7%, respectively.
S. cerevisiae displayed superior efficacy in both ovicidal and oocysticidal effects
compared to other treatments.

Key-words: immunity; microbiota; poultry production; probiotics.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9

Figura 10

Figura 11

Lista de figuras

Galpao experimental.........cccceuiieee e
Produgdo de leveduras..........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiieeiee e
Distribuigc&o e alojamento dos animais ...........ccceeeeeeeeeieiieeenninninns
Técnica de contagem de ovos por grama de fezes (OPG)............
IgY total especifica contra a vacina comercial de coélera e tifo
AVIANIO. ..t e e e e ——————
Transcri¢do relativa das citocinas IFNy, IL17A, IL12, IL2 e IL22
em esplendcitos de frangos de Corte..........oooeevveviiiiiciiiiiieeieee.
Principais géneros de bactérias detectados em amostras fecais
de frangOS A€ COIME.......uuuuieiiiii i
Abundancia de filos do tratamento controle comparados ao
tratamento com suplementacéo de S. boulardii...............cc.eeveeeee.
Abundancia de filos do tratamento controle comparados ao
tratamento com suplementacdo de S. cerevisiae...............ccc......
Contagem de ovos e oocistos dos tratamentos Saccharomyces
boulardii, Saccharomyces cerevisiae e controle...........................
Atividade ovicida e oocistocida dos probidticos sobre a

contagem de ovos e de oocistos em frangos de corte...................

37

40

50

51

52



Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4
Tabela 5

Tabela 6

Lista de tabelas

Composicéao nutricional das dietas.............cccevvvvvvvvevveiiiiicccce e,
Sequéncia dos primers utlizados na reagdo de gPCR para
(o= 1] = T PSRRI
Contagem diferencial de leucécitos aos 21 dias..........cccceeeeeieeeeeennnn.
Contagem diferencial de leucocitos aos 42 dias...........cceeeeeieeeeeennnn.
Biomarcadores medidos em eritrcitos de frangos de corte aos 21
dias sob condi¢cbes de controle, suplementados com S. boulardii
e S. cerevisiae, vacinados ou néo, e a interacao entre os fatores....
Biomarcadores medidos em eritrocitos de frangos de corte aos 42
dias sob condicbes de controle, suplementados com S. boulardii

e S. cerevisiae, vacinados ou nao, e a interacao entre os fatores....

30
42
43

46

48



Lista de abreviaturas e siglas

BAS Basofilos

DFI indice de fragmentacéo de DNA
D.O. Densidade otica

EOS Eosinofilos

FLU Fluidez da membrana

H/L Relacao heterdfilos linfocitos

HET Heterdfilos

IDH indice de desenvolvimento humano
IFNy Interferon gama

lgY Imunoglobulina tipo Y

IL Interleucina

LIN Linfocito

LPO Lipoperoxidacéo

MITO Potencial de membrana mitocondrial
MON Mondcitos

OPG Ovos por grama de fezes

PCR Reacado em cadeia da polimerase
ROS Espécies reativas de oxigénio

UFC Unidades formadoras de colbnia

YM Yeast Malt



Sumério

N [N oo LT [o2- To R PO PPPPPPPPPPRT 13
2 ReVISA0 BIDIIOGIAfICA ...vvveeeiiiiiiiiiiiiieeeeeee s 15
2.1 AVICURUIA A€ COIE ...t e e e e e 15
2.2 Problemas SANITANIOS .........eiiiiiiiiiiiiaiaae s 16
2.3 SISTEIMEB IMUNE ...t e ettt e e e e e e e e e e e e eeeennnnnaaas 17
2.4 Microbiota INteSHINGL ............cooiiiiii s 18
2.5 ANTDIOICOS ...ttt 20
2.6 PrODIOICOS ...ttt 21
P T RS Y- Tt ol g F= 10 1)Y= 22
2.6.2 SACCNArOMYCES CEIBVISIAL .....cevvviviiitiiiiiiaae e e e e e e e e e eeeeeeeiaaa e e e e e e e e e e eeeeeeannnnans 22
2.6.3 Saccharomyces boulardii.............ouuuuiiiiiiiii s 23
G\ =] (oo o] oo T - VSR 24
I N = Tod (0 1S ] oo PSS 24
3.2 Local EXPEriMENtaAl ........coiuiiiiiiiiie e 24
RGN el (ol [UToz= To Jo [T [V Z=To [V = T 25
3.4 ANIMAIS € trAtAMENTOS .....eeeieiiiiiiiiie e e e e 26
3.5 Variaveis @naliSAUAS .........eveviiiiiiiiiieiiecee s 28
3.5.1 ReSpOosta NUMOTAL..........cooiiiiiii e 28
3.5.2 RESPOSIA CRIUIAN ... 29
3.5.3 Contagem diferencial de IeUCOCItOS...........ccoevuuiiiieiiiiiiic e, 30
3.5.4 CItOMELra de FIUXO ....euiiii e 31
3.5.5 MICIODIOMA ...ttt 33
3.5.4 CoNtagem A€ OOCISTOS ......cciiieiriiieeeieiii e e e e et e e e e e e e e e e eaan s 34

3.0 ANALISE B S Al S i Ca. o v v ettt et et ettt ettt 35



4 RESUITAUOS € IS CUS SO cu v ittt et 37

4.1 RESPOSLA NUMOTAL......coieeiiiiiiieee e 37
4.2 RESPOSLA CEIUIAT ... 39
4.3 Contagem diferencial de IUCOCILOS ..........coeeeeiiiiiiiiiiiiiicee e 42
4.3 CItOMELNa de FIUXO ....coeeeeeeiiieeee e 45
4.3 MICIODIOMA ...ttt e 49
4.3 Contagem d€ OVOS € OOCISTOS .....uuuuuuuiaieeeeeeeeieeeeeitiis e e e e e e e e e e e e e 53
5 CONCIUSDES ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e eaannaaaas 57

R O BN G A v ieee et 58



13

1 Introducéo

Com uma producao de quase 15 milhdes de toneladas no ano de 2023, o Brasil
€ considerado o segundo maior produtor e o maior exportador de carne de frango do
mundo. Dessa, em torno de 33% é destinada ao comeércio internacional (ABPA,
2023). Ao longo dos anos a avicultura de corte brasileira vem desenvolvendo seus
meios de produc¢do, aumentando seus indices produtivos e conquistando o mercado
internacional.

A carne de frango € considerada a quarta maior commoditie agropecuaria
brasileira no quesito valor da producdo (FAO, 2021), com um grande potencial de
gerar empregos direta e indiretamente. Desde a producdo dos insumos até o
mercado interno e externo, a avicultura de corte exerce um papel essencial no
fortalecimento da economia. Além das grandes empresas, cooperativas também
desempenham uma funcgao importante no desenvolvimento de pequenas regides, as
quais tém sua principal atividade voltada para a avicultura, impactando na qualidade
de vida e aumentando o indice de desenvolvimento humano (IDH) dos municipios
(ABPA, 2023).

A avicultura de corte aperfeicoou seu sistema de producdo com o passar dos
anos. O avanc¢o da tecnologia juntamente com o aprimoramento genético e um
manejo voltado para o bem-estar animal fez com que a producéo de frangos de corte
seja uma das mais eficientes na cadeia de producao de proteina animal. Além disso,
a carne de frango € considerada a proteina animal mais barata do mercado, e por
nao ter barreiras religiosas e culturais acaba se tornando a mais consumida e
produzida no mundo (FAO, 2022).

A densidade das aves juntamente com um curto periodo de producao torna
possivel uma frequéncia elevada de ciclos anualmente, trazendo um bom retorno
econbmico ao produtor. Contudo, a alta densidade reflete diretamente no bem-estar
e desempenho dos animais, e devido a essas circunstancias, os lotes enfrentam
grandes chances de infec¢cdes que podem ser causadas por inUmeras doencas;
(Shynkaruk et al., 2023; Wegner et al., 2023).

Outra preocupacao no setor avicola € o uso, em larga escala, de antibioticos
como promotores de crescimento nos animais, que resultou no surgimento de
bactérias e genes resistentes, além de residuos no ambiente e em produtos de

origem animal (Zhu et al., 2021; Tian et al., 2023). Contudo, a proibicdo do seu uso
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na alimentacdo desencadeou uma queda no desempenho das aves, assim como
maior mortalidade devido aumento das infec¢des intestinais (Zhen et al., 2023).

Depois da proibicdo do uso de antibiéticos, novas alternativas vém sendo
estudadas afim de melhorar a saude, reduzir as infecgdes e melhorar a producéo das
aves (Okrathok et al., 2023; Zhen et al., 2023). Pesquisas utilizando novos produtos
para substituir os antibioticos surgiram, como probidticos, prebioéticos, fitobioticos,
simbioticos, produtos a base de plantas, 6leos essenciais e acidos organicos
(Toghyani et al., 2011; Polycarpo et al., 2017; Rafiq et al., 2022; Ghazanfari et al.,
2023).

O uso de probidticos como substituto aos antibiéticos tem sido objeto de
estudo. Estes séo classificados como microrganismos com efeitos benéficos para
humanos e animais (FAO/OMS, 2001). Os microrganismos probiéticos sdo capazes
de colonizar o intestino e de competir com as bactérias patogénicas, melhorando a
saude, a imunidade e o bem-estar animal (Jan et al., 2023), com isso, é esperado
uma melhora no desempenho.

As leveduras sdo microrganismos pertencentes ao reino Fungi, sendo a
Saccharomyces o principal género entre elas (Souza et al., 2021). A Saccharomyces
cerevisiae e a Saccharomyces boulardii sdo leveduras utilizadas como probiéticos
que vém sendo estudadas para melhorar a saude dos animais e melhorar seu
desempenho (Rajput et al., 2013).

Sendo assim, o objetivo com esse estudo foi avaliar a suplementacdo com S.
boulardii e S. cerevisiae na dieta de frangos de corte, a fim de verificar seu efeito
sobre as medidas biométricas de estresse oxidativo e pardmetros de células
sanguineas, modulacdo da microbiota intestinal, contagem diferencial de leucécitos,
contagem de ovos e oocistos, e a resposta humoral e celular frente a uma vacinacao

contra célera e tifo aviario.
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2 Reviséo Bibliografica

2.1 Avicultura de Corte

Os brasileiros consomem em média 45,2 kg de carne de frango per capita ao
ano, e para suprir essa demanda o Brasil produziu em torno de 15 milhGes de
toneladas no ano de 2022. Das 15 milhdes de toneladas, em torno de 33% foi
destinada ao mercado externo, exportando para 145 paises, fazendo com que o
Brasil ocupe a 12 posicdo no mercado mundial de exportacdes (ABPA, 2023).

O consumo da carne de frango supera o consumo da carne bovina ou suina
mundialmente. Tal fato decorre de que essa proteina ndo possui restricdes culturais
ou religiosas, como por exemplo a carne suina, que é proibida entre os judeus e
muculmanos, e a carne bovina entre os indianos. Além de tudo isso, a procura pela
carne de frango também se da pelo interesse na ingestdo de uma proteina com baixo
teor de gordura (Mlaga et al., 2022).

Além disso, o sistema de producdo de frangos de corte se torna o mais
produtivo do mercado. Décadas de melhorias em genética, manejo e nutricdo
produziram frangos mais eficientes (Clavijo & Florez, 2018). Com uma 6étima
conversdo alimentar, os frangos de corte convertem a ragdo em musculo em um ciclo
de producdo muito curto, sendo que em menos de 42 dias ja estdo prontos para
serem abatidos e comercializados.

Atualmente, as condi¢Bes de alojamento das aves sdo muito favoraveis ao
bom funcionamento da producao. Aviarios completamente automatizados facilitam o
manejo do produtor, como por exemplo a alimentacdo automatica e o controle de
temperatura do interior do galpao.

A nutricao dos frangos de corte representa cerca de 60% do custo de producgé&o
(Chen et al., 2021), visto que os principais ingredientes da racéo sdo o milho e a soja,
0s quais sdo considerados commodities e amplamente utilizados mundialmente.
Além disso, uma boa formulacéo da dieta é indispenséavel para atender as exigéncias
das aves e garantir o bom desempenho do lote (Marx et al., 2023).

O melhoramento genético dos frangos de corte foi outro fator que impulsionou
a cadeia produtiva, resultando em melhores caracteristicas de qualidade de carcaca
e desempenho, como melhora na conversao e peso corporal (Marx et al., 2023). Com
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isso, o sistema de producgdo se torna mais eficaz, diminuindo o tempo e até mesmo
0 custo de producéo.

Outro ponto importante para a avicultura de corte é a preocupacdo dos
consumidores sobre a origem e os impactos da producéo, que vem crescendo nos
ultimos anos, estimulando mudangas na industria da carne (Hotzel & Vandresen,
2022). Alteracbes na preferéncia do consumidor sdo um desafio para a cadeia
produtiva, tornando necessario adaptacfes para atender suas exigéncias além de se

adequar ao mercado externo.

2.2 Problemas sanitarios

Atualmente os frangos séo considerados um dos mais eficientes conversores
de proteina, e apesar dos avancos ao longo dos anos na formulagéo de dietas e na
selecao genética, uma variabilidade entre lotes ainda persiste (Van Limbergen et al.,
2020). Uma das maiores preocupacfes da cadeia produtiva de frangos de corte sdo
0S problemas sanitarios, que sdo causados principalmente pela alta densidade de
animais e a facil disseminacdo de doencas entre 0os mesmos, que podem ser
causadas tanto por virus quanto por bactérias.

A producdo comercial de frangos de corte é um sistema altamente intensivo,
com galpdes podendo abrigar mais de cem mil aves. Isso destaca a importancia
crucial e a prioridade em focar intensamente no controle e prevencao de doencas
(Landoni & Albarellos, 2015).

Dentre as doencas que acometem frangos de corte, a salmonela é uma das
mais comuns e a principal apreensao persiste na saude publica, devido a
disseminagdo generalizada dessa bactéria. Outras doencas como a colibacilose
causada pela Escherichia coli, a coccidiose causada pela Eimeria spp, e a célera
aviaria ou pasteurelose causada pela Pasteurela multocida sdo algumas das doencas
mais comuns que acometem os frangos de corte (Rose et al., 2000; Baksi et al., 2018;
Delago et al., 2023; Fries-Craft & Bobeck, 2024).

Os desafios de saude em frangos de corte tém uma origem complexa, onde a
simples presenca do patdgeno nédo resulta automaticamente em problemas clinicos,

mas sim quando as circunstancias estdo a seu favor (Van Limbergen et al., 2020).
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Portanto, a implementacéo de medidas de prevengéo e controle é essencial, visando

manter a salde e a produtividade da producéo.

Os problemas sanitarios na avicultura de corte nao representam um desafio
apenas para a saude das aves, mas também resultam em perdas econdmicas para
o produtor e para a indastria. Com isso, a necessidade de tratamentos
medicamentosos e investimentos na biosseguridade aumentam o custo de producéo,
sendo vantajosa o0 desenvolvimento de medidas seguras e sustentaveis para

amenizar os problemas causados por desafios sanitarios.

2.3 Sistema imune

O sistema imune é dividido basicamente em duas partes, imunidade inata
(resposta imediata) e adquirida (memoria imunoldgica), que interagem entre si.
Durante a evolugdo, o mecanismo de defesa inato precedeu o0 sistema imune
adquirido. Os heterdfilos, células dendriticas, macréfagos e células natural killer estédo
envolvidos na resposta imune inata, que representa a primeira linha de defesa do
organismo (Medzhitov & Janeway, 2000; Wlazlak et al., 2023).

O sistema imunolégico das aves também pode ser dividido em 6érgaos
imunoldgicos primarios e em tecido linfoide. Os 6rgaos primarios incluem o timo, que
€ responsavel pela producédo e maturacéo dos linfocitos T, a Bursa de Fabricius, onde
ocorre a maturacdo dos linfocitos B, e a medula éssea, local de producédo dos
precursores das células sanguineas. Apdés a maturacdo nos orgéaos linfoides, os
linfécitos T e B entram na corrente sanguinea e se estabelecem nos tecidos linfoides
secundarios, como o baco e tecidos linfoides associados a mucosa e ao intestino
(Ledn-Nunfez et al., 2022; Wlazlak et al., 2023).

As células envolvidas na imunidade inata tém a capacidade de identificar
padrbes moleculares ligados a patdogenos (PAMPs) e em seguida se conectam a
receptores de reconhecimento padrédo (PRRs) como os receptores Toll (TLRs). A
partir dai desencadeia-se uma série de respostas imunes, como a ativacado de
células, liberacdo de citocinas, fagocitose e ativacao de linfocitos (Soares et al., 2014;
Sebdk et al., 2021).

Os leucdcitos séao divididos em cinco categorias de globulos brancos no

sangue, incluindo linfocitos, mondcitos, eosindfilos, basofilos e heterofilos. Os
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linfécitos também fazem parte da imunidade adquirida, onde linfocitos B e T sdo
responsaveis pela producdo de anticorpos e citocinas, respectivamente (Minias,
2019).

Apesar de ser bastante eficaz, a imunidade inata pode nao ser suficiente para
eliminar completamente um patdgeno, sendo necesséria a imunidade adaptativa.
Além de eliminar o patdgeno, a resposta adaptativa também proporciona protecao
duradoura em caso de exposicao repetida ao mesmo agente infeccioso, através da
memoria imunoldgica (Erf, 2004).

O sistema imune adaptativo € estruturado em duas categorias distintas de
células especializadas: as células B que tem a funcdo de produzir anticorpos, e as
células T, divididas em T-helper (auxiliar) que auxiliam na ativacao de linfocitos B e
na producdo de citocinas, e T citotoxicos, que tem a fungdo de destruir ativamente os
patdgenos (Medzhitov & Janeway, 2000; Wlazlak et al., 2023).

Os anticorpos se ligam a antigenos especificos dos patdogenos e os sinalizam
para destruicdo por células como macréfagos, que fagocitam os patégenos e o0s
destroem internamente. E as citocinas desempenham um papel fundamental tanto
na imunidade inata quanto na adquirida, assumindo um papel crucial como
mediadoras na comunicacao entre células (Erf, 2004; Kumar et al., 2011).

Durante o desenvolvimento embrionario das aves, a fonte de anticorpos
maternos se da através da gema. Diferentemente dos mamiferos que possuem a IgG,
as aves possuem a imunoglobulina Y como a mais abundante, mas ambos possuem
funcionalidade semelhante. A IgY esta presente em aves, répteis, anfibios e peixes
pulmonados, e seu nome deriva da tradugdo para o inglés da palavra gema, que é
“yolk”, refletindo a origem da IgY nos ovos desses animais (Leon-Nufiez et al., 2022;
Wiazlak et al., 2023).

Aimunidade dos frangos de corte é uma linha de defesa essencial no combate
aos desafios, visto que a avicultura de corte frequentemente enfrenta a presenca de
agentes patogénicos nas granjas. Sendo assim, aprimorar a imunidade dessas aves
€ essencial para fortalecer a resisténcia contra patdogenos e otimizar a producao
avicola.

2.4 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal se refere aos microrganismos presentes no trato

digestario, principalmente bactérias, que desempenham funcdes importantes para a
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saude do animal. A idade, a alimentacdo, 0 estresse, 0 ambiente e o uso de
antimicrobianos sédo alguns dos fatores que afetam a composicdo microbiana
intestinal em frangos de corte (Clavijo & Florez, 2018; Feye et al., 2020).

A colonizagcdo da microbiota intestinal do frango tem inicio antes (Pedroso et
al., 2008; Lee et al., 2019) e logo apds a eclosédo. Desde o nascimento os pintinhos
SA0 expostos aos microrganismos provenientes da superficie das cascas dos ovos,
0S quais possuem bactérias provenientes do intestino da matriz de corte e do
ambiente ao redor (Rinttila & Apajalahti, 2013; Qin et al., 2018). A colonizagao da
microbiota no trato intestinal dos frangos de corte também é essencial para o
amadurecimento do sistema imunoldgico. Aves criadas em um ambiente livre de
microrganismos demonstram menor desenvolvimento imune quando comparadas
com aves criadas em um ambiente convencional (Abd El-Hack et al., 2022).

Visto isso, é importante que as aves possuam uma microbiota saudavel para
favorecer o desenvolvimento e melhorar os indices de producéo.

A microbiota utiliza uma série de mecanismos para prevenir e combater
doencas em animais, sendo a exclusao por competicdo uma delas. Esse processo
envolve a competicdo por nutrientes ou pela ocupacdo fisica, visando superar as
bactérias patogénicas. Além disso, a microbiota intestinal também tem capacidade
de regular a sintese de peptideos antimicrobianos que estao na superficie da mucosa
intestinal. Esses peptideos tém a capacidade de eliminar ou inibir a atividade de
microrganismos indesejados de maneira rapida e eficiente (Clavijo & Florez, 2018;
Abd El-Hack et al., 2022).

Os frangos de corte quando nascem possuem pouca diversidade de
microrganismos intestinais, devido a falta de contato com a microbiota natural, visto
gue nascem em incubatdrios que sdo devidamente higienizados e esterilizados a fim
de evitar a propagacdo de doencas. A microbiota reduzida pode afetar o
desenvolvimento do intestino do animal, prejudicando seu desenvolvimento (Maiorka
et al., 2001).

Além disso, a microbiota é facilmente modificavel, e essa flexibilidade de
mudanca contribui para a inovacdo em tratamentos, como o0 uso de probioticos, se
tornando uma forma de aprimorar a saude dos animais e seu desempenho (Qin et
al.,, 2018). A absorcdo completa de nutrientes € um ponto chave para melhorar a
conversdo alimentar de frangos de corte, visto que esse é um dos principais

parametros a serem priorizados na sua producao, assim sendo, uma alternativa para
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melhorar a saude dos frangos é a suplementacdo com probioticos, visto sua

capacidade em modular a composi¢cédo microbiana intestinal.

2.5 Antibi6ticos

Os antimicrobianos, como os antibiéticos, foram amplamente utilizados como
promotores de crescimento e para controlar patbgenos intestinais em animais de
producado (Haldar et al., 2011). No entanto, devido a preocupacdo com a saude da
populacdo através do surgimento de bactérias resistentes e a ameaca da eficacia
dos tratamentos antimicrobianos na medicina humana, o seu uso indiscriminado
passou a ser controlado ou até mesmo proibido.

ApoOs analisar os impactos dos antibidticos como promotores de crescimento
no desenvolvimento e na proliferacdo de bactérias resistentes a medicamentos, as
pessoas passaram a se preocupar e reconhecer sua ameaca, resultando em uma
presséo para reduzir o uso de agentes antimicrobianos na producéo de frangos de
corte (Abd El-Hack et al., 2022). A adicdo de antibidticos na dieta provoca mudancas
substanciais no equilibrio da microbiota intestinal, e considerando a relevancia desse
microbioma para o desenvolvimento e a resposta imune do animal, destaca-se a
importancia de proibir seu uso indiscriminadamente (Kairmi et al., 2022).

Em 2006, a Unido Europeia implementou um regulamento proibindo o uso de
antibiéticos promotores de crescimento antibiéticos para fins de producao e exigindo
autorizacdo veterinaria para seu uso no controle e tratamento de doengas. Assim, as
grandes empresas passaram a adquirir apenas carne de animais criados sem a
utiizacdo daqueles antimicrobianos, pressionando os produtores de aves a
reduzirem esse sistema na sua producédo (Abd El-Hack et al., 2022). Além da Uniao
Europeia, os Estados Unidos, a China e diversas nagdes implementaram restricoes
ou proibicdes ao uso de antibiéticos como promotores de crescimento na alimentacao
de animais (Long et al., 2019).

Dado que os antibiéticos sdo administrados a todos os frangos do lote na
ocorréncia de alguma enfermidade pela facilidade na administragédo através da agua,
existe o risco de uma administracdo inadequada em frangos saudaveis, podendo
levar ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (Landoni & Albarellos, 2015).
Apesar disso, a ndo utilizacéo de antibidticos também se torna um fator de risco, uma

vez que a sua auséncia pode aumentar a vulnerabilidade das aves frente a infec¢des
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bacterianas. Sendo assim, destaca-se a importancia de estratégias para substituir o
uso de antibioticos na producédo animal, enfatizando a realizacdo de pesquisas para

manter a saude e o bem-estar das aves, como por exemplo o uso de probidticos.

2.6 Probi6ticos

O uso de probidticos na alimentacdo de animais vem crescendo nos ultimos
anos. Diferentes espécies e cepas sao estudadas com o proposito de garantir
diversos beneficios aos animais, como melhora no desempenho, producédo e
imunidade. Além disso, uma das principais raz6es em estudar os probidticos, € a sua
capacidade em substituir o uso de antibiéticos na produc¢do animal.

Como os probidticos ndo sédo definidos por uma genética ou espécie, sdo
caracterizados por serem microrganismos que proporcionam beneficios ao
hospedeiro, como a regulacéo de reacdes imunoldgicas e estimulacédo da atividade
enzimatica. Além disso, também sdo capazes de controlar a microbiota do intestino
e agir na intervencdo da coloniza¢do por agentes patogénicos na mucosa, através
da diminuicdo do pH e secrecdo de proteinas bactericidas, mais conhecidas como
bacteriocinas (Boirivant & Strober, 2007).

A utilizacdo de probidticos tem sido bastante estudada. Diversos autores ja
demonstraram que seu uso pode melhorar o crescimento de alguns 6rgaos
importantes para a digestdo de frangos de corte, observando um aumento no
tamanho das vilosidades intestinais, 0 que consequentemente melhora a absorcao
de nutrientes. Além disso, também observaram a modulacdo da resposta imune e
colonizagdo de microrganismos intestinais (Chavez et al., 2016; Shojadoost et al.,
2022).

A habilidade das bactérias probioticas em ativar o sistema imunolégico é uma
razao para apoiar seu uso como parte de um programa para substituicdo aos
antibioticos promotores de crescimento, visando aprimorar a saude animal e
fortalecer a protecdo contra agentes infecciosos (Brisbin et al., 2011). As bactérias
probidticas funcionam ativando o sistema imunolégico inespecifico em animais,
através do aumento de células macrofagas, aumentando a capacidade de atividade
fagocitaria e a producao de anticorpos (Masu et al., 2020).

Diversas variedades de microrganismos ja foram estudadas com o efeito

probiético, entre elas se destacam Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus,
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Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus e leveduras (Al-Khalaifah, 2018). Dentre
as leveduras, a Saccharomyces € o principal género estudado como probiético tanto

para humanos quanto para animais (Rajput et al., 2013).

2.6.1 Saccharomyces

A Saccharomyces € o principal género entre as leveduras probioticas (Rajput
et al., 2013). As leveduras possuem caracteristicas como a capacidade de combater
bactérias patogénicas, estimular o sistema imunologico, demonstram resisténcia a
ambientes &cidos, acdo anti-inflamatéria, modulacdo da microbiota intestinal e
melhora na estrutura do epitélio intestinal (Moslehi-Jenabian et al., 2010; Souza et
al., 2021).

E dentre as leveduras probidticas mais estudadas, se destacam
Saccharomyces boulardii e a Saccharomyces cerevisiae. As duas espécies foram e
continuam sendo amplamente estudadas como probidticos em humanos e animais,
principalmente para tratar doencas gastrointestinais (Rajput et al., 2013; Banik et al.,
2019).

2.6.2 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € uma espécie considerada um componente
essencial para a civilizacdo humana, através da producéo de alimentos fermentados,
como pdo, cerveja, vinho e destilados. Ela é conhecida pela sua habilidade em ajustar
0 seu metabolismo para realizar a fermentacao de agucares, independentemente da
presenca ou auséncia de oxigénio, o que resulta na producdo de alcool ou gas
carbonico (Belda et al., 2019; Parapouli et al., 2020).

Outra relevancia atribuida a S. cerevisiae € a sua capacidade probidtica.
Estudos com frangos de corte demonstraram que a S. cerevisiae pode atuar como
promotor de crescimento, promovendo uma saude intestinal boa que resulta em
melhorias na atividade enzimatica digestiva, producdo de carne, digestdo de
nutrientes e uniformidade do lote. Além disso, também produz diversas substancias
nutritivas, como aminoacidos, vitaminas e enzimas como glucanases, mananases,
amilases e proteases (Ahiwe et al., 2021). Sendo assim, demonstra ser um valioso

promotor de crescimento para frangos de corte, melhorando seu desempenho.
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Além disso, apresenta potencial como alternativa ao uso de antibioticos,
incluindo melhorias no crescimento, digestibilidade de nutrientes, melhora na funcéo
imunolégica, morfologia intestinal e na capacidade antioxidante (He et al., 2021).
Dessa forma, a S. cerevisiae se destaca através de inimeros beneficios para a salde

e desempenho dos frangos.

2.6.3 Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii foi isolada pela primeira vez em 1920 na Franca por
Henri Boulard, o qual estava em busca de uma levedura para fermentagao do vinho.
Durante esse periodo ocorria um surto de célera na regido, e Henri observou que
pessoas que bebiam o cha de lichia ndo tinham sintomas. Posteriormente foi
idendificada a presenca da levedura S. boulardii na fruta, o que fundamentou seu
efeito probidtico (Martins, 2008; Souza et al., 2021).

Alguns autores consideram que a S. boulardii € uma linhagem da S. cerevisiae,
visto que estéo relacionadas geneticamente (Martins, 2008; Nie et al., 2022). Com
outro ponto de vista, alguns autores afirmam que se trata de uma diferente espécie,
visto algumas diferencas bioquimicas e moleculares, além das diferentes
propriedades probidticas (Fietto et al., 2004; Badr et al., 2021).

S. boulardii é uma levedura probidtica cientificamente comprovada como
eficaz no tratamento de doencas gastrointestinais. Os dados atuais indicam que 0s
beneficios dessa levedura parecem ser temporarios e ndo dependem da colonizacao
intestinal do hospedeiro, o diferenciando dos demais probiéticos amplamente
utilizados (Pais et al., 2020).

S. boulardii também produz compostos inibidores, incluindo as bacteriocinas e
estimula a producdo de &cidos graxos especificos, que acabam limitando a
sobrevivéncia e o crescimento de bactérias. Além disso, esse probidtico também se
liga aos locais de lectina da bactéria Salmonella com seu acucar de manose
surfectica, impedindo que as bactérias de Salmonella spp. se fixem e se multipliquem
no intestino, sendo um fator importante para a industria avicola visto o risco que essa
bactéria traz (Roy & Ray, 2023).
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3 Metodologia

3.1 Aspectos éticos

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Pelotas - UFPel, sob nimero 9053.

3.2 Local Experimental

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Ensino e Experimentacéo
Zootécnica (LEEZO) Prof. Renato Rodrigues Peixoto, do Departamento de Zootecnia
da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas,

localizado no municipio de Capéo do Ledo - RS (Figura 1).

Figura 1 — Galpéo experimental

TN

\

il I”I‘“ ll\l\\

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.3 Producéao de leveduras

As cepas de Saccharomyces boulardii CNCM [-745 (Floratil) e Saccharomyces
cerevisiae YT001 (Yeastech) foram cultivadas a partir de placas de cultivo do estoque
do Laboratorio de Microbiologia, no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal
de Pelotas. As leveduras foram inoculadas em meio de cultura YM (Yeast Malt), que
consiste em 0,3% de extrato de malte, 0,3% de extrato de levedura, 0,5% de peptona
bacteriol6gica e 1% de glicose. Posteriormente, foram incubadas durante 24 horas a
uma temperatura de 28 °C em um agitador orbital a 150 rpm.

Primeiramente, uma colénia de levedura foi introduzida em 10mL de meio YM.
Em seguida, a cada intervalo de 24 horas, as etapas subsequentes foram conduzidas
a fim de aumentar a escala de producéo, incluindo in6culos de 100mL, 1L e por fim
7L, todos em um biorreator operando em aeragdo continua (Figura 2). Entre cada uma
das etapas, a coloracdo de Gram foi realizada para verificar e assegurar a pureza dos

cultivos.

Figura 2 — Producgéo de leveduras

Fonte: Arquivo pessoal.
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Apds a conclusdo desse processo, 0s balées contendo 7L de cultura foram
submetidos a um periodo de refrigeracdo de 72 horas, mantendo-se a uma
temperatura aproximada de 4°C. Esse procedimento visava promover a sedimentacéo
da massa celular e a subsequente remocéao do sobrenadante. Dessa maneira, obteve-
se aproximadamente 1L de cultura com uma concentracdo de 1x10° unidades
formadoras de colénia (UFC) por mL, determinada por meio de diluicdo seriada e

plagueamento. Essa cultura foi posteriormente utilizada na producéo da racéo.

3.4 Animais e tratamentos

Foram alojados 270 pintos de corte com um dia de idade da linhagem
comercial Cobb e distribuidos em 45 boxes. Em cada boxe foram alojadas seis aves,

sendo trés fémeas e trés machos (Figura 3).

Figura 3 — Distribuicéo e alojamento dos animais

Fonte: Arquivo pessoal.
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As dietas, a base de milho e farelo de soja, receberam a adi¢do da levedura
on-top na mistura dos ingredientes, sendo 1 L de levedura para cada 100 kg de racao,
resultando na concentragédo final de 1x10’ UFC/g de ragéo, suplementadas durante
todo periodo experimental. A composicdo nutricional das dietas é apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1 — Composic¢éo nutricional das dietas

Ingredientes Inicial Crescimento
Milho (kg) 55,080 59,900
Farelo de soja (kg) 40,920 36,443
Nucleo
L-lisina (kg) 0,154 0,169
DL-metionina (kg) 0,322 0,253
L-treonina (kg) 0,085 0,065
Glicina (kg) 0,950 0,871
Serina (kg) 1,179 1,082
Célcio (kg) 1,095 1,038
Sadio (kg) 0,210 0,174
Fitase (g) 0,005 0,005
Total 100,00 100,00
Perfil nutricional
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2808,024 2856,784
Matéria seca (%) 87,839 87,722
Proteina bruta (%) 23,061 21,214
Fibra bruta (%) 3,6480 3,9830
Extrato etéreo (%) 2,2940 2,3860
Lisina (%) 1,2500 1,1500
Treonina (%) 0,8429 0,7587
Fosforo total (%) 0,7660 0,5810
Metionina (%) 0,6368 0,5482

Para a dieta Inicial (1 - 21 dias) o Ndcleo Vitaminico Mineral Aminoacido para frangos de corte utilizado
foi 0 Mig Frango Inicial 4% com os niveis de garantia minimos por kg do produto a seguir: Acido Félico
(min) 18 mg, Acido Pantoténico (min) 230 mg, Biotina (min) 2,2 mg, Calcio (min — max) 190 — 230 g,
Cobalto (min) 4,8 mg, Cobre (min) 370 mg, Colina (min) 9800 mg, Ferro (min) 1500 mg, Fitase 12500
FTU, Flavomicina 50 mg, Fésforo (min) 50 g, lodo (min) 44 mg, Lisina (min) 26 g, Manganés (min)
1600 mg, Metionina (min)70 g, Niacina (min) 970 mg, Salinomicina 1500 mg, Selénio (min) 6,2 mg,
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Soédio (min) 42 g, Treonina (Min)18 g, Vit A (min) 240000 Ul, Vit B1 (min) 44 mg, Vit B12 (min) 500
mcg, Vit B2 (min) 136 mg, Vit B6 (min) 60 mg, Vit D3 (min)50000 Ul, Vit E (min) 620 UI, Vit K3 (min)
48 mg, Zinco (min) 2200 mg). Para a dieta Crescimento (22 - 42 dias), foi utilizado o Nucleo Vitaminico
Mineral Amino&cido para frangos de corte Mig Frango Crescimento 4% com os niveis de garantia
minimos por kg do produto a seguir: Acido Félico (min) 18 mg, Acido Pantoténico (min) 230 mg, Biotina
(min) 2,2 mg, Calcio (min — max) 100 - 170 g, Cobalto (min) 4,8 mg, Cobre (min) 370 mg, Colina (min)
7300 mg, Ferro (min) 1500 mg, Fitase 12500 FTU, Flavomicina 50 mg, Fésforo (min) 16 g, lodo (min)
42 mg, Lisina (min) 30 g, Manganés (min) 1800 g, Metionina (min) 58 g, Monensina 2500 mg, Niacina
(min) 970 mg, Selénio (min) 6,2 mg, Sddio (min) 32 g, Treonina (min) 14 mg, Vit A (min) 241500 U,
Vit B1 (min) 44 mg, Vit B12 (min) 500 mcg, Vit B2 (min) 138 mg, Vit B6 (min) 60 mg, Vit D3 (min) 50000
Ul, Vit E (min) 620 UI, Vit K3 (min) 50 mg, Zinco (min) 2340 mg.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os animais foram vacinados com uma vacina comercial contra célera e tifo
aviario (Pasteurella multocida e Salmonella gallinarum, Labovet®), nos dias 15 e 36
do experimento. Aos 42 dias de idade, todos animais foram eutanasiados para a

realizacdo das analises.

3.5 Variaveis analisadas

3.5.1 Resposta humoral

Para avaliar a imunidade humoral e o potencial probiético na modulagcédo da
resposta imune vacinal, duas aves de cada boxe foram vacinadas com uma vacina
comercial (Vacina contra a célera e tifo aviario, Labovet®). Sendo assim, os animais
foram distribuidos da seguinte forma: T1 — animais vacinados e néo suplementados;
T2 — animais vacinados e suplementados com Saccharomyces boulardii; T3 —
animais vacinados e suplementados com Saccharomyces cerevisiae; T4 — animais
nao vacinados e nao suplementados.

As amostras de sangue foram obtidas através de puncéo da veia ulnar nos
dias 0 e 21 apds a primeira dose da vacina. Para avaliar os niveis de anticorpos IgY
total dos frangos de corte foi realizado um ensaio imunoenzimatico (ELISA),
utilizando os soros individuais do 36° dia do experimento.

Para isso, placas de 96 cavidades (CRAL®, Brasil) foram sensibilizadas com a
vacina comercial diluida em tampéo carbonato-bicarbonato (0,1M, pH=9,8), e
incubadas por 1h e 30 min a 37°C. Os soros coletados foram diluidos 1:100 e
adicionados nas placas em duplicata. A seguir foi adicionado o anticorpo conjugado
anti-IgY de galinha, diluido em 1:4000 em tampao salino fosfatado (PBS, phosphate-
buffered saline). Por fim, foi adicionado 100uL de solucdo de revelagao (10mL de
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tampéo fosfato citrato (0,2M e 0,1M), 0,004g de Ortho-Phenylenediamine (OPD,
Sigma-Aldrich) e 15puL de peroxido de hidrogénio (H2032). As placas foram incubadas
por 15 min no escuro em temperatura ambiente, e posteriormente para interromper a
reacao foram adicionados 50uL por cavidade de H202 3%. Entre cada etapa as placas
foram lavadas quatro vezes com PBS contendo Tween20 a 0,05% (PBS-T). As
absorbancias foram medidas em leitor de microplacas EZ Read 400 (Biochrom, UK)

com filtro de 492 nm.

3.5.2 Resposta celular

Para avaliar a resposta celular, foram coletados cinco bag¢os por grupo para
obtencéo dos esplendcitos, sendo que os grupos foram divididos da seguinte forma:
A — grupo vacinado sem levedura; B — grupo controle sem levedura; C — grupo
vacinado e suplementado com Saccharomyces boulardii; D — grupo controle e
suplementado com Saccharomyces boulardii; E — grupo vacinado e suplementado
com Saccharomyces cerevisiae; F — grupo controle e suplementado com
Saccharomyces cerevisiae.

Para avaliar a resposta celular os bagos dos frangos foram coletados e
macerados para o isolamento e cultivo de esplendcitos. As células foram cultivadas
em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Gibco®) contendo 10% de
soro fetal bovino em placas de cultura de 24 pocos (Kasvi®) e incubadas por 24 horas
a 37°C. Apés, o sobrenadante foi descartado e as células foram estimuladas com
concanavalina A (ConcA, 10 upg, Sigma-Aldrich) e a vacina comercial (10 pL),
posteriormente foram coletadas no reagente TRIzol® (Sigma-Aldrich). A extracédo de
RNA dos esplendcitos foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante. A reacéo
para a sintese de cDNA foi realizada utilizando 400ng de RNA. A reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (qQPCR) foi conduzida em um sistema de PCR em tempo
real para analisar a expresséao relativa dos genes de citocinas Interferon gama (IFNy),
Interleucina 2 (IL2), Interleucina 17A (IL17A), Interleucina 12 (IL12) e Interleucina 22
(IL22) (Tabela 2). O gene B-actina foi usado como controle enddgeno. As expressoes
relativas foram calculadas comparando os valores de Ciclo de threshold (Ct) de B-
actina e genes alvo com 0s grupos nao suplementados, de acordo com o método
descrito por Livak & Schmittgen, (2001):
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Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados na reacédo de gPCR para células

PRIMER

Sequéncia (5’-3’)

[B-actina Forward

CCTGAACCTCTCATTGCCA

B-actina Reverse

GAGAAATTGTGCGTGACATCA

IFNy Forward ATGTAGCTGACGGTGGACCT
IFNy Reverse ACGCCATCAGGAAGGTTGTT
IL2 Forward ATCTTTGGCTGTATTTCGGTAG
IL2 Reverse CTGGGTCTCAGTTGGTGTGTAG

IL17A Forward

CTCCTCTGTTCAGACCACTGC

IL17A Reverse

ATCCAGCATCTGCTTTCTTGA

IL12 Forward

AGATGCTGGCAACTACACCTG

IL12 Reverse

CATTTGCCCATTGGAGTCTAC

IL22 Forward

GGTTGTCTTCTGCTGTTGTTGCTG

IL22 Reverse

GCCAAGGTGTAGGTGCGATTC

Sequéncia dos primers utilizados na reacéo de qPCR para células de frangos de corte.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5.3 Contagem diferencial de leucocitos

30

Para realizar a contagem diferencial leucocitaria preparou-se um esfregaco

sanguineo em laminas de vidro com amostras de sangue coletadas nos dias 21 e 42

do experimento. ApOs o esfregaco, as laminas foram fixadas com &lcool metilico
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durante cinco minutos e depois corado com hematoxilina e eosina. Posteriormente,
as laminas foram lavadas com agua destilada e secadas ao ar livre.

Para realizar a contagem, os esfregacos foram observados com microscépio
Otico com objetiva de imersao (100x), seguindo um padrdo de observacao em zigue-
zague. A contagem completa de células sanguineas foi realizada com base em 100
células por esfregaco, calculando a proporcéo de cada tipo. A contagem leucocitaria
foi classificatoria para heterdfilos, linfécitos, eosindfilos, basofilos e mondcitos.

A relacao heterofilos/linfocitos foi determinada de acordo com Gross & Siegel
(1983).

3.5.4 Citometria de fluxo

Para adquirir uma compreenséo do efeito probiético dos tratamentos a nivel
celular, foram realizadas medi¢Ges de diversos biomarcadores nos eritrécitos dos
frangos. Para isso, amostras de sangue foram coletadas das aves dos dias 21 e 42
do experimento e o sangue diluido em 500 pL de soro fetal bovino foi utilizado para
realizacdo da analise citométrica de fluxo.

Para detectar a populacédo de células, foi utilizado o citbmetro de fluxo com
foco acustico Attune® (Applied Biosystems). A eliminacdo de residuos celulares e
outras variedades celulares nos eritrécitos foi baseada em gréficos de dispersao
direta e disperséo lateral, e foram eliminados pela coloragdo negativa das células
com Hoechst 33.342 na concentracao de 16,2uL (Martinez-Alborcia et al., 2012). As
células coradas com fluoréforo foram introduzidas em uma solugdo salina
tamponada, isenta de célcio e magnésio (contendo 80g/L* de NaCl, 11,5¢/L* de KClI,
249/t de Na2HPO4 e 2g/Lt de KH2PO4 dissolvidos em &gua deionizada). Um total
de 20.000 eritrocitos foram contabilizados em cada analise.

Os eritrécitos foram avaliados quanto a peroxidagéo lipidica (LPO), fluidez da
membrana, espécies reativas do oxigénio (ROS), potencial de membrana
mitocondrial, indice de fragmentacdo de DNA e integridade da membrana celular.

Para a avaliagdo da fluidez da membrana, 2,7uM de corante hidrofébico
merocianina 540 e 0,1uyM de YO PRO-1 (Invitrogen-Eugene, OR, EUA) foram
adicionados a 10uL de amostra e incubados por 10 minutos. A intensidade de fluidez

foi avaliada pela mediana da intensidade da fluorescéncia emitida, exclusivamente
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para células intactas (YO PRO-1 negativo). A analise de dados e o preparo da
amostra foram feitas de acordo com (Martins et al., 2022).

Para avaliar a concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), 10uL de
sangue diluido (SFB) foram adicionados a 20uL de solucdo salina com corante
fluorescente diacetato 2',7'-diclorofluoresceina e iodeto propidio (PI1) (Sigma-Aldrich
Co., EUA) que emite fluorescéncia verde para células viaveis. As amostras foram
examinadas apGs um periodo de incubacdo de 60 minutos a 22°C no escuro, apenas
células vivas (aquelas que nao apresentaram fluorescéncia (vermelha) positiva para
PI) foram avaliadas quanto a geracéo de espécies reativas de oxigénio, com base na
mediana da intensidade da fluorescéncia verde liberada.

A peroxidacéo lipidica dos eritrocitos (LPO) foi analisada com concentragédo
final de 1uM do sensor de peroxidacéo lipidica Bodipy C11 (Invitrogen) em 100uL de
amostra Hagedorn et al. (2012). As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente (20°C) por um periodo de 2 horas, e a taxa de lipoperoxidacao foi
determinada a partir da relagcdo entre a mediana da intensidade de fluorescéncia
verde (representando lipidios peroxidados) e a soma da mediana da intensidade de
fluorescéncia verde com a mediana da intensidade de fluorescéncia vermelha
(indicativa de lipidios ndo peroxidados) multiplicados por 100.

Para avaliar o indice de fragmentacdo do DNA (DFI), 10uL de amostra de
sangue diluido (SFB) foram adicionados a 5uL de TNE (0,01 M Tris-HCI, 0,15M
EDTA, em pH 7,2), ap6s 30 segundos foi adicionado 10uL de Triton 1x (Triton X-100,
1%). Em seguida, foi adicionado 2mg/mL* corante laranja acridina (Sigma-Aldrich,
EUA) e incubados em temperatura ambiente (22°C) por 30 segundos e nao
ultrapassando 2 minutos antes de cada leitura. Os eritrdcitos foram classificados em
DNA inteiro (fluorescéncia verde) ou DNA fragmentado (fluorescéncia vermelha). A
fragmentacdo do DNA foi determinada ao calcular a mediana da intensidade de
fluorescéncia vermelha dividida pela mediana da intensidade de fluorescéncia verde.

Para avaliar a integridade da membrana celular, as amostras foram incubadas
por 5 minutos com fluoréforo Sybrl4 a 0,25uM e 7,5uM de iodeto propidio. As células
foram classificadas como danificadas (com membrana rompida) ou como nao
danificadas (com membrana intacta). A determinacao da integridade celular baseou-
se na proporcao entre o numero de células com membrana intacta e a soma das
células com membrana intacta e das células com membrana danificada, multiplicadas
por 100.
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Para a analise do potencial de membrana mitocondrial foi utilizado 10uL de
sangue diluido adicionado de 3,1uM de corante Rodamina 123 (fluorescéncia verde)
e 7,5uM de iodeto propidio e incubado por 10 minutos em uma temperatura de 20°C.
As células acumulando fluorescéncia verde foram classificadas como alta
funcionalidade mitocondrial (alta fluorescéncia) ou baixa funcionalidade mitocondrial
(baixa fluorescéncia). A taxa de potencial de membrana mitocondrial foi determinada
pelo numero de células com alta fluorescéncia dividido pelo nimero de células com

alta mais baixa fluorescéncia, multiplicados por 100.

3.5.5 Microbioma

Para realizacdo do microbioma, amostras de fezes de cada box foram
coletadas ao final do experimento e transformadas em pool, divididas nos seguintes
tratamentos: T1 — controle; T2 — Saccharomyces boulardii; T3 — Saccharomyces
cerevisiae.

A coleta de amostra das fezes foi realizada com swab e introduzido em um
microtubo contendo a solucdo NeoSample-X, de acordo com os protocolos do
fabricante. Posteriormente foram enviadas para a empresa Neoprospecta para a
realizacdo do microbioma.

O sequenciamento de DNA foi realizado utilizando amplicons do marcador
16S. A preparacgdo das bibliotecas para o sequenciamento de amplicons de bactérias
foi conduzido empregando oligonucleotideos 341F e 806R, os quais sao direcionados
especificamente para a regido V3/V4 do gene 16S rRNA, seguindo um procedimento
de PCR em duas etapas (Wang & Qian, 2009; Caporaso et al., 2012). Os primers
utilizados na primeira etapa da PCR, além de conterem uma sequéncia especifica
para a regidao V3/V4, também incluem uma regido relacionada a um adaptador parcial
lllumina, com base na estrutura TruSeq (lllumina, EUA). A existéncia desse
adaptador viabiliza uma segunda etapa de PCR, durante a qual sédo incorporadas as
sequéncias de indexacdo, seguindo os procedimentos previamente delineados
(Caporaso et al., 2011). A indexacao € executada por meio de indices duplos distintos
para cada amostra durante a segunda PCR. Na primeira reacdo de PCR foram
utilizados dois microlitros de DNA extraido de cada amostra como molde.

As amplifica¢des por PCR foram conduzidas utilizando a enzima Platinum Taq
(Invitrogen, EUA), seguindo as seguintes condicbes: uma etapa inicial de
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desnaturacao a 95 °C por 45 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 45 segundos, finalizando com uma extenséo final a 72 °C por
2 minutos para a PCR 1. Para a PCR 2, as condi¢des foram uma etapa inicial de
desnaturacao a 95 °C por 5 minutos, seguida por 10 ciclos com desnaturacéo a 95
°C por 45 segundos, anelamento a 66 °C por 30 segundos e extenséo a 72 °C por 45
segundos, finalizando com uma extensao final a 72 °C por 2 minutos.

As reacgbes de PCR foram conduzidas em triplicata. Posteriormente, as
reacdes finais passaram por um processo de purificacdo utilizando Neobeads®
(Beads magnéticas a base de Sera-Mag™), e um volume equivalente de cada
amostra foi incorporado ao pool destinado ao sequenciamento. Em cada ciclo de
PCR, um controle negativo de reacdo foi incorporado, assim como um controle
negativo de extragéo foi incluido para cada ordem de recebimento. A concentragéo
final de DNA no pool de bibliotecas foi estimado por meio de ensaio com Picogreen
dsDNA (Invitrogen, EUA), sendo posteriormente diluida para a quantificacdo através
de gPCR, utilizando o Kit de Quantificagéo de Biblioteca Collibri™ (Invitrogen, EUA),
otimizado para bibliotecas Illumina. O pool destinado ao sequenciamento foi ajustado
para atingir uma concentracao final de 11Pm (para kits V2) ou 17,5pM (para kits V3)
e foi submetido & sequenciacdo no sistema MiSeq (lllumina, EUA). Os primers de
sequenciamento Illumina, fornecidos no kit do fabricante foram utilizados. As corridas
paired-end foram conduzidas empregando kits de sequenciamento V2x500 ou
V3x600 (Illumina, EUA), proporcionando uma cobertura por amostra de 10 mil, 50 mil

ou 100 mil reads.

3.5.4 Contagem de oocistos

A contagem de ovos e de oocistos foi realizada através da técnica de OPG
(contagem de ovos por grama de fezes). As amostras foram processadas no
Laboratério de Parasitologia no Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas. Uma amostra de fezes de cada boxe foi coletada aos 42 dias do
experimento, totalizando 45 amostras, sendo 15 amostras para tratamento controle,
15 amostras para tratamento com Saccharomyces boulardii e 15 amostras para
tratamento com Saccharomyces cerevisiae.

Para a realizacéo da técnica, duas gramas de cada amostra foram pesadas,

maceradas e diluidas em 58mL de solucao supersaturada de acgucar. Posteriormente
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foram peneiradas e permaneceram em decantacdo. Apos 10 minutos, foi utilizada
uma pipeta de Pasteur para coleta do material e adicionado a camara de McMaster

(Figura 4), para posterior leitura sob microscépio 6tico.

Figura 4 — Técnica de contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Fonte: Arquivo pessoal.

Para avaliar a eficacia dos tratamentos, foi utilizada a seguinte equacao:

E (%) = 100 x (nimero de ovos/oocistos no tratamento controle — ndmero de ovos/oocistos no grupo suplementado)
numero de ovos/oocistos no tratamento controle

3.6 Andlise Estatistica

Para a avaliacdo da resposta imune humoral, a andlise estatistica foi realizada
utilizando o software Graphpad Prism® 8.0.1. Os valores médios dos niveis de IgY
obtidos por ELISA indireto foram submetidos a analise de variancia (ANOVA de duas

vias), diferencas entre as médias foram analisadas pelo teste de Tukey.
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Para a avaliagdo da resposta imune celular a analise estatistica foi realizada
utilizando o software Graphpad Prism® 8.0.1. As diferencas entre os niveis de
transcricdo de citocinas dos grupos foram analisadas pelo teste de Tukey.

Para a avaliacdo da citometria de fluxo e para a contagem diferencial de
leucécitos os dados das variaveis respostas foram analisados para os efeitos
principais das leveduras e vacinacdo, e também para a interacdo levedura X
vacinacdo. O seguinte modelo foi utilizado:

Yik = M + ai + Bj + afij + €

Onde: Yik = resposta medida, y = média geral, ai = efeito da levedura, B; =
efeito da vacinagao, afj = interagdo entre levedura e vacinagao e ¢jx = erro residual.
Os dados foram submetidos a analise de variancia seguida pelo teste de Tukey para
a comparacao das médias dos tratamentos (P<0,05) utilizando o software estatistico
R (R CORE TEAM, 2023).

Para a avaliacdo do microbioma, os dados brutos foram processados e
analisados em linguagem R (//www.R-project.org/). As leituras foram filtradas no
pacote dada2 (Callahan et al.,, 2015) com os parametros trimLeft = ¢ (18,25),
truncLen= c (295, 200), maxN=0, maxEE=6 e truncQ=2. O banco de dados Silva SSU
138 foi utilizado para atribuicdo da taxonomia da tabela de ASVs (Quast et al., 2012).
A visualizacdo grafica dos dados processados foi realizada em pacote Phyloseq
(McMurdie & Holmes, 2013) e a normalizacdo dos dados foi realizada por razao
logaritmica centrada (clr) no pacote Microbiome (Lahti & Shetty 2018). Para avaliar
os taxons que demonstram significAncia estatistica, foi definido o teste nao
paramétrico de Wilcoxon para comparar as amostras. Para isso foi utilizado o pacote
ggpubr (Kassambara, 2020) com a fungdo “stat_compare_means”. A visualizagao
dos gréficos com os resultados foi realizada utilizando o pacote ggplot2 (Villanueva
& Chen, 2019).

Para avaliar a média da contagem de ovos e oocistos, foi utilizado o teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Resposta humoral

A suplementac@o com os probidticos acentuou a resposta a vacina contra a
cOlera e o tifo aviario nos frangos de corte (Figura 5). Os grupos suplementados (T2
e T3) apresentaram maiores niveis de anticorpos quando comparados ao grupo nao
suplementado (p<0,05). O grupo vacinado e nédo suplementado apresentou nivel de
anticorpos de aproximadamente 0,4 (Absorbancia D.O. 492nm), significativamente
inferior aos grupos suplementados com Saccharomyces boulardii e Saccharomyces
cerevisiae, que apresentaram D.O. de aproximadamente 0,7. Os grupos
suplementados com S. boulardii e S. cerevisiae néo diferiram estatisticamente entre

Si.

Figura 5 — IgY total especifica contra a vacina comercial de colera e tifo aviario
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Os dados representam a média das absorbancias (+/- erro padrao) obtidos por ELISA indireto de IgY
em frangos de corte dos grupos suplementados com Saccharomyces boulardii e Saccharomyces
cerevisiae e controles vacinados ou ndo contra célera e tifo aviario. O cut-off foi determinado na média
dos valores obtidos no dia 0 mais 2 vezes o desvio padrao. Médias seguidas de letras distintas indicam
diferencga significativa (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Esses resultados corroboram com Nari et al. (2020) os quais observaram um
aumento no nivel de anticorpos contra o virus da bronquite infecciosa em frangos de
corte utilizando S. boulardii como suplementacdo. O mesmo foi encontrado por Roy
& Ray (2023), que constataram um aumento no nivel de anticorpos aos 35 dias em
frangos de corte vacinados contra o virus da bronquite infecciosa (IBV) e contra

Newcastle.
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Resultados semelhantes também foram encontrados por Haldar et al. (2011),
0s quais utilizaram S. cerevisiae como suplementacdo para frangos de corte
vacinados contra a doenca de Newcastle e observaram uma melhora na resposta
humoral durante todo periodo experimental. Concordando com o0s resultados
encontrados no presente estudo, é possivel afirmar a eficidcia da suplementacdo
probidtica na modulacdo da resposta imune humoral.

Os elementos que compdem a estrutura das paredes celulares de leveduras
consistem em B-glucanos, que sdo polimeros de glicose e apresentam ligacdes
glicosidicas B-1,3 e B-1,6 e mananoligossacarideos (Gurbuz et al., 2011). Essas
ligacdes B-1,3 e (B-1,6-glucanos séo consideradas agentes imunomoduladores em
animais, e os mananoligossacarideos desempenham um papel no aprimoramento da
resposta imune, estimulando o aumento da producao de imunoglobulinas (Cotter et
al., 2002; Griggs & Jacob, 2005).

As B-1,3 e B-1,6-glucanos presentes na parede das leveduras também atuam
como PAMPs (Padrbes Moleculares Associados a Patégenos), que se ligam aos
PRRs (Receptores de Reconhecimento Padrdo) e desencadeiam a ativagao das
células do sistema imunoldgico, resultando na producéo de uma série de mediadores
imunoldgicos, promovendo a melhoria do sistema e aumentando a producdo de
anticorpos (Ding et al., 2019). Além disso, a suplementacdo com levedura pode ser
eficaz na reducdo dos niveis de corticosterona circulante e na prevencao da
depresséao do sistema imunoldgico, fundamental durante a fase final da vida, quando
a producéao de anticorpos tende a diminuir (Haldar et al., 2011).

Estudos também demonstraram que a administracéo de S. boulardii promoveu
um impacto benéfico nas quantidades de acidos graxos de cadeira curta, como
acetato, propionato e butirato, que sao reconhecidos por suas propriedades de
modulacdo do sistema imunoldgico. A modulacdo ocorre através de propriedades
anti-inflamatoérias, regulacéo de células T e B, producéo de citocinas e maturacao de
células dendriticas (Sen & Mansell, 2020).

Outro aspecto evidenciado de S. boulardii na modulacdo imunolégica é a
capacidade de ativar o sistema complemento através do aumento de C3, C5 e C3d,
que sao proteinas que formam uma cascata de reac¢des que desempenham funcdes
essenciais na protecdo do organismo contra agentes patogénicos, desde a

destruicdo de microrganismos até a opsonizacao de particulas para fagocitose
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(Machado Caetano et al., 1986). Assim sendo, garante que 0s invasores sejam
neutralizados, contribuindo para a manutencao da saude.

Visto isso, é possivel sugerir que a suplementacdo com S. boulardii e S.
cerevisiae foi capaz de modular o sistema imune, aprimorando as respostas e
garantindo uma defesa imunoldgica saudavel aos frangos de corte. A otimizagédo da
resposta a vacina, evidenciada pelo aumento no nivel de anticorpos destaca o

potencial beneficio dessa abordagem para a promog¢éao da saude dos animais.

4.2 Resposta celular

A transcricao relativa das citocinas IFNy, IL17A, 1L12, IL2 e I1L22 foi analisada
através de gPCR (Figura 6). O grupo suplementado com Saccharomyces boulardii
mas néo vacinado, quando estimulados por 6 h com a vacina comercial, apresentou
niveis de IL2 significativamente mais elevados que os grupos ndo suplementados
(p=0,001). Ja o grupo vacinado e nao suplementado apresentou niveis de IFNy, IL12
e IL22 mais elevados em comparacdo com o0s grupos que foram suplementados
durante o experimento.

Pode-se sugerir que a queda na expressdo dessas citocinas se deve ao
periodo inicial de estimulo. Durante o inicio da exposi¢ao ao estimulo, € comum que
as citocinas sejam expressas em niveis elevados, e no momento da coleta é possivel
que elas tenham diminuido devido a transicdo para uma fase posterior da resposta
inflamatdria. Portanto, pode-se sugerir que as expressdes dessas citocinas possam
ter diminuido até o momento da coleta, uma vez que sua expressao pode ter atingido

o0 pico durante a fase inicial de estimulo.
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Figura 6 — Transcricdo relativa das citocinas IFNy, IL17A, IL12, IL2 e IL22 em

esplendcitos de frangos de corte
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Transcrigdo relativa das citocinas IFNy, IL17A, IL12, IL2 e IL22 em esplendcitos de frangos de corte
suplementados ou ndo com S. boulardii e S. cerevisiae e vacinados ou ndo com uma vacina comercial
contra cllera e tifo aviario. As células foram estimuladas in vitro com o antigeno vacinal. Letras
distintas indicam diferenca significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

IL2, IL12 e IFNy s&o citocinas pro-inflamatorias e séo liberadas pelas células
Thl, que exercem uma funcdo crucial na modulacdo da resposta imunologica
mediada por células. Essas citocinas tém funcdes como a proliferacdo de células B
e ativacao de células natural killer. Ja as citocinas IL22 e IL17A sé&o liberadas pelas
células Thl7, também envolvidas nas respostas pro-inflamatérias e responsaveis
pela resposta imunolégica contra patdgenos extracelulares, como as bactérias
(Zhang & An, 2007; Yu et al., 2021).

Ao analisar os graficos, é possivel visualizar que o grupo nao vacinado e
suplementado com S. boulardii apresentou niveis de IL2 significativamente mais
elevados que os grupos ndo suplementados. A IL2 € uma citocina sinalizadora
essencial, que desempenha papel fundamental na resposta do organismo a
infeccdes microbianas, promovendo a sintese de imunoglobulinas pelas células B
(Kumar et al., 2011). Dessa forma, a IL2 se destaca como um componente essencial

na defesa do organismo contra patégenos.



41

Apesar do aumento da IL2 no grupo suplementado com S. boulardii, ao
analisar os graficos é possivel observar um aumento das demais citocinas nos grupos
gue nao receberam a suplementacdo com os probioticos. Munyaka et al. (2012) ao
suplementar frangos de corte com um carboidrato derivado de levedura observaram
uma diminui¢do na resposta inflamatoria Thl e Th2.

Alizadeh et al. (2016) também estudaram o uso de derivado de levedura como
suplementacao em frangos de corte e observaram que as citocinas foram reguladas
negativamente, sugerindo que esses produtos ndo tém efeito em situacdes de salude
normais. Corroborando com esse estudo, Ng et al. (2009) observaram que
probioticos podem regular negativamente a resposta Thl e inibir a producédo de
citocinas pro-inflamatérias. O mesmo foi encontrado por Lin et al. (2023) que ao
utilizarem um hidrolisado de S. cerevisiae observaram que este poderia exercer um
papel anti-inflamatorio ao inibir a expressao de citocinas pro-inflamatorias.

De forma distinta, Rajput et al. (2013) observaram um aumento na producao
de citocinas pro-inflamatérias na mucosa intestinal de frangos de corte
suplementados com S. boulardii. Sun et al. (2017) também observaram que a
suplementagcdo com S. boulardii induziu a producdo de citocinas pré e anti-
inflamatdrias em frangos de corte.

Por outra perspectiva, Huff et al. (2006) administraram (3-1,3 e (3-1,6-glucanos
provenientes de S. cerevisiae e observaram uma estimulacdo na resposta
inflamatdria de frangos de corte, porém, devido a falta de um ambiente desafiante
essa resposta inflamatoéria pode diminuir valores de producéao, visto que a energia €
usada para uma resposta imune desnecessaria, e ndo para o crescimento. Portanto,
sugeriram que a suplementacdo seja realizada para estimular a imunidade
imediatamente antes de agentes estressores ambientais previsiveis e da exposicao
a doencas, ao invés de um tratamento continuo, a fim de evitar o desperdicio de
energia.

Acredita-se que suplementacdo com probidticos pode vir a ser eficaz em
condicGes de saude desfavoraveis. Além disso, através desse estudo também se
sugere que os probidticos regulam a resposta através da homeostase imunoldgica,
regulando as citocinas sem manifestar efeitos intensificados em ambas as direcdes.
Para otimizar a avaliacdo das respostas ao tratamento, através do presente estudo,

sugere-se realizar a andlise logo apés a administracdo da vacina, ao invés de
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aguardar até o final do experimento, a fim de capturar e avaliar prontamente as

respostas imediatas ao tratamento.

4.3 Contagem diferencial de leucdcitos

A contagem diferencial de leucdcitos e a relagdo heterofilo/linfocito néo

apresentou diferencas significativas entre os tratamentos aos 21 dias do experimento

(Tabela 3).

Tabela 3 — Contagem diferencial de leucdcitos aos 21 dias (Médias + Erro Padréo)

LIN HET EOS BAS MON H/L
Probiotico
Controle 67,80+1,85 29,78+1,82 0,31+0,09 0,26 +0,08 2,10+0,3 0,47 £ 0,04
S. boulardii 69,20+1,85 2890+1,82 045+0,09 0,18+0,08 1,20+0,3 0,47 £0,04
S. cerevisiae 69,20+1,85 28,60+1,82 0,48+0,09 0,31+0,08 1,46 +0,3 0,45 £ 0,04
Vacina
N&o vacinados 69,40 = 1,85 28,48 +£1,70 0,40+0,09 0,29+0,07 1,49+0,28 0,46 £0,04
Vacinados 68,00+1,20 29,70+1,20 043+0,06 0,22+0,05 159+0,20 0,47+0,02
Interagao
T1 (con+vac) 68,70 £ 2,10 28,60 £ 2,11 0,36 0,11 0,33+0,09 2,03+0,35 0,44+0,04
T3 (bou+vac) 67,80 £ 2,10 30,40 £ 2,11 0,50+0,11 0,10+0,09 1,26 £0,35 0,48 £0,04
T5 (cer+vac) 6760+2,10 30,20+211 043+011 0,23+0,09 1,46+0,35 0,48+0,04
T2 (con+sem) 66,96 +3,00 30,60+290 0,26+0,16 0,20+0,13 2,06+0,49 0,50 0,07
T4 (bou+sem) 70,76 £3,00 27,50+290 040+0,16 0,26+0,13 1,13+0,49 0,46 +0,07
T6 (cer+sem) 70,80+3,00 27,00£290 053+016 040+0,13 1,26+049 0,41+0,07
Probabilidade
Probiético 0,82 0,93 0,45 0,52 0,11 0,90
Vacina 0,51 0,52 0,77 0,48 0,77 0,78
Interagéo 0,56 0,52 0,71 0,34 0,96 0,55

Médias (%) seguidas de letras distintas nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05). LIN=
Linfocitos; HET= Heterdfilos; EOS= Eosindéfilos; BAS= baséfilos; MON= Mondcitos; H/L= Relacdo
heterofilos/linfocitos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados encontrados estéo de acordo com os obtidos por Cardoso et al.

(2003) e Borsa (2009), mostrando que os valores hematoldgicos verificados refletem

valores de referéncia em frangos de corte da linhagem Cobb, indicando conformidade

e normalidade. Além disso, os resultados corroboram com os encontrados por Al-

Dabbagh & Shareef (2009), em que a suplementacdo com S. cerevisiae néo
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influenciou a contagem de leucdcitos aos 21 dias de idade em frangos de corte em
comparagao com o tratamento controle.
Ja aos 42 dias, diferencas significativas entre os tratamentos sédo observadas

na contagem de linfécitos, heterofilos, basofilos, monécitos e na relacdo

heterofilos/linfocitos (Tabela 4), no efeito para probidtico. Ja o efeito vacina néo

apresentou diferencas entre as variaveis.

Tabela 4 — Contagem diferencial de leucocitos aos 42 dias (Médias = Erro Padrao)

LIN HET EOS BAS MON H/L
Probidtico
Controle 62,39 +1,5B 358+14A 0,53+0,08 0,23+0,04A 1,12 +0,17A 0,61+0,03A
S. boulardii 69,90 +1,5A 29,1+1,4B 0,48+0,08 0,11+0,04AB 0,36 +0,17B 0,44+0,03B
S. cerevisiae 67,5 £ 1,5AB 31,6+1,4AB 0,28+0,08 0,03+0,04B 0,63+0,17AB  0,49+0,03AB
Vacina
N&o vacinados 66,7 + 1,40 31,9+1,40 0,52+0,08 0,16 £ 0,04 0,67 £ 0,16 0,50 + 0,03
Vacinados 66,3 + 1,00 325+0,90 0,34+0,05 0,08 £ 0,03 0,74 £ 0,10 0,52 £ 0,02
Interacéo
T1 (con+vac) 61,6+1,76B 36,9+ 1,7A 0,43 +0,10 0,03 £ 0,05B 0,96 £ 0,19 0,64 + 0,04A
T3 (bou+tvac) 69,9+1,76A 291+178B 0,30+0,1B 0,16 + 0,05 0,46 £ 0,19 0,49 +0,04B
T5 (cer+vac) 67,5+1,76AB  31,3+1,7AB 0,30 £ 0,10 0,06 + 0,05 0,80 £ 0,19 0,43 +£0,04B
T2 (con+sem) 62,90 £ 2,50 34,7 £ 2,40 0,64 £ 0,14 0,42 + 0,07A 1,28 £ 0,28A 0,58 £ 0,04
T4 (bou+sem) 69,80 + 2,50 29,1+2,40 0,66+0,14A 0,06 + 0,07 0,26 +0,28B 0,44 £ 0,04
T6 (cer+sem) 67,40 + 2,50 31,8+2,40 0,26+0,14 0,00 + 0,07 0,46+0,28AB 0,49 £ 0,04
Probabilidade
Probiético 0,002 0,007 0,10 0,01 0,009 0,003
Vacina 0,84 0,75 0,07 0,16 0,72 0,63
Interacéo 0,94 0,79 0,27 <0,001 0,384 0,78

Médias (%) seguidas de letras distintas nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05). LIN=
Linfocitos; HET= Heterdfilos; EOS= Eosindéfilos; BAS= baséfilos; MON= Mondcitos; H/L= Relacdo
heterofilos/linfocitos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao observar a porcentagem de linfécitos, pode-se verificar um aumento no
tratamento que recebeu suplementacdo com S. boulardii (p=0,002) em comparacgéo
com o grupo controle, apesar disso 0 grupo que recebeu S. cerevisiae nao diferiu dos
demais tratamentos, onde controle (p=0,05) e S. boulardii (p=0,49). Os linfécitos
desempenham um papel crucial na imunidade especifica, dando inicio as respostas
adaptativas do organismo, e o aumento na quantidade de linfocitos é um indicativo
do estado fisiologico positivo dos frangos de corte quando se encontram em
condi¢cGes adequadas (Roll et al., 2010; Mardhotillah et al., 2021).
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O aumento na quantidade de linfécitos é importante na imunomodulagcédo das
aves, contribuindo para a resisténcia as doencas através da producao de anticorpos
e citocinas, responsaveis pela resposta humoral e celular (Levkut et al.,, 2009;
Hidanah et al., 2018). Um sistema imunoldgico resistente é fundamental para garantir
0 bem-estar dos frangos de corte, visto que as condi¢cdes de alojamento favorecem
o surgimento de doengas (Wegner et al., 2023).

Na contagem de heterofilos, € possivel observar um aumento no tratamento
controle em comparacdo com o S. boulardii (p=0,005), ja 0 grupo que recebeu
suplementagdo com S. cerevisiae ndo diferiu de ambos os grupos, controle (p=0,11)
e S. boulardii (p=0,46). Os heterdfilos sdo células fagocitarias pertencentes ao
sistema imunologico inato e constituem a primeira barreira de defesa contra
patdégenos bacterianos do organismo (Minias, 2019).

Para os demais leucdcitos, diferencas foram observadas para baséfilos e
monadcitos, mas ndo foram encontradas para eosindfilos. A contagem de basdfilos foi
superior no tratamento controle em comparacdo com S. cerevisiae (p=0,01), mas néo
foi diferente de S. boulardii (p=0,21). E a contagem de mondcitos também foi superior
no tratamento controle, no entanto em comparagéo com S. boulardii (p=0,007), mas
nao diferiu de S. cerevisiae (p=0,11). Resultados semelhantes foram encontrados
(Gutiérrez-Castro & Corredor-Matus, 2017), mas utilizando uma mistura com trés
probiéticos (S. cerevisiae, Lactobacillus acidophilus e Bacillus subtilis) em que a
mistura probidtica apresentou a menor propor¢cdo de mondcitos em comparacdo com
o controle.

Apesar da diminuicdo na porcentagem de leucdcitos (heterofilos, basofilos e
monacitos) observada nos tratamentos com S. boulardii e S. cerevisiae, a reducéo
pode sugerir a auséncia de infeccdo ou influéncia de bactérias patogénicas que
afetam o organismo (Mardhotillah et al., 2021). Visto isso, € possivel notar que as
suplementacdes probidticas podem desempenhar um papel na modulacdo do
sistema imunoldgico, contribuindo com a regulacdo dos niveis de leucdcitos e
possivelmente influenciando positivamente a resposta imunolégica, mesmo que a
diminuicdo na porcentagem de leucdcitos seja observada.

No tratamento com S. boulardii a relacdo heterdfilos/linfocitos foi inferior
(p=0,002) ao tratamento controle (sem suplementacdo probiotica), enquanto que a
suplementagcdo com S. cerevisiae foi similar ao grupo controle (p=0,06). Além disso,

os dois probioticos também néo diferiram entre si (p=0,49). J4 na interacdo entre 0s
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fatores, exclusivamente na comparag&o entre os animais vacinados, o0 grupo controle
foi significativamente diferente dos dois tratamentos probidticos, onde S. boulardii
(p=0,001) e S. cerevisiae (p=0,03). Esse resultado corrobora com os encontrados por
Gheisari & Kholeghipour (2006), os quais observaram que frangos de corte
alimentados com o probiotico S. cerevisiae tiveram uma relacéo heterofilo/linfocito
mais baixa, pelo fato de apresentarem uma maior populacdo de linfocitos em
comparacao com o tratamento controle. As evidéncias sugerem um efeito positivo do
probiético, indicando um potencial benéfico para as aves.

Concentragfes elevadas na relagdo heterdfilos/linfocitos estdo relacionadas
com estresse crénico em frangos de corte, sendo uma variavel confiavel para avaliar
0s niveis de bem-estar das aves (Gross & Siegel, 1983; Maxwell, 1993). Durante o
estresse, ocorre a liberagdo de corticosterona, e a medida que seus niveis
aumentam, também observa-se um aumento nas propor¢des de heterofilos em
relacéo aos linfocitos (H/L) no sangue (Post et al., 2003; Blas, 2015; Scanes, 2016).
Dessa forma, € possivel sugerir que a suplementacdo com os probidticos pode ter
diminuido os niveis de estresse nos frangos durante o experimento, visto que o0s
niveis mais elevados da propor¢do H/L foram encontrados no grupo controle. Além
disso, a suplementacdo com probidtico é capaz de nao reduzir a porcentagem de
linfécitos nas aves, contribuindo para a producdo de anticorpos para o combate a

agentes patogénicos.

4.3 Citometria de fluxo

A suplementacdo com Saccharomyces cerevisiae diminuiu significativamente
(p<0,05) o nivel de lipoperoxidagédo nos eritrocitos (LPO) em comparacdo com o
grupo controle e o grupo suplementado com Saccharomyces boulardii aos 21 dias do
experimento (Tabela 5). Os demais biomarcadores analisados ndo demonstraram

diferenca significativa entre os tratamentos.
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Tabela 5 — Biomarcadores medidos em eritrécitos de frangos de corte aos 21 dias
sob condicbes de controle, suplementados com S. boulardii e S. cerevisiae,

vacinados ou ndo, e a interacao entre os fatores (Médias + Erro Padréo)

Biomarcadores

DFI LPO FLU ROS INT
Probidtico
Controle 2,10 + 0,67 67,9+1,7A 4,8+0,12 3,8+0,05 95,0+0,9
S. boulardii 1,70 £ 0,67 66,2 + 1,7A 4,6+0,12 3,7+0,05 98,0£0,9
S. cerevisiae 2,70 £ 0,67 58,5+1,7B 4,8+0,12 3,8+0,05 96,4 +0,9
Vacina
N&o vacinados 2,30 £ 0,50 63,7 + 1,60 4,8+0,10 3,7+0,10 96,7 £0,9
Vacinados 2,10+ 0,38 64,7 +1,14 4,7 +0,07 3,7+0,04 96,4 + 0,6
Interacéo
T1 (con+vac) 1,80 £ 0,66 67,6 1,97 4,8+0,13 3,8+0,06 94,6 +1,48
T3 (bou+vac) 2,40 + 0,66 66,5 + 1,97 4,6 £0,13 3,8+0,06 98,0 £1,48
T5 (cer+vac) 2,10 + 0,66 59,9 +1,97 4,8+0,13 3,7 +0,06 96,7 +1,48
T2 (con+sem) 2,46 £ 0,93 68,2 +2,79 4,8+0,19 3,8+0,09 955+1,04
T4 (bou+sem) 0,90 + 0,93 65,9+ 2,79 4,7+0,19 3,7+0,09 98,1+1,04
T6 (cer+sem) 3,40 £0,93 57,1+£2,79 4,8+0,19 3,9+0,09 96,3+1,04
Probabilidade
Probidtico 0,39 <0,001 0,48 0,46 0,06
Vacina 0,82 0,62 0,83 0,91 0,87
Interacéo 0,22 0,76 0,99 0,99 0,85

Médias seguidas de letras distintas nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05). DFI= indice
de fragmentagdo de DNA; LPO= peroxidagdo lipidica; FLU= fluidez da membrana; ROS= espécies
reativas de oxigénio; INT= integridade da membrana. Con = Controle; Bou = S. boulardii; Cer = S.
cerevisiae; Vac = Vacinados; Sem = N&o vacinados. EPM = Erro padrao da média. As variaveis FLU,
ROS e INT foram convertidas para logaritmo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A diminuicdo da lipoperoxidacdo dos eritrocitos no tratamento que recebeu
suplementacdo com S. cerevisiae indica que os animais obtiveram menor dano
oxidativo aos lipideos das membranas celulares. Dessa forma, pode-se interpretar
como algo positivo, visto que um nivel elevado de lipoperoxidagdo esta associado
com condicfes de saude desfavoraveis e um aumento de espécies reativas do
oxigénio (Martins et al., 2022). Os acidos graxos poli-insaturados presentes nas
membranas conferem uma capacidade significativa de produzir radicais livres, e a

lipoperoxidagéo lipidica refere-se ao processo oxidativo de quebra desses &cidos



47

graxos poli-insaturados, além de inativar enzimas ligadas a ela, prejudicando sua
integridade e a fluidez (Barbosa et al., 2010; Azeez et al., 2012; Ogbuagu et al., 2018).

O estresse oxidativo nos frangos de corte € causado por condicdes
estressantes, como dieta inadequada, calor excessivo, doencas e reducédo da
atividade imunoldgica. Independentemente da origem, as consequéncias mais
comuns sao a diminuicdo da resisténcia osmotica dos eritrocitos através da
peroxidacao lipidica e a destruicdo das proteinas da membrana celular (Azeez et al.,
2012). Entre os mais desfavoraveis estresses na avicultura de corte, 0 estresse
térmico esta em primeiro lugar, uma vez que o frango eleva sua temperatura corporal
causando alteracbes metabdlicas, prejudicando o sistema imunoldgico e
consequentemente reduzindo o desempenho zootécnico (Brossi et al., 2009; Wang
et al., 2023).

Além disso, durante o estresse térmico, a oxidacdo dos acidos graxos aumenta
para suprir a demanda por energia das aves na regulacao da temperatura corporal
(Sumanu et al., 2023). O estresse térmico na avicultura de corte € algo comum. Os
frangos de corte sado animais que enfrentam dificuldade em dissipar o calor durante
altas temperaturas, em funcdo das penas e a falta de glandulas sudoriparas na pele
(Zhang et al., 2017).

Ja aos 42 dias do experimento, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os biomarcadores nos tratamentos testados (Tabela 6). Apesar da diferenca
observada entre os tratamentos no dia 21 do experimento, nenhum biomarcador
indicou estresse oxidativo ao final do estudo, indicando que a suplementacdo com
probiéticos ndo altera e pode até mesmo melhorar a homeostase do animal em
comparacgao ao tratamento controle. A falta de uma condi¢ao estressante durante o
experimento pode explicar a auséncia de diferencas significativas nos marcadores
de estresse oxidativo. Em circunstancias estressantes, sabe-se que os probiéticos
apresentam potencial para reduzir o dano oxidativo e garantir a homeostase corporal,

sendo fundamental na producédo de frangos de corte.



48

Tabela 6 — Biomarcadores medidos em eritrocitos de frangos de corte aos 42 dias
sob condicbes de controle, suplementados com S. boulardii e S. cerevisiae,

vacinados ou ndo, e a interacao entre os fatores (Médias + Erro Padréo)

Biomarcadores

DFI LPO FLU ROS MITO
Probidtico
Controle 1,7+0,12 28,1+1,35 5,1+ 0,06 3,99 +0,01 4,15 + 0,03
S. boulardii 14+0,12 27,3+1,35 5,0 £ 0,06 4,00 +£0,01 4,21 £ 0,03
S. cerevisiae 1,5+0,12 31,1+1,35 5,0 + 0,06 4,01 +0,01 4,20 + 0,03
Vacina
N&o vacinados 1,5+0,08 28,8+0,90 5,1+0,06 4,01+0,01 4,18 + 0,02
Vacinados 1,6 £0,08 28,9+1,29 5,0+0,04 3,99 +0,01 4,20 + 0,02
Interacéo
T1 (con+vac) 1,7+0,14 28,0 +1,57 5,0 £ 0,07 3,99 +0,01 4,17 + 0,03
T3 (bou+vac) 16+014 275+157 5,1+ 0,07 3,99 £ 0,01 4,21 +0,03
T5 (cer+vac) 1,6 £0,14 31,1 +1,57 5,0 £ 0,07 3,99 +0,01 4,22 + 0,03
T2 (con+sem) 1,6 £0,21 28,2+2,.21 5,0+0,10 3,98 + 0,01 4,14 + 0,05
T4 (bou+sem) 1,3+0,21 26,9+2,.21 5,0+0,10 4,01 +£0,01 4,21 + 0,05
T6 (cer+sem) 1,4+0,21 31,1+2,.21 5,1+0,10 4,02 +£0,01 4,19 + 0,05
Probabilidade
Probidtico 0,47 0,11 0,93 0,26 0,36
Vacina 0,33 0,94 0,77 0,18 0,59
Interacéo 0,89 0,98 0,85 0,19 0,96

Médias seguidas de letras distintas nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05). DFI= indice
de fragmentagcdo de DNA; LPO= peroxidagéo lipidica; FLU= fluidez da membrana; ROS= espécies
reativas de oxigénio; MITO= potencial de membrana mitocondrial. Con = Controle; Bou = S. boulardii;
Cer = S. cerevisiae; Vac = Vacinados; Sem = Nao vacinados. EPM = Erro padrdo da média. As
variaveis FLU, ROS e MITO foram convertidas para logaritmo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O estresse oxidativo é causado pelo excesso da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), principalmente em uma despropor¢cao entre elementos
oxidantes e antioxidantes, causando um efeito prejudicial nas células do organismo,
necessitando de antioxidantes para evitar danos e nao prejudicar células do sistema
imunoldgico (Barbosa et al., 2010; Puertollano et al., 2011). Estudos demonstraram
gue os probidticos podem atuar como antioxidantes, protegendo as aves contra 0s
danos oxidativos (Cramer et al., 2018; Cao et al., 2022; Yuan et al., 2023).

Os probidticos podem estimular o sistema antioxidante, o qual é capaz de

eliminar e transformar os radicais livres em produtos mais estaveis, aumentando a
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estabilidade dos lipideos da membrana celular e evitando a oxidacdo dos mesmos
durante o estresse oxidativo (Ogbuagu et al.,, 2018; Sumanu et al., 2023). Eles
também sao capazes de produzir substancias como o butirato e a glutationa, que séo
compostos com atividade antioxidante, e com a capacidade de eliminar radicais
(Wang et al., 2017).

Um estudo realizado por Sumanu et al. (2023) demonstrou que S. cerevisiae
foi capaz de reduzir o dano oxidativo em frangos de corte, minimizando a producéo
de espécies reativas do oxigénio (ROS), atuando como um antioxidante e agente anti
estresse. Além disso, o processo antioxidante da S. cerevisiae pode proporcionar
mais imunidade e uma sensacao de conforto durante o estresse térmico.

Outro estudo realizado por Hou et al. (2020), observou que a S. cerevisiae
pode ativar o sistema de glutationa peroxidase e tiorredoxina redutase, que sao
enzimas com potencial antioxidante e capazes de melhorar a estabilidade oxidativa.
Sendo assim, se torna uma opcao viavel para reduzir os danos causados pelo
estresse.

Uma pesquisa feita por Rajput et al. (2013) também concluiu que a S. boulardii
pode ser usada como probidtico para garantir a homeostase dos frangos de corte, e
ser utilizada como substituto de antioxidantes sintéticos. Dessa forma, € possivel
observar que estudos utilizando os dois probioticos (S. boulardii e S. cerevisiae) sao
capazes de garantir melhor saude aos frangos de corte, através da manutencdo da
homeostase e diminuicdo dos danos causados por estresse comumente encontrados

na avicultura de corte.

4.3 Microbioma

Taxonomicamente a analise de diversidade demonstrou cinco filos diferentes,
todos pertencentes ao dominio Bacteria, sendo eles: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Verrucomicrobia e Proteobacteria. Destes, Firmicutes foi o mais
abundante entre eles, representando em torno de 90% de todos tdxons microbianos.
Foi comprovado que o aumento do filo Firmicutes pode favorecer a absorgédo de
nutrientes e energia pelos frangos de corte, podendo levar a um maior peso corporal
(Singh et al., 2013; Lin et al., 2023). A dinamica das comunidades microbianas é

representada pelos 20 géneros mais abundantes (Figura 7).
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Figura 7 — Principais géneros de bactérias detectados em amostras fecais de frangos

de corte
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Grafico de barras dos 20 principais géneros por medida de abundancia relativa média em amostras
fecais de frangos de corte. T1= controle; T2= Sacharomyces boulardii; T3= Saccharomyces cerevisiae.
Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel verificar que Lactobacillus, Romboutsia, Streptococcus e
Corynebacterium foram os géneros mais abundantes em todas as amostras
analisadas. Ao total, 71 géneros foram encontrados, e dentre eles 128 espécies
identificadas. Os probidticos podem favorecer o crescimento de outras bactérias,
como por exemplo as do género Lactobacillus (Clavijo & Flérez, 2018), as quais
possuem habilidades de restaurar o equilibrio e impulsionar o crescimento da
microbiota que produz butirato (Meimandipour et al., 2009), que é importante para o
fornecimento de energia para as células intestinais, por promover um ambiente
intestinal que inibe o crescimento de microrganismos patogénicos e por possuir
propriedades antioxidantes que ajudam a reduzir o estresse oxidativo no intestino
das aves.

Além disso, ao analisar a abundéancia microbiolégica de cada amostra, que se
da através do total de sequéncias de DNA encontrados, foi possivel observar que o
tratamento controle obteve um total de 123.441 sequéncias, representando 100% do
guantitativo, enquanto o tratamento com S. boulardii obteve 15.643 sequéncias
(12,67%) e o tratamento com S. cerevisiae obteve 29.173 sequéncias (23,63%).
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Adicionalmente, o tratamento controle também obteve maior diversidade
microbioldgica, com 116 espécies de microrganismos diferentes encontrados,
enguanto que o tratamento com S. boulardii obteve 99 espécies, e o tratamento com
S. cerevisiae obteve 100.

Dessa forma, é possivel perceber a diminuicdo da quantidade de
microrganismos presentes em cada filo nos tratamentos utilizando probidticos,
confirmando a capacidade de modular a microbiota, através da exclusao por
competicdo. Ao realizar a andlise estatistica, pode-se verificar que quatro filos
demonstraram diminuicdo da abundancia com a suplementagédo utilizando S.
boulardii quando comparados com o grupo controle (Figura 8), sendo eles

Actinobacteriota, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria.

Figura 8 — Abundéncia de filos do tratamento controle comparados ao tratamento com

suplementacao de S. boulardii

ACTINOBACTERIA BACTEROIDOTA
{ FIRMICUTES PROTEOBACTERIA

Grafico de Box-plot da comparacgéo entre o tratamento controle e o tratamento com Saccharomyces
boulardii. T1 = tratamento controle, T2 = Saccharomyces boulardii.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados de Qin et al. (2018) corroboram com as evidéncias deste
trabalho, onde observaram que a suplementagcédo com S. boulardii pdde modular a
microbiota intestinal, transformando em uma biodiversidade microbiana mais
saudavel, consequentemente melhorando a saude e o desempenho de frangos de

corte. O mesmo resultado foi encontrado por Massacci et al. (2019), demonstrando
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qgue a suplementacgéo poderia melhorar o desempenho dos frangos de corte através
da modulacdo do ecossistema intestinal, e até modificar a estrutura intestinal,
gerando um melhor aproveitamento de energia e nutrientes.

No tratamento utilizando S. cerevisiae, 0s quatro filos apresentaram
abundancia inferior a observada no grupo controle (Figura 9), constatando que a
suplementacdo com probiético modulou a microbiota dos frangos de corte.
Resultados semelhantes foram encontrados por Lin et al. (2023), onde testaram um
composto derivado de S. cerevisiae e observaram uma alteragcdo na composi¢éo da
microbiota bacteriana intestinal em frangos de corte. E também corroboram com os
resultados encontrados por Egorova et al. (2016) e por Sun et al. (2021) em que
ambos estudos puderam observar uma alteracao positiva na microbiota cecal em

frangos de corte suplementados com S. cerevisiae.

Figura 9 — Abundancia de filos do tratamento controle comparados ao tratamento com

suplementacao de S. cerevisiae

ACTINOBACTERIA BACTEROIDOTA
: FIRMICUTES PROTEOBACTERIA
. .. e 2 _. ..

Grafico de Box-plot da comparacéo entre o tratamento controle e o tratamento com S. cerevisiae. T1
= tratamento controle, T2 = tratamento com S. cerevisiae.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A modulagdo da microbiota intestinal se torna relevante pois favorece o
hospedeiro e aumenta a resisténcia contra desafios gastrointestinais, principalmente
na criacdo de frangos de corte (Yan et al.,, 2023). Um dos principais desafios na

avicultura de corte sdo os problemas intestinais causados por microrganismos,
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causando impacto negativo na produgcdo e o aumento da mortalidade das aves.
Dessa forma, a utilizacdo de probidticos como moduladores da microbiota €&
fundamental para garantir uma microbiota equilibrada e capaz de competir com
patdégenos nocivos, reduzindo a probabilidade de infec¢des.

Além disso, como os probiédticos sdo produtos naturais e considerados seguros
(Generally Recognized as Safe - GRAS), a aceitacdo pelo mercado consumidor se
torna maior. A procura por alimentos com procedéncia mais natural vem ganhando
espaco nos ultimos anos. A preocupacao com préticas alimentares mais sustentaveis
faz com que a industria tenha que se adaptar, e uma das tendéncias € eliminar por
completo a utilizacdo de antibidticos, que acabam desenvolvendo resisténcia

bacteriana em humanos.

4.3 Contagem de ovos e oocistos

Ao analisar a contagem de ovos e oocistos nas amostras de fezes (Figura 10),
observa-se uma diferenca entre o tratamento utilizando S. boulardii e S. cerevisiae

na contagem de oocistos (p=0,04).

Figura 10 — Contagem de ovos e oocistos dos tratamentos Saccharomyces boulardii,

Saccharomyces cerevisiae e controle
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Grafico de Box-plot das médias de contagem de ovos e oocistos. Boulardii = Saccharomyces boulardii;
Cerevisiae = Saccharomyces cerevisiae; Sem = tratamento controle. Médias seguidas de letras
distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Ao analisar a eficacia dos tratamentos testados, observa-se um efeito ovicida
e oocistocida de S. boulardii e S. cerevisiae (Figura 11) em comparacdo ao
tratamento controle. Os percentuais de eficacia ovicida de S. boulardii e de S.
cerevisiae foram 19,04% e 33,33%, respectivamente, quando comparados ao
tratamento controle. Ja os percentuais de eficacia oocistocida foram 1,96% e 29,66%
respectivamente, em comparacdo com o0 tratamento controle, indicando que o

tratamento que recebeu S. cerevisiae mostrou-se mais eficiente.

Figura 11 — Atividade ovicida e oocistocida dos probioticos sobre a contagem de ovos

e de oocistos em frangos de corte
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Os dados representam a reducdo percentual na contagem de ovos e oocistos da Saccharomyces
boulardii e da Saccharomyces cerevisiae em ovos e oocistos gastrointestinais de frangos de corte.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Durante as analises, foi possivel identificar que os ovos encontrados nas
amostras fecais sdo pertencentes a ordem Strongylida, e os oocistos foram
identificados como pertencentes ao género Isospora. A ordem Strongylida € uma das
ramificacdes mais significativas na evolu¢cdo dos nematoides parasitas, que ocorrem
em todos animais vertebrados terrestres (Chilton et al., 2006). J& a Isospora € um dos
géneros causadores da coccidiose em aves, doenca de grande relevancia na
avicultura de corte (McDougald, 1998). A infeccdo por coccidiose é causada quando
o animal ingere oocistos presentes no ambiente. Apés a ingestdo, o ambiente no trato
digestivo da ave desencadeia o rompimento do oocisto na moela, levando a liberacao

de esporozoitos que invadem e causam a destruicdo das células da mucosa intestinal
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(Upadhaya et al., 2019), causando principalmente diarreia e consequentemente piora
no desenvolvimento animal, resultando em perdas econdmicas.

O tratamento e a prevencédo da coccidiose dependem de medicamentos e
vacinas, porém, a vacinacdo pode ser tornar algo custoso, e cepas resistentes de
coccideos podem comprometer a eficacia dos medicamentos. Ainda, as
regulamentacdes sobre residuos quimicos nos alimentos e a preocupacdo do
mercado consumidor tornam-se atrativos para o desenvolvimento de novas técnicas
de tratamento mais naturais (Gao et al., 2009).

Estudos utilizando diferentes probidticos ja demonstraram eficacia na
resisténcia contra parasitas e contra a coccidiose em aves (Lee et al.,, 2007;
Abdelrahman et al., 2014; Menegon et al., 2021; Mohsin et al., 2021). E, no presente
estudo, foi possivel observar que S. boulardii foi eficaz no efeito ovicida contra os ovos
nematoides em comparagcdo com o controle, enquanto que S. cerevisiae foi eficaz
tanto no efeito ovicida quanto no efeito oocistocida contra os oocistos de Isospora.

Os resultados encontrados nesse estudo corroboram com os obtidos por Gao
et al. (2009), que observaram uma reducdo dos danos causados por coccidiose
utilizando um produto de fermentacédo da S. cerevisiae para frangos de corte. De igual
forma, corroboram com os encontrados por Barbalho (2022), que observou a
eficiéncia em eliminar microrganismos patégenos no trato gastrointestinal utilizando
parede celular de S. cerevisiae na alimentagcéo de frangos de corte desafiados com
coccidiose. Além desses, um estudo utilizando uma combinacao entre dois probidticos
(Pediococcus e S. cerevisiae) reduziu a eliminacéo de oocistos em frangos de corte
(Abdelrahman et al., 2014). Outros resultados encontrados por Elmenawey et al.
(2019) observaram que S. boulardii também aumentou a resisténcia a uma infec¢céo
por coccidiose, observando uma diminuicdo no nimero de oocistos eliminados.

Os probidticos atuam no controle da microbiota intestinal e na intervencdo da
colonizagdo por agentes patogénicos na mucosa por exclusao competitiva, através da
diminuicdo do pH e secrecdo de proteinas bactericidas, mais conhecidas como
bacteriocinas (Boirivant & Strober, 2007). S. boulardii também produz compostos
inibidores, incluindo as bacteriocinas, acidos biliares conjugados e acidos graxos
especificos, que acabam limitando a sobrevivéncia e o0 crescimento de
microrganismos (Roy & Ray, 2023).

Dessa forma, sugere-se que 0s probidticos tenham potencial para substituir

medicamentos quimicos, afim de tratar ou até mesmo evitar infec¢des causadas por
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nematoides ou coccideos. Isso pode ser atribuido pelo fato de os probibticos
garantirem uma populacdo microbiana equilibrada, originando um trato

gastrointestinal saudavel (Elmenawey et al., 2019).
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5 Conclusoes

A suplementagéo alimentar com Saccharomyces boulardii ou Saccharomyces
cerevisiae proporcionaram beneficios imunolégicos aos frangos de corte, aumentando
o nivel de anticorpos especificos. O resultado sugere o potencial dessas leveduras

como agentes promotores de saude em frangos de corte.

A partir dos dados obtidos neste estudo ndo foi possivel relacionar a

suplementacao probidtica com a resposta celular.

A suplementacdo com S. boulardii aumentou a concentracdo de linfécitos nos
frangos de corte, além de apresentar valores mais baixos da relacdo H/L em
comparacao ao tratamento controle. Assim sendo, contribuiu com a imunidade e pode

ter diminuido os niveis de estresse nos frangos durante o experimento.

A administracdo de S. cerevisiae foi capaz de diminuir os niveis de
lipoperoxidacao eritrocitaria nos frangos de corte aos 21 dias. Apesar disso, as duas
espécies de Saccharomyces nao influenciaram os biomarcadores de estresse

oxidativo ao final do experimento.

Os dois suplementos probioticos regularam negativamente a abundéancia dos
filos Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria. Além disso, a
guantidade de espécies de microrganismos foi reduzida pelos dois probidticos

administrados, indicando seu potencial como modulador.

A suplementacdo com S. cerevisiae demonstrou ser mais eficiente em
comparagao com a S. boulardii na acdo ovicida e oocistocida. Sugerindo que pode
ser uma alternativa aos antimicrobianos, considerando os impactos benéficos em

frangos alimentados com dieta livre de antibioticos.
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