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Silva, Miriele Caroline da. Avaliacdo da resposta imune em linhagens de
galinhas poedeiras e frangos de corte. 2013. 84 f. Dissertagdo (Mestrado em
Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O aumento da producao na avicultura tem sido favorecido pelo desenvolvimento de
linhagens de aves mais produtivas. A maioria das caracteristicas de produgao
depende de gasto energético que também é importante para o desenvolvimento da
resposta imune. Assim a selecdo para uma determinada caracteristica pode
influenciar a resposta imune das aves. Apesar da existéncia de diversas medidas de
controle de doencas aviarias, existe o risco de surtos de doengas, trazendo prejuizos
para a avicultura. Desse modo, o desenvolvimento de linhagens de aves mais
resistentes a doengas € de grande importancia. No Brasil, a EMBRAPA Suinos e
Aves tem trabalhado no desenvolvimento de linhagens de galinhas poedeira e
frangos de corte selecionadas para melhor produgéo, porém sao poucos os estudos
sobre o sistema imune destes animais. O objetivo deste trabalho foi comparar a
resposta imune de linhagens de galinhas desenvolvidas pela EMBRAPA Suinos e
Aves. Foram utilizados 140 animais, 70 machos e 70 fémeas, sendo 28 animais da
linhagem MM, 28 animais da linhagem CC, 28 animais da linhagem CCc, 28 animais
da linhagem TT e 28 da linhagem LLc. Para avaliagdo da imunidade inata, os
animais receberam uma injeg¢ao intra-abdominal de Sephadex a 3%. Apés dois dias,
os animais foram pesados e os macrofagos abdominais foram coletados e
processados para a avaliagdo da fagocitose, produgdo de oxido nitrico e atividade
antimicrobiana. Além disso, apds o abate dos animais, os bagos foram retirados e os
seus pesos relativos determinados. E ainda, a medida dos halos de inibigdo de
crescimento bacteriano e teste de resisténcia sérica foram utilizados para avaliagao
da atividade antibacteriana do soro. A imunidade humoral foi avaliada pela produgao
de anticorpos naturais anti-hemacia de coelho e pela inducdo de anticorpos
especificos anti-hemacia de carneiro utilizando a técnica de microhemaglutinagéo.
Os resultados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Dunn. Para diferengas entre machos e fémeas da mesma linhagem foi utilizado o
teste de Mann-Whitney, valores de p< 0,05 foram considerados significativos. Para a
analise da atividade antibacteriana do soro em agar foi aplicado o teste de regresséo
logistica. Os resultados mostram que a atividade fagocitica e antibacteriana de
macrofagos sao semelhantes nas linhagens estudadas, porém a producao de NO é
maior em frangos de corte. O peso relativo do bago foi maior nas linhagens de
postura, e entre elas a linhagem MM foi maior que a CCc. Quanto a atividade
antibacteriana do soro em agar nao foi encontrado diferenga significativa, mas no
teste de resisténcia sérica galinhas poedeiras responderam melhor que frangos de
corte. Entre os animais de postura, machos responderam melhor no inicio do teste
de resisténcia sérica, porém ao final do experimento as fémeas tiveram melhor
resposta que os machos da mesma linhagem e em frangos de corte, os machos
responderam melhor que as fémeas. Os titulos de anticorpos especificos e naturais
foram maiores nas galinhas poedeiras e entre essas, as aves da linhagem CC e CCc
produzem mais anticorpos. Esses dados permitem concluir que a resposta imune é
melhor em aves de postura, o que sugere que a selegao genética pode influenciar a
imunidade em aves. A identificagdo de caracteristicas genéticas favoraveis pode



contribuir para o melhor entendimento da resposta imune em aves e com o
desenvolvimento linhagens mais resistentes a patdgenos.

Palavras-chave: Selecdo genética. Aves. Macrofagos. Anticorpos naturais.
Anticorpos especificos.



Silva, Miriele Caroline da. Evaluation of immune response in lines of layers
chickens and broilers. 2013. 84 f. Dissertation (Master's Degree in Experimental
Pathology) — State University of Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

The increase in poultry production has been favored by the development of more
productive lines of birds. Most of the production traits depends on the energy
expenditure than is also important for the development of the immune response. Thus
selection for a particular trait can influence the immune response in poultry. Despite
the existence of various control measures of poultry diseases, there is the risk of
disease outbreaks, causing losses to the poultry industry. Thus, the development of
lines of birds more resistant to diseases is of great importance. In Brazil, the Embrapa
Swine and Poultry has been working on developing lines of layer chickens and broilers
selected for best production, but there are few studies about the immune system of
these animals. The goal of this study was to compare the immune response of lines of
chickens developed by Embrapa Swine and Poultry. Were used 140 animals, 70
males and 70 females, 28 MM line animals, 28 CC line animals, 28 CCc line animals,
28 TT line animals and 28 LLc line animals. For evaluation of innate immunity, the
animals received an intra-abdominal injection of Sephadex to 3%. After two days, the
animals were weighed and the abdominal macrophages were collected and processed
for the evaluation of phagocytosis, production of nitric oxide and antimicrobial activity.
Additionally, after the slaughter of animals, the spleens were removed and their relative
weights determined. And yet, the measures of inhibition halo of inhibition of bacterial
growth and serum resistance test were used to evaluate the antibacterial activity of the
serum. Humoral immunity was evaluate by the production of natural anti- rabbit red
blood cells antibodies and for the induction of specific anti-sheep red blood cells
antibodies using the technique of microhemaglutinagcdo. The results were submitted to
the Kruskal - Wallis test followed by Dunn's test. For differences between males and
females of the same line was used the Mann -Whitney test, p values < 0,05 were
considered significant. For the analysis of the antibacterial activity of the serum agar
was applied logistic regression test. The results show that the phagocytic activity of
macrophages and antibacterial are similar in the lines studied, but NO production is
higher in broilers. The relative weight of the spleen was higher in layers lines, and
between them MM line was higher than the CCc. As for the antibacterial activity of the
serum agar was not found significant difference, but in the serum resistance test layers
chickens responded better than broilers. Among the layer animals, males responded
better early in the serum resistance test, but at the end of the experiment the females
had better response than males of the same line and in broiler, males responded
better than females. The titers of natural and specific antibodies were higher in layers
chickens and among these, the birds of the CC and CCc lines produce more
antibodies. These data showed that the immune response is better in layers chickens,
suggesting that genetic selection can influence immunity in birds. The identification of
favorable genetic traits can contribute to a better understanding of the immune
response in birds and developing lines more resistant to pathogens.

Key words: Genetic selection. Birds. Macrophages. Natural antibodies. Specific
antibodies.
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1 INTRODUCAO

1.1 AVICULTURA X SELECAO GENETICA

A avicultura é uma das principais atividades da agroindustria
nacional e mundial. O Brasil produziu 12.645 milhdes de toneladas de carne de
frango em 2012, e desse total 69% foram destinados ao mercado interno e 31%
foram exportados. Além da produgcdo de carne, a avicultura contribui para a
economia nacional pela producdo de ovos, em especial para atender o mercado
interno. Em 2012 a produgéo de ovos no Brasil totalizou 31,7 bilhdes de unidades e
0 consumo per capita foi de 161,53 unidades (UBA, 2013).

O ovo é um alimento nutritivo, de boa palatabilidade e de baixo
custo. Um ovo contém altos niveis de proteinas e diversos nutrientes importantes
como a riboflavina, selénio, vitaminas A, B, D, E e K, acido fdlico, ferro, colina,
luteina e zeaxantina. Além disso, diversos estudos mostram que o ovo pode ser uma
fonte barata de anticorpos que podem ser utilizados na imunoterapia e no
imunodiagnostico de doengas que atingem o homem ou os animais (HENRIQUE,
2002; CHACANA; TERZOLO, 2003).

O aumento da producdo na industria avicola tem sido favorecido
pelo surgimento de técnicas modernas e da selecao genética (CHEEMA et al.,
2003). O melhoramento genético de aves resultou em aves com propositos
especificos: frangos de corte e galinhas poedeiras. Estas linhagens se diferenciam
no ganho de peso, longevidade, necessidades nutricionais e provavelmente na
resposta imune (PARMENTIER et al., 2010).

Os mecanismos de defesa do organismo tém que competir por
recursos metabolicos com outros processos fisioldgicos, tais como crescimento e
reprodugdo (CHUAMMITRI et al., 2011). A selecdo genética para uma determinada
caracteristica, como maior ganho de peso, pode levar a uma alteragcédo na
distribuicdo de recursos energéticos para as diversas fungdes do organismo
podendo afetar a sua imunocompeténcia e saude (CHEEMA et al., 2003).

O controle de doengas infecciosas geralmente é feito pelo uso de
vacinas, praticas de manejo e, quando necessario, o uso de antibiéticos de amplo
espectro (SWAGGERTY et al., 2009). Promotores de crescimento, como antibioticos

em doses subterapéuticas, sdo aditivos alimentares utilizados para controlar agentes
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patogénicos presentes no trato gastrointestinal, melhorando assim os indices
zootécnicos e maximizando a producgao (TOLEDO et al., 2007).

Apenas os antibioticos que ndo s&do absorvidos no trato digestivo
foram autorizados como promotores de crescimento, portanto o risco de ocorrer
reacdes devido a presenca de residuos de antibidticos nos alimentos € baixo.
Contudo, a utilizagao de antibiéticos como aditivos alimentares, a longo prazo, pode
contribuir para o desenvolvimento de bactérias resistentes aos medicamentos
utilizados para o tratamento de infec¢gdes. Esses micro-organismos resistentes
representam um risco potencial caso sejam transferidos a seres humanos. Assim a
Unido Européia tem proibido o uso de antibiéticos como promotores de crescimento
(CASTONON, 2007).

O aumento na producéo de aves, juntamente com a restricdo ao uso
de antibidticos pode favorecer a disseminagdo de micro-organismos € o0
desenvolvimento de infecgdes. Apesar da disponibilidade de vacinas e outras
medidas de controle para maioria das doengas aviarias, ainda podem surgir surtos
de doengas. Uma vez que a avicultura pode ter grandes prejuizos econdmicos
devido a doengas infecciosas € importante o desenvolvimento de linhagens de aves
mais resistentes a doencas (SWAGGERTY et al., 2009).

O melhoramento genético em relagdo a resposta imune pode ser
uma maneira de melhorar os parametros de producido, a saude e a resisténcia a
infeccoes (SARKER et al., 2000).

No Brasil, a EMBRAPA Suinos e Aves possui um programa de
melhoramento de aves e tem trabalhado no desenvolvimento de linhagens de
galinhas poedeira e frangos de corte selecionadas para melhor produgéo. Entre as
linhagens de galinhas poedeiras ha a CC, a qual tem origem a partir da raca White
Leghorn. E uma linhagem de postura de ovos brancos, e vem sendo selecionada
para maior produgdo de ovos, peso dos ovos, melhor conversdo alimentar,
eclodibilidade, maturidade sexual, fertilidade, vialibilidade e reducdo do peso
corporal. A linhagem CC controle (CCc) tem a mesma origem da linhagem CC,
porém nado é selecionada para as caracteriticas de interesse econdmico.
(FIGUEIREDO et al., 2003a). A MM é uma linhagem de postura de ovos castanhos
originada da raga Rhode Island Red. Esta linhagem é selecionada para producgao de

ovos, peso dos ovos e reducao do peso corporal.
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Para frangos de corte, a linhagem TT é uma linha paterna
selecionada para maior ganho de peso, conversado alimentar, rendimento de corte,
viabilidade, fertilidade, eclodibilidade e para redugdo da gordura abdominal. A LLc é
uma linhagem de corte, mantida como controle, ou seja, sem selegcdo genética.
(FIGUEIREDO et al., 2003b). Estas linhagens foram desenvolvidas para alta

produtividade, porém sao poucos os estudos sobre o sistema imune destes animais.

1.2 SISTEMA IMUNE DAS AVES

As aves possuem mecanismos de defesa contra a invasdo e o
estabelecimento de agentes infecciosos, uma vez que a presenga do agente
infeccioso pode resultar em uma doenga (CARDOSO, 2004). A identificagdo e a
eliminagcao dos agentes infecciosos € uma das fung¢des do sistema imune (KUGT;
KLASING, 2009). O sistema imunolégico das aves tem sido amplamente estudado
em relagdo a resposta imune contra patogenos. Porém, sdo escassos os estudos
sobre os mecanismos moleculares envolvidos com a resposta imune celular e, em
especial, com a resposta imune humoral e a produgao de anticorpos.

Em vertebrados, os mecanismos de imunidade podem ser divididos
em dois tipos, a imunidade inata e a imunidade adaptativa (IWASAKI; MEDZHITOV,
2010).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa (JAYASEKERA et al.,
2007; MATSON et al., 2005). Ela é rapidamente ativada sem a necessidade de uma
exposi¢cao prévia ao patogeno (CARVALHO et al., 1998) e promove uma resposta
inicial podendo limitar ou impedir o processo infeccioso (KAISER, 2010). A resposta
imune nos estagios iniciais da infeccdo € um fator critico para a resisténcia ou a
suscetibilidade a doencas (KUGT; KLASING, 2009).

Barreiras fisicas, quimicas e biologicas e células especializadas
constituem o sistema imune inato (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000). A fagocitose, a
liberacdo de mediadores inflamatérios, a ativacdo das proteinas do sistema
complemento, a sintese de proteinas da fase aguda, citocinas e quimiocinas, séo os
principais mecanismos da imunidade inata (CRUVINEL et al., 2010).

A imunidade inata pode ainda ser dividida em humoral e celular.
Proteinas e outras moléculas soluveis como lisozimas, proteinas do sistema

complemento, defensinas, catelicidinas e pentraxinas sdo os componentes da
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imunidade humoral (BEAUTLER, 2004). Anticorpos naturais também fazem parte da
imunidade inata humoral (MINOZZI et al., 2008).

As lisozimas sao peptideos antimicrobianos que catalisam a hidrolise
de peptideoglicanos. Sao produzidas por neutréfilos, mondécitos, macréfagos e
células epiteliais. Estdo em altas concentragcdes na saliva, nas vias areas, no leite e
em outras secre¢des (VANDERKELEN et al., 2012).

Defensinas sdo pequenos peptideos catibnicos, produzidas
principalmente por leucocitos e células epiteliais. Em mamiferos ha trés classes, a-
defensina, p-defensina e B8-defensina. Em aves existe apenas a familia B-defensina
(KAISER, 2010). Sao pouco compreendidos o0s mecanismos pelos quais as
defensinas levam a morte do micro-organismo. Sabe-se que ha o rompimento das
membranas celulares (BEUTLER, 2004). Além disso, podem apresentar atividade
quimiotatica durante a resposta imune (KLOTMAN; CHANG, 2006).

As catelicidinas sao produzidas por leucocitos, principalmente
neutroéfilos, e células epiteliais (OPPENHEIM et al., 2003). Essas proteinas destroem
a membrana bacteriana e podem se ligar a lipopolissacarideo (LPS) de bactérias
gram-negativas. Podem ainda ter atividade quimiotatica (GENNARO; ZANETTI,
2000).

As pentraxinas s&o proteinas plasmaticas com estrutura
pentamérica. Os principais membros sdo as pentraxinas curtas, proteina C-reativa
(PCR) e proteina amiloide sérica (SAP). Sao produzidas no figado em resposta a
citocinas proé-inflamatérias. A PCR e a SAP desempenham importante papel na
remocao de fosfolipidios de membrana e componentes celulares de células mortas.
Também sao capazes de ativar o sistema complemento pela via classica (DU CLOS;
MOLD, 2011).

O sistema complemento compreende um conjunto de proteinas
proteoliticas, que quando ativadas tem como funcédo defender o hospedeiro contra
infecgdes. A ativacdo do sistema complemento pode ocorrer por trés vias. A via
classica é ativada por anticorpos ligados a antigenos e depende também das
proteinas C1, C2, C3 e C4. A via alternativa é ativada na superficie do micro-
organismo, com a participagdo de C3, da properdina, fator B, D, H e I. A ativagéo
pela via das lectinas ocorre pela ligagdo de lectinas plasmaticas a residuos de

manose presentes na superficie do micro-organismo. Essas vias levam a ativagao
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das proteinas C5, C6, C7, C8 e C9, resultando na formacao do complexo de ataque
a membrana sobre a célula-alvo (BEUTLER, 2004; TEGLA et al., 2011).

A ativagao do sistema complemento por qualquer uma das trés vias
pode levar a diversos efeitos bioldégicos como opsonizagdo e fagocitose do micro-
organismo, atividade anti-inflamatéria e quimiotatica, ativagdo de granulécitos e
células endoteliais, ativacdo de células B e por fim a formagdo do complexo de
ataque a membrana, que pode lisar bactérias gram-negativas e virus (BEUTLER,
2004; WILLS-KARP, 2007).

Os anticorpos naturais estdo presentes em individuos nao
imunizados (BAUMGARTH et al., 2005). Esses anticorpos sao polirreativos e sao
caracterizados pela baixa afinidade de ligacdo (LAMMERS et al., 2004). O repertoério
desses anticorpos é polirreativo para estruturas filogeneticamente conservadas
como acidos nucleicos, carboidratos, fosfolipidios e proteinas de choque térmico
(BOES, 2000). Epitopos altamente conservados presentes em micro-organismos sao
reconhecidos pelos anticorpos naturais (BERCZI et al., 1998). Aves ndo imunes
apresentam anticorpos naturais contra varios antigenos (PARMENTIER et al., 2008).
Os niveis desses anticorpos aumentam de acordo com a idade dos animais,
indicando uma sensibilizagdo ambiental (PARMENTIER et al., 2004; STAR et al.,
2007).

Células Natural Killer (NK), macréfagos, neutrofilos, mastécitos,
basdfilos e eosindfilos compdem a imunidade inata celular (CRUVINEL et al., 2010).
Os macroéfagos sado células capazes de reconhecer, fagocitar e destruir micro-
organismos. Essas células produzem citocinas e quimiocinas (QURESHI, 2003) e
regulam a resposta imune adaptativa, a inflamagéo, o reparo e o remodelamento
tecidual (KLASING, 1998). Em aves, as células equivalentes a neutrdfilos
encontrados em mamiferos sdo os heterdfilos. Essas células fagocitam micro-
organismos invasores e sdo as primeiras células a estarem no local da infecgéo.
Apos a fagocitose, o patégeno ingerido € internalizado no fagossomo e destruido por
diversos mecanismos, como a producdo de radicais livres. Os heterdfilos também
podem liberar proteinas presentes em granulos dentro do fagossomo para matar o
micro-organismo fagocitado (KAISER, 2010).

A producédo de oxido nitrico (NO) é o principal mecanismo pelo qual
macrofagos destroem micro-organismos apés a fagocitose. O NO é um gas soluvel

em agua e lipideos e é considerado uma espécie reativa de nitrogénio. A 6xido
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nitrico sintase induzivel (iINOS) é a enzima responsavel pela producdo de NO em
macrofagos, e sua expressdo ocorre apdés o estimulo por citocinas e produtos
microbianos (MACMICKING et al., 1997). Para a sintese de NO, primeiramente
ocorre a hidroxilagdo de um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina para gerar
hidroxi-L-arginina (NHA). Esta reacao depende de NADPH e oxigénio. Em seguida
ocorre a conversao da NHA em NO e citrulina (MARLETTA, 1993). O NO reage com
outros radicais livres e metais de transi¢cdo. Sua toxicidade é provavelmente devido a
sua reagao com superéxido resultando na produgdo de peroxinitrito, um agente
altamente oxidante (BECKMAN; KOPPENOL, 1996).

As células NK sao capazes de distinguir células infectadas ou
tumorais e destrui-las através da liberacdo dos conteudos presentes nos gréanulos
liticos sobre as células-alvo (LONG et al., 2013).

Os eosinodfilos sdo células que possuem granulos que armazenam
proteinas catibnicas, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que estdo
disponiveis para liberagdo imediata. Sdo importantes nas infecgdes por helmintos e
podem causar danos aos tecidos do hospedeiro em reag¢des alérgicas. Também
atuam na inflamacdo e remodelamento tecidual. Podem ser encontrados em
pequeno numero na circulagdo. A maioria reside em tecidos de mucosa e sao
recrutados rapidamente a locais de infeccbes por helmintos ou em resposta a
alérgenos (SHAMRI et al., 2011).

Basdfilos e mastécitos possuem granulos citoplasmaticos contendo
varias moléculas efetoras tais como substancias vasodilatadoras (histamina),
citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos. Essas células contribuem com a
defesa do hospedeiro contra helmintos e também estdo envolvidas com reagdes
alérgicas (VOEHRINGER, 2013).

Moléculas  conservadas presentes em  micro-organismos,
denominadas padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), s&o
detectadas pelas células e moléculas da imunidade inata. Exemplos destas
moléculas sdo o LPS, o acido lipotecdico, a flagelina, o peptideoglicano e o acido
nucleico microbiano (KAISER, 2010). Os PAMPS sao reconhecidos por receptores
de reconhecimento padrdo (PRRs), como os receptores semelhantes a Toll (TLRs),
receptores semelhantes a NOD (NLRs), os receptores scavenger, entre outros, que
apresentam baixa especificidade (GETZ, 2005). O reconhecimento de PAMPs pelos

PRRs ativa os mecanismos efetores da imunidade inata, induzindo varias cascatas
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de ativacdo extracelular e vias de sinalizagc&do intracelular que levam a resposta
inflamatdria e recrutamento de células com a finalidade de eliminar o patdégeno
(KUGT; KLASING, 2009).

Os TLRs sdo os PRRs mais estudados. TLRs que reconhecem
componentes da superficie celular do patdégeno sdo expressos na superficie da
célula do hospedeiro, e aqueles que reconhecem acidos nucleicos sdo expressos
em vesiculas endociticas. O reconhecimento de PAMPs pelos TLRs pode levar a
indugao de diversas vias de sinalizagdo, como a via fator nuclear kappa B (NF-kB) e
a via proteina quinase ativada por mitégeno, levando a produgéo de citocinas proé-
inflamatdrias, quimiocinas e a expressdao de moléculas co-estimulatérias. Esse
processo leva ao recrutamento e ativacdo de outras células, tanto da imunidade
inata como adaptativa (KAISER, 2010).

Em mamiferos tem sido descritos 13 TLRs diferentes. Em aves séo
encontrados 10 TLRs. Os TLRs 3, 4, 5 e 7 sdo semelhantes aos encontrados em
mamiferos. Os TLR1LA, 1LB e 15, s&o encontrados exclusivamente em aves. Os
genes duplicados TLR2A e TLR2B presentes nas aves, sdo semelhantes ao unico
gene TLR2 encontrado em mamiferos. O TLR2A e o TLR2B reconhecem
peptideoglicanos e lipopetideos encontrados em bactérias gram-positivas. O TLR3 e
o TLRY7 se ligam a acido nucleico de virus. LPS de bactérias gram-negativas se liga
ao TLR4. Flagelina bacteriana é reconhecida por TLRS. Os ligantes e os patégenos
reconhecidos pelos TLR1LA, TLR1LB, TLR15 e TLR21 ainda sdao desconhecidos
(TEMPERLEY et al., 2008).

Os NLRs sao receptores citoplasmaticos que regulam a resposta
inflamatdria. Apds reconhecerem seus ligantes, esses receptores ativam caspases
inflamatdrias, como a caspases-1, levando a ativagao de citocinas pro-inflamatérias
ou a via de sinalizagcdo NF-kB. Existem duas subfamilias de NLRs, os NODs e os
NAPLs. O NOD2 reconhece peptideoglicano de bactérias gram-negativas e gram-
positivas, enquanto o NOD1 reconhece apenas peptideoglicano de bactérias gram-
negativas. Os NALPs também reconhecem peptideos bacterianos, porém pouco se
sabe sobre seus ligantes. Apenas NOD 1 é encontrado em aves, NOD2 e NAPLs
s&o aparentemente ausentes (KAISER, 2010).

As RNA helicases fazem parte de outro grupo de receptores que

reconhecem RNA viral. Em mamiferos pode ser encontrado o RIG-1, que reconhece
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RNA com trifosfato 5, e o MDA 5 que pode reconhecer RNA dupla fita. Em aves é
encontrado apenas o MDA 5 (KAISER, 2010).

Os receptores que reconhecem carboidratos na superficie de
patdbgenos podem facilitar a fagocitose e a destruicdo destes micro-organismos.
Entre esses receptores ha o receptor de manose presente em células
apresentadoras de antigeno (APC), como as células dendriticas e macréfagos. A
ligacdo do receptor de manose leva a ingestao do micro-organismo (KAISER, 2010).

Os mecanismos da imunidade inata levam a uma resposta inicial
contra o patégeno, eliminando ou limitando a infec¢ao, e também é capaz de induzir
uma resposta especifica adequada (KAISER, 2010). Embora muito eficaz, a
imunidade inata, muitas vezes, ndo é capaz de eliminar o patogeno. Neste caso a
imunidade adaptativa € fundamental para prevenir a infec¢cao (ERF, 2004).

A imunidade adaptativa pode demorar semanas para gerar uma
resposta efetiva contra o patégeno (BORGHESI; MILCAREK, 2007). Possui alta
especificidade, memoria imunolégica e ampla diversidade, sendo capaz de
reconhecer varias estruturas presentes em um unico antigeno (MEDZHITOV;
JANEWAY, 2000). Os principais componentes da resposta imune adaptativa sao os
linfécitos T e B e seus produtos (BARTL et al., 2003).

A especificidade ao patdégeno é determinada pelos receptores de
células T (TCR), presentes na superficie celular dos linfocitos T, e pelos receptores
de célula B (BCR) localizados na superficie de linfécitos B. Apenas apos a ligacao de
estruturas do patdogeno aos receptores, em combinagdo a varios sinais co-
estimulatorios, inicia-se a resposta imune primaria contra o patégeno. O agente
patogénico geralmente € eliminado e a resposta imune cessa. Além disso, linfécitos
T e linfécitos B de memodria sdo produzidos durante a resposta primaria. Em um
novo contato com o agente agressor as células de memoria sdo capazes de
responder de uma forma mais rapida e eficaz, essa é resposta imune secundaria
(JEURISSEN et al., 2000).

Os mecanismos de imunidade adaptativa podem ser divididos em
imunidade celular, mediada por linfécitos T, e em imunidade humoral, mediada por
anticorpos produzidos por linfocitos B (JEURISSEN et al., 2000).

Os linfocitos T sdo capazes de reconhecer apenas antigenos
processados em fragmentos peptidicos ligados a moléculas do complexo principal

de histocompatibilidade (MHC). Além do TCR, os linfécitos T expressam moléculas



23

de superficie que sao indicativos de sua fungdo como as moléculas CD4 e CD8. A
molécula CD4 esta presente nas células T helper (Th) e tem a funcao de auxiliar ou
regular a resposta imune humoral e celular. A molécula CD8 esta associada a fungéo
citotoxica levando a destruigdo de células-alvo que expressam antigenos associados
a moléculas de MHC | (JEURISSEN et al., 2000).

A resposta imune humoral pode ser definida como a capacidade do
animal em produzir anticorpos especificos em resposta a estimulagdo antigénica. Ela
€ dependente da presenca de linfécitos B e do desenvolvimento de uma série de
mecanismos moleculares pouco compreendidos em aves.

Os linfocitos B sao células especializadas na produgao de
anticorpos, tem sua origem a partir de células da medula 6ssea e, em aves, sofrem o
processo de maturagdo em um o6rgao chamado de Bursa de Fabricius.

A Bursa de Fabricius € um 6rgao encontrado somente em aves, com
formato de um saco oco, localizado dorsalmente a cloaca com a qual se comunica
através de um ducto (CIRIACO et al., 2003). E revestida internamente por dobras de
tecido epitelial, que se projetam em diregdo a luz do 6rgdo. Estas dobras séo
sustentadas por tecido conjuntivo, com ocorréncia de inumeros foliculos linfoides.
Estes foliculos linfoides apresentam uma regido cortical rica em linfécitos,
linfoblastos, plasmdcitos e macréfagos e uma regido medular onde s&o encontrados
principalmente linfécitos, linfoblastos, reticulécitos e plasmécitos (GLICK, 1986;
TIZARD, 1998).

Atualmente os mecanismos de geracdo de diversidade sao
relativamente bem conhecidos, porém, pouco se conhece sobre as diferentes etapas
do desenvolvimento de linfécito B na bursa. Acredita-se que o desenvolvimento de
linfécitos B inicia-se com o rearranjo dos genes das imunoglobulinas nos sitios
hematopoiéticos do embrido, seguido de uma etapa de expansao clonal na bursa de
Fabricius e a posterior saida das células B para a periferia (SAYEGH et al., 1999).
Estudos mostram que a bursa de Fabricius é colonizada por células precursoras de
linfécitos B IgM+ que séo oriundas de diferentes sitios hematopoiéticos do embrido.
A expressao de IgM na superficie das células B em desenvolvimento é critica para a
sobrevivéncia das células B. A IgM na superficie das células B em desenvolvimento
encontra-se em associagdo com as proteinas Igalfa/lgbeta formando o BCR. As
proteinas lgalfa e Igbeta tém um papel fundamental para o desenvolvimento das
células B em galinhas (PIKE et al.,, 2004a; PIKE et al., 2004b). Ao contrario dos
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mamiferos, as células B em desenvolvimento de aves ndo expressam um pré-
receptor de células B (pré-BCR) em associagdao com as proteinas VpreB e lambda5.
Recentemente, a presenca de um gene VpreB foi detectada em células de galinha e
parece participar na maturagdo e secrecdo da cadeia leve das imunoglobulinas
(ROSNET et al., 2004). Acredita-se que o rearranjo dos genes das imunoglobulinas
gere uma diversidade muito limitada e o BCR encontrado em células B em
desenvolvimento de aves tenha uma fung&o analoga ao pré-BCR de células B de
mamiferos.

A organizagcdo dos loci que codificam para as cadeias leves e
pesadas das imunoglobulinas de aves é bem diferente da observada em mamiferos.
Em galinhas, o locus da cadeia leve é composto de apenas um segmento V, um
segmento J e um segmento CL. Enquanto o locus da cadeia pesada tem um
segmento V, varios segmentos D e apenas um segmento J. Em aves, a geracgéo de
diversidade ¢é dependente de dois mecanismos, a conversdao génica e a
hipermutagcédo. Na conversédo génica ha a combinagdo de um segmento V com uma
colegdo de segmentos de pseudo-genes, e € caracterizada pelo grande numero de
mutacdes no gene V formado. A conversao génica e a hipermutagdo somatica sao
processos dependentes da enzima Activation-Induced cytidine Deaminase (AID)
(MAGARI et al., 2010). E interessante observar que o rearranjo nos genes das
imunoglobulinas de aves inicia-se no quinto dia de desenvolvimento embrionario e
termina antes do nascimento, ao contrario do observado em mamiferos. Por outro
lado, a geracao de diversidade das imunoglobulinas € continuada pelo processo de
conversdo génica que tem inicio apés o décimo quinto dia de desenvolvimento
embrionario na bursa de Fabricius (KOHONEN et al., 2007).

Proximo ao nascimento, as células B comegcam a sair da bursa de
Fabricius e colonizam os 6rgaos e tecidos linfoides secundarios até a ave atingir a
maturidade sexual, quando entdo a bursa comeca a involuir. E estimado que apenas
5% das células B saiam da bursa, enquanto o restante morre no proprio érgédo onde
desempenham suas fung¢des imunoldgicas (HEMMINGSSON; LINNA, 1972).

As populagcbes de linfécitos B geralmente ocorrem de forma
organizada nos foliculos linfoides. Os foliculos sdo compostos por uma massa
uniforme de pequenas células densamente agrupadas, geralmente linfocitos B
virgens e linfocitos B de memdaria. Diante da estimulagdo antigénica, esse foliculo

cresce em tamanho e se transforma em foliculo secundario, com um centro claro,
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redondo ou oval, denominado centro germinativo, rodeado pelo tecido linfoide que
forma uma condensacgao especial ao redor de um dos polos do centro germinativo,
denominada calota ou coroa externa (BANKS, 1992; GENESER, 2003). O centro
germinativo apresenta linfocitos B ativados e em processo de proliferagdo ativa,
células dendriticas que formam o reticulo celular, linfécitos Th, e macréfagos. Nas
regides adjacentes aos foliculos sdo encontrados principalmente linfécitos T
(BANKS, 1992; GENESER, 2003). Os centros germinativos s&o estruturas
histolégicas que correspondem a regides de intensa proliferacao celular resultado do
reconhecimento do antigeno e da ativagao das células B. Além das células B sao
encontrados linfécitos T, macréfagos e células dendriticas. As células dendriticas
foliculares tém um importante papel no desenvolvimento do centro germinativo e da
resposta imune humoral. Recentemente, as células dendriticas foliculares (CDF)
foram isoladas da tonsila cecal de galinhas e caracterizadas (DEL CACHO et al.,
2008). Na superficie das CDF foi detectada a presencga de anticorpos IgM e IgG, dos
componentes C3 e B do sistema complemento e das moléculas de adesdo VCAM-1
e ICAM-1. As CDF de galinhas tém a capacidade de capturar antigeno ou
imunocomplexos e de estimular a sintese de anticorpos, como as CDF de mamiferos
(DEL CACHO et al., 2008).

Os foliculos linfoides sdo abundantemente encontrados nos érgéos
linfoides secundarios. Nas aves, o bago é o principal 6rgao linfoide secundario. Ele
localiza-se adjacente a superficie dorsal do Iébulo direito do figado e dorsalmente ao
pré-ventriculo. Apresenta coloracdo de aspecto marrom avermelhado (JEURISSEN;
JANSE, 1989). O bago € responsavel pela resposta contra antigenos presentes na
circulagado sanguinea. Este 6rgdo também é responsavel pela selegao e destruicéo
de hemacias envelhecidas (ROITT, 1999). Em aves, o bago apresenta-se envolto por
uma capsula de tecido conjuntivo que penetra no parénquima do 6rgao, formando
pequenas trabéculas. Estas trabéculas permeiam regides denominadas de polpa
branca e polpa vermelha (GLICK, 1986). A polpa branca é constituida pelas
ramificacbes da artéria trabecular, denominadas arteriolas centrais que sao
envolvidas por uma bainha de tecido linfoide rica em linfécitos T, denominada bainha
periarteriolar. Entre as bainhas, ocorrem acumulos de linfocitos B em formacdes
nodulares os chamados centros germinativos (JEURISSEN; JANSE, 1989). A polpa
vermelha € constituida por sinusdides e corddes celulares que apresentam

macroéfagos, granulécitos, plasmacitos e células reticulares (JEURISSEN et al., 1992).
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A glandula de Harder é encontrada numa regiao posterior e medial
ao globo ocular das aves. Suas funcdes sao a lubrificacdo da superficie do globo
ocular e a produgdo de imunoglobulinas (WIGTH et al.,, 1971). Nas galinhas, a
glandula de Harder apresenta estrutura lobular e glandulas cuja por¢ao secretora
apresenta morfologia tubulo acinar. Entre as unidades secretoras, ocorrem células
intersticiais e relevante presencga de linfocitos. A maioria dos linfocitos presentes
nesta glandula é do tipo B produtores de IgA, detectada na lagrima (BABA et al.,
1988).

As tonsilas cecais sao estruturas bilaterais localizadas na jung¢ao do
intestino delgado com o intestino grosso (GLICK, 1986). Apresentam caracteristicas
histologicas semelhantes as encontradas ao longo do intestino, como regides
mucosas, submucosas, criptas glandulares e células epiteliais, camada de tecido
muscular do érgdo e presenga marcante de tecido linfoide associado a mucosa
(MORGULIS, 2002). As tonsilas cecais contém em sua luz varios micro-organismos
residentes da microbiota bacteriana normal do intestino. O tecido linfoide associado
a mucosa nesta regido apresenta linfocitos B, linfocitos T, APCs, células M e grande
producdo de imunoglobulinas, responsaveis pela regulacdo da alta atividade
bacteriana local e defesa contra infeccbes do trato gastrointestinal (GLICK, 1986;
BANKS, 1992).

As placas de Peyer sdo acumulos de tecidos linfoides associados a
mucosa intestinal das aves, semelhantes aos encontrados no intestino de
mamiferos. S&o localizadas na regiao do ileo e na jungao ileocecal do intestino das
aves (BEFUS et al., 1980; BURNS, 1985). Sua fungdo imunoldgica esta relacionada
ao controle da microbiota intestinal e a defesa contra a entrada de microrganismos
patogénicos ou oportunistas através da mucosa. No tecido linfoide podem ser
encontrados plasmacitos produtores de imunoglobulinas da classe IgA, linfocitos T e
células apresentadoras de antigeno (BURNS, 1985).

A imunidade humoral envolve a interacdo dos linfécitos B com um
antigeno e a subsequente proliferacdo e diferenciagdo em células secretoras de
imunoglobulinas, os plasmécitos (SCOTT, 2004). Todos estes processos, em
mamiferos, envolvem a modulagcdo da expressdo de multiplos genes. Em aves, sao
poucos estudos que investigaram a modulacdo da expressdo de genes envolvidos
na ativacdo e diferenciacido de linfocitos B em plasmdcitos, € na producido de

anticorpos.
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Em galinhas, a diferenciacdo de células B virgens em células
produtoras de anticorpos envolve o aumento da expressao do fator de transcrigao
chamado B-lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp1) e a diminuigcdo da
expressao do fator de transcricdo paired box gene 5 (Pax5) (MAGARI et al., 2009).

Um estudo sobre a associagao entre a presenca de polimorfismo
nas regides promotoras dos genes para o interferon-gama (IFN-y), interleucina-2 (IL-
2) e para a cadeia leve das imunoglobulinas mostrou que o gene para o IFN- y tem
um papel importante na produgdo de anticorpos e que provavelmente ha uma
interacdo entre os genes estudados para a produgédo de anticorpos (ZHOU et al.,
2001).

Em estudo semelhante sobre o efeito do polimorfismo dos genes
chicken B-cell marker (ChB6), caspase-1, inhibitor of apoptosis protein-1 (IAP-1),
cadeia-alfa do receptor para interleucina-15 (IL-15Ra), cadeia-gama do receptor da
interleucina 2(IL-2Ry), e o immunoglobulin supfamily gene (ZOV3), foi observado
uma associagao entre o polimorfismo genético e os niveis de anticorpos produzidos
para todos os genes estudados com excecdo do gene IL-2Ry (ZHOU; LAMONT,
2003).

A resposta imune humoral é influenciada por diversos fatores. A
presenca de anticorpos maternos nas semanas iniciais de vida do animal € um dos
fatores com grande influéncia no desencadeamento da resposta imune humoral
contra um antigeno especifico. Os anticorpos maternos sao muito importantes na
protecdo do animal nos seus primeiros dias de vida. Porém, estudos tém mostrado
que a presencga de anticorpos maternos especificos pode influenciar negativamente
a resposta imune humoral do animal (ELAZAB et al., 2009).

Moléculas produzidas no inicio da resposta imune podem ter um
papel importante na modulagcdo da resposta imune humoral. A prostaglandina E2
(PGEZ2) é um potente imunomodulador derivado do acido aracddnico e que participa
na regulacdo da imunidade humoral em mamiferos. Em galinhas poedeiras, o
tratamento com PGE2 na resposta imune primaria resulta numa redugao dos niveis
de anticorpos especificos enquanto a sua administragcdo na resposta imune
secundaria leva a um aumento na producg&o de anticorpos (SIJBEN et al., 2000b). E
interessante observar que um mesmo fator pode afetar de modo diferente a
producao de anticorpos contra diferentes antigenos.

Outro fator importante é o estado nutricional do animal. Além de um
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importante papel no aumento do desempenho reprodutivo ou na produgao de aves,
a nutricdo também é necessaria para melhorar a resisténcia a doencgas infecciosas.
Os titulos de anticorpos anti-hemacia de carneiro em frangos submetidos a dieta
com alto teor de proteinas foram significativamente mais altos que em frangos
submetidos a dieta com quantidades minimas de proteina, indicando que a
administracao de proteinas em niveis maiores pode melhorar a resposta imune e a
resisténcia a doencgas (DEIF et al., 2007).

Uma dieta rica em acido linoleico aumenta a produg¢ao de anticorpos
contra o antigeno Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)-DNP, reconhecido como
estimulador das células Th2, por outro lado, reduz a producédo de anticorpos contra
Mycobacterium butyricum, antigeno estimulador das células Th1 (SJIBEN et al.,
2000a; 2001).

Fatores ambientais, como o frio, também influenciam a resposta
imune humoral. Estudos em galinhas tém mostrado que o estresse pelo frio pode
resultar num aumento dos niveis de anticorpos naturais (HANGALAPURA et al,,
2003).

A ativacao e diferenciacédo dos linfocitos B em plasmaécitos resultam
na produgdo das imunoglobulinas, que sdao as moléculas efetoras da imunidade
humoral. As imunoglobulinas sao glicoproteinas cuja fungdo €& se ligar
especificamente ao antigeno, provocando a sua neutralizagdo, aglutinacéo,
precipitacado, opsonizagao e ativagcado do sistema complemento (TIZARD, 1998). Nas
aves, trés classes de imunoglobulinas sdo produzidas: IgM, IgA e IgY. (GLICK, 1986;
MORGULIS, 2002).

A'IgM e IgA das aves s&o equivalentes as imunoglobulinas presentes
nos mamiferos, quanto a estrutura, peso molecular e mobilidade eletroforética
(CARLANDER, 2002). A classe de anticorpos IgM aparece depois de
aproximadamente 5 dias de exposi¢cdo ao antigeno e seus titulos diminuem entre o
10° e 0 12° dia. A IgA é produzida geralmente apds o 5° dia de exposi¢cado ao agente
infeccioso em locais especificos, como nas secregcbes dos intestinos, do trato
respiratorio e secrecdes lacrimais (BURNS, 1985).

A principal imunoglobulina encontrada nas aves é a IgY, cujas
caracteristicas estruturais assemelham-se a IgG dos mamiferos. A IgY tem massa
molecular de aproximadamente 160 kDa, apresenta ponto isoelétrico variando entre

5,7 e 7,6 e é constituida por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas. Cada
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cadeia leve apresenta massa molecular de aproximadamente 18 kDa e é formada
por uma regido variavel e uma regiao constante. A cadeia pesada tem uma massa
molecular de 65 kDA e é formada por uma regido variavel e quatro regides
constantes. Como ocorre na IgG dos mamiferos, a regido Fc da IgY aviaria é
responsavel por suas fungdes bioldgicas efetoras como a fixagdo do complemento e
opsonizacao (CARLANDER, 2002).

Além de estar presente no sangue das aves, a IgY pode ser
encontrada na gema dos ovos em altas concentragdes, enquanto que a IgM e a IgA
sao principalmente encontradas na clara. Receptores para IgY presentes nos
foliculos ovarianos captam estas moléculas da circulagdo sanguinea materna e
transferem para a gema. A quantidade de IgY transferida independe do tamanho do
ovo e esta relacionada com sua concentragdo no soro plasmatico das galinhas
(MOHAMMED et al., 1998; MORRISON et al., 2001).

Uma vez que os anticorpos podem ser extraidos da gema do ovo de
galinha, o uso de IgY representa uma alternativa interessante ao uso de anticorpos
de mamiferos, geralmente IgG, obtidos a partir de animais de laboratério imunizados.
Comparada a IgG dos mamiferos, a IgY das aves apresenta varias vantagens
operacionais, como o menor custo de producgao, a possibilidade de ser produzida em
grandes quantidades e o fato de ndo ser necessario eutanaziar a ave para obté-la.
Além dos aspectos referentes ao bem-estar animal, a quantidade de anticorpo
produzida nos ovos de galinha € maior que a quantidade de anticorpos produzidos
em coelhos e outros mamiferos (CHACANA; TERZOLO, 2003).

As diferencas na por¢do Fc dos anticorpos de aves e mamiferos,
fazem que os anticorpos de galinha ndo ativem o sistema complemento dos
mamiferos, nem apresentem reagdes cruzadas com os fatores reumatoides. Assim,
minimizam-se as falsas reacgdes positivas quando sao avaliados marcadores de
inflamagé&o (proteina C reativa), uma caracteristica importante para o estudo dos
processos inflamatérios. Além disso, a IgY apresenta menor fluorescéncia
inespecifica em preparacdes imunofluorescentes e também pode ser usada na
maioria dos testes de aglutinacao (CHACANA et al., 2004).

A possibilidade de producdo de grandes quantidades de IgY
especificas com custos menores quando comparado a produgdo de IgG de
mamiferos, permite o uso de anticorpos com fins profilaticos e terapéuticos, como,

por exemplo, na prevengao ou no tratamento da diarréia de bezerros e suinos
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recém-nascidos (CHACANA et al., 2004).

Considerando a importancia da avicultura, € necessario um melhor
entendimento sobre o sistema imunoldgico das aves. Devido a existéncia de poucos
estudos sobre os mecanismos moleculares envolvidos na resposta imune destes
animais, este trabalho buscou identificar diferengas na resposta imune entre as
linhagens de galinhas estudadas. Desta forma sera possivel a realizagao de estudos
que permitam a identificacdo de caracteristicas genéticas que possam ser utilizadas
para o desenvolvimento de novas linhagens de galinhas poedeiras e de frangos de

corte mais resistentes a patégenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a resposta imune em diferentes linhagens de galinhas

poedeiras e frangos de corte desenvolvidas pela EMBRAPA Suinos e Aves.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar atividade fagocitica, a produgdo de Oxido nitrico e a
atividade antimicrobiana de macréfagos abdominais de galinhas poedeiras das
linhagens MM, CC e CCc e de frangos de corte das linhagens TT e LLc;

e Analisar a atividade antimicrobiana do soro de galinhas poedeiras
das linhagens MM, CC e CCc e em frangos de corte das linhagens TT e LLc;

e Avaliar a resisténcia sérica de galinhas poedeiras das linhagens
MM, CC e CCc e em frangos de corte das linhagens TT e LLc;

e Obter o peso relativo do bago de galinhas poedeiras das linhagens
MM, CC e CCc e em frangos de corte das linhagens TT e LLc;

e Determinar os titulos de anticorpos especificos e anticorpos
naturais em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc e em frangos de corte
das linhagens TT e LLc, imunoestimuladas com hemacia de carneiro;

e Caracterizar o perfil hematolégico de galinhas poedeiras das
linhagens MM, CC e CCc e de frangos de corte das linhagens TT e LLc.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 140 animais, 70 machos e 70 fémeas, sendo 28
animais da linhagem MM, 28 animais da linhagem CC, 28 animais da linhagem CC
controle (CCc), 28 animais da linhagem TT e 28 da linhagem LL controle (LLc). Os
animais foram fornecidos pela EMBRAPA Suinos e Aves (Concérdia/Santa Catarina)
e mantidos em gaiolas (2 animais/gaiola) nas instalagbes da Fazenda Escola da

Universidade Estadual de Londrina, com agua e ragao a vontade.

A utilizacdo dos animais foi submetida e aprovada pelo Comité de

Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Londrina.

3.2 EXPERIMENTO |

3.2.1 Procedimento Experimental

Para avaliagdo da atividade fagocitica, produ¢do de NO e atividade
antibacteriana de macrofagos abdominais foram utilizados 10 animais de cada
linhagem, 5 machos e 5 fémeas, com 18 semanas de idade. Os animais receberam
uma injecao intra-abdominal (i.a.) de uma solugao estéril de Sephadex G-50 Fine a
3% em solugado salina a 0,9% (1 mL de solugdo de Sephadex para cada 100g de
peso corporal), a fim de promover a ativagdo abdominal dos macréfagos. Apds dois
dias, os animais foram pesados e abatidos. Apds o abate foram injetados 20 mL de
meio RPMI-1640, estéril, na cavidade abdominal. A pele das aves na regiao
abdominal foi rebatida e foi feita uma massagem no abdébmen para soltar os
macréfagos aderidos as algas intestinais. O lavado abdominal foi coletado e mantido
em banho de gelo, em tubos falcon (15 mL) até ser processado para as analises
fagociticas, producao de NO e atividade antibacteriana. As células obtidas do lavado
abdominal foram quantificadas na camera de Neubauer e ajustadas para a
concentracdo de 1,0 x 10° células/mL.O bago dos animais abatidos foi coletado e
pesado para obtencdo do peso relativo. Também foram coletadas amostras de

sangue sem anticoagulante. Apds a coagulagao a 37°C por 15 minutos o sangue foi
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refrigerado a 4°C por uma hora para a obtencdo de soro, em seguida foi
centrifugado a 559 g por 5 minutos a 4°C. O soro foi mantido a -20°C até o momento

do uso para avaliacédo antibacteriana e resisténcia sérica.

3.2.1.1 Amostras bacterianas

Foram utilizadas amostras bacterianas (Escherichia coli K12 cepa
711, E. coli K12 cepa HB101, Salmonella enterica Enteritidis ATCC 13076)
pertencentes a colegdo do Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada, do
Departamento de Microbiologia, da Universidade Estadual de Londrina. As amostras
foram estocadas a -80°C, em meio Brain Heart Infusion (BHI - Difco®) contendo

20% de glicerol (Merck®), até o momento de uso.

3.2.1.2 Avaliagao da atividade fagocitica

O lavado obtido foi colocado sobre laminulas em placas de 6 pocos
(1,0 x 10° células+RPMI/mL) e incubadas por 1 hora em estufa de CO,. Apds a
incubacdo, as laminulas foram lavadas com RPMI para remover as células nao
aderentes. Em seguida foram co-incubadas por 30 minutos na estufa de CO, com
1x10” de Salmonella enteritidis. Apds esse periodo o sobrenadante presente na
placa colocado em tubos plasticos de 1,5 ml e armazenado a -20°C até o momento
do uso para avaliagao da producédo de NO. As laminulas foram lavadas com RPMI.
Foi colocado metanol sobre as laminulas e retirado apds 20 minutos, em seguida foi
colocado corante e deixado por 20 minutos. Apds a retirada do corante, as laminulas
foram lavadas com Sorensen e colocadas para secar. As laminas foram montadas e
observadas em microscépio 6ptico no aumento de 1000 X. Um total de 20 campos
foram contados e calculado a porcentagem de macréfagos que fagocitaram

bactérias.
3.2.1.3 Atividade antibacteriana de macrofagos
Foram colocadas em placas de 24 pocos 1,0 x 10° células+RPMI/mL, obtidas

do lavado abdominal. Em seguida foi colocado 1,0 x 10" de Salmonella enteritidis |

mL. As placas foram incubadas na estufa de CO, Apds 1 hora, as células foram
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lisadas colocando 200 pL de agua destilada estéril. Aliquotas de 1 ml de meio RPMI
contendo bactérias sobreviventes aos macrofagos foram diluidas e semeadas em
meio seletivo agar Mac Conkey (Oxoid®) para posterior contagem de colbnias. As
placas foram incubadas a 37°C durante 18-24 horas. Col6nias bacterianas foram
contadas e calculadas em unidades formadoras de colénias sobreviventes/mL. Os

testes foram realizados em ftriplicata.

3.2.1.4 Produgao de oxido nitrico por macrofagos

A capacidade de produgao de NO pelos macréfagos abdominais foi avaliada
através do método de Griess. A concentracdo de NO (uM/mg) foi calculada
utilizando padrdes de nitrito de sddio nas concentragdes de 125 uM, 62,5 uM, 31,25
uM, 15,6 uM, 7,8 uM e 3,9 uM de nitrito. Agua destilada foi usada como branco. As
amostras foram obtidas a partir do sobrenadante formado durante o procedimento
para avaliagdo da atividade fagocitica (item 3.2.1.2). Foi colocado 100 uL/pogo da
amostra, em microplacas de 96 pocgos de fundo chato (8 linhas x 12 colunas). Cada
amostra foi testada em duplicata. Em seguida foi preparada a solu¢ao de Griess (v/v
de cloridrato naftiletileonediamina 0,1% e sulfanilamida 1% em &cido fosférico 5%) e

acrescentada 100uL/poco. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 550 nm.
3.2.1.5 Atividade antibacteriana do soro em agar

Para o teste, 10® bactérias/mL (E. coli K12 cepa 711 e E. coli K12
cepa HB101) foram estimadas utilizando a escala de McFarland 0,5. Esta suspenséao
bacteriana foi semeada em toda superficie da placa contendo meio agar Muller
Hinton (MH - Difco®) através de um “swab” esterilizado. Um volume de 10 uL do
soro de aves foi adicionado sobre a superficie do meio semeado. O material foi
incubado a 37°C durante 18-24 h. O didametro dos halos de inibigdo foi medido (mm).
A interpretacao do resultado foi pela observacédo da presenga ou auséncia de halos

de inibicdo nas diferentes amostras.
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3.2.1.6 Resisténcia sérica

E. coli K-12 cepa 711 foi cultivada em meio LB por 24 h a 37 °C sob
agitacdo, diluidas 1:100 e repicadas até atingir a fase log. Posteriormente as
amostras de soro foram centrifugadas a 139,75 g por 2 minutos e ressuspendidas
em tampao fosfato-salina 1X (PBS), pH 7 4.

Foram adicionadas em microplacas de 96 pog¢os com fundo chato,
87,5uL de suspensao bacteriana e 50uL de soro das aves e incubados a 37°C. Cada
soro foi testado em triplicata. Foi determinada a densidade o6tica, por meio de uma
leitora de microplacas a 630nm, nos tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos
de incubacao (PELKONEN; FINNE, 1987).

3.3 EXPERIMENTO I

3.3.1 Procedimento Experimental

Para determinagao de anticorpos especificos e anticorpos naturais
foram utilizados 18 animais de cada linhagem, 9 machos e 9 fémeas, com 22
semanas de idade. Os animais foram inoculados com hemacias de carneiro a 5%
em PBS 1X (pH 7,4) por via intramuscular (200 pl/animal). Uma segunda inoculagéo
foi realizada apd6s 30 dias. Sangue periférico foi coletado a partir da veia braquial
nos dias 0 (pré-imune), 7, 37 e 44. As amostras de sangue foram colocadas em
tubos de vidro contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), e utilizadas para
analises hematoldgicas ou processadas para obtencdo de plasma e armazenadas a

-20°C até o momento do uso.

3.3.1.1 Solugédo de hemacia de carneiro

Foi coletado um volume de sangue de carneiro em um mesmo
volume de Alsever’s (glicose 20,5g; citrato de sodio 8 g; cloreto de sddio 4,2 g, agua
destilada g.s.p. 1000 ml e acido citrico para ajuste do pH em 6,1). A seguir 0 sangue
foi centrifugado a 559 g por 5 minutos a temperatura ambiente, e o0 sobrenadante e a

camada de leucdcitos foram descartados. As hemacias foram lavadas mais duas



36

vezes como descrito em PBS 1X pH 7,4, ou até que ndo houvesse mais sinais de
hemdlise. A seguir a solugdo de hemacia foi ajustada para 5% para a imunizagao

dos animais ou 2% para determinagao de anticorpos especificos.

3.3.1.2 Solugao de hemacia de coelho

Foi coletado um volume de sangue de coelho em um mesmo volume
de Alsever’s. A seguir o sangue foi centrifugado a 559 g por 5 minutos a temperatura
ambiente, e o sobrenadante e a camada de leucdcitos foram descartados. As
hemacias foram lavadas mais duas vezes como descrito em PBS 1X pH 7,4, ou até
que ndo houvesse mais sinais de hemolise. A seguir a solu¢do de hemacia foi

ajustada para 2% para determinagéo de anticorpos naturais.

3.3.1.3 Determinagao do titulo de anticorpos

Os titulos de anticorpos foram determinados por
microhemaglutinagdo. Foram utilizadas amostras de soro pré-imune (dia 0) e
amostras obtidas no dia 37 (7 dias apds a segunda imunizagao) para determinagao
de anticorpos naturais anti-hemacia de coelho. Para determinacao de anticorpos
anti-hemacia de carneiro foram utilizadas amostras dos dias 0, 7, 37 e 44. Todas as
amostras foram previamente inativadas a 56°C por 30 minutos.

Para microhemaglutinacao foram utilizadas microplacas de 96 pogos
(8 linhas por 12 colunas) com fundo em U. Primeiramente foi adicionado 25 pl PBS
1X pH 7,4 nos pogos, em seguida foi adicionado 25 pyl do soro dos animais no
primeiro pogo e feita a diluicao seriada (fator 2) até 1:512. Foi acrescentado a cada
poco 25 ul de solugdo de hemacia de coelho ou hemacia de carneiro a 2%. As
placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora. Os resultados foram
expressos como raiz quadrada do reciproco da ultima diluicido que resultou na
hemaglutinagdo das hemacias. Pogos contendo 25 pl de PBS no lugar do soro foram
utilizados como controle negativo

Para determinacgao de anticorpos da classe IgY anti-hemacia de carneiro, as
amostras foram incubadas com igual volume de 0,2 M 2-mercaptoetanol, preparado

em PBS 1X pH 7,4. Em seguida foi feito o processo de microhemaglutinagdo como
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descrito anteriormente. Anticorpos da classe IgM anti-hemacia de carneiro foram

estimados pela diferenca entre anticorpos totais e anticorpos IgY.

3.3.1.4 Esfregacos sanguineos

Foram confeccionados esfregacos sanguineos e corados com
solugdo corante de May-Grunwald Giemsa, conforme Begak e Paulete (1970),
segundo o protocolo:

Foi colocada uma gota pequena de sangue na extremidade direita
da lamina e com a outra mao, foi posicionada outra Iamina contra o sangue
formando um angulo de 45°. Essa outra lamina foi deslocada da direita para a
esquerda em um sé movimento, firme, porém suave e uniforme, preservando o
angulo inicial entre as duas laminas. A lamina foi seca ao ar. O esfregacgo foi coberto
com solugdo corante de May-Grunwald, deixando agir por 5 minutos. Foram
adicionadas aproximadamente 20 gotas de agua destilada, sem deixar transbordar,
deixando agir por 2 minutos e sem lavar, o corante foi eliminado. A lamina foi coberta
com solugao corante Giemsa (diluida no momento do uso — 13 gotas da solugéo
estoque para 10 mL de agua destilada), deixando agir por 5 minutos. Apds isso, a
ldmina foi mantida em repouso para escorrer o excedente. A |lamina foi lavada com

agua destilada, limpando o seu verso com solugao alcool-éter (v/v) e seca ao ar livre.

3.3.1.5 Hemograma

Os procedimentos metodolégicos de rotina para realizagdo do
hemograma completo do sangue periférico coletado foram realizados conforme Jain
(1986).

A contagem total de hemacias foi realizada pelo método manual
com o uso do hemocitbmetro, diluindo-se o sangue em solugdo fisiolégica
tamponada na proporgdo 1:200. A concentragcdo da hemoglobina foi determinada
pelo método da cianometahemoglobina e o volume globular pelo método do
microhemataocrito.

A contagem total de leucdcitos foi realizada por hemocitdmetro,
diluindo-se o sangue com o liquido de Turk (acido acético glacial a 2%, violeta de

genciana a 1% em agua destilada) em uma propor¢ao 1:20. A leucometria diferencial
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foi determinada em esfregacgo sangtliineo corado por panaético rapido (Merck).

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos
dados, e o teste de Bartlett para verificar a homogeneidade dos dados. Como os
dados ndo atenderam os pressupostos de normalidade e homogeneidade os
resultados foram submetidos aos testes ndo paramétricos. Para comparacéo entre
aves de posturas e de corte, entre as linhagens de corte (TT e LLc) e entre machos
e fémeas da mesma linhagem foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para comparar
as linhagens de postura (MM, CC e CCc) foi utilizado do teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn. Para a analise da atividade antibacteriana do soro em
agar foi aplicado o teste de regressao logistica. Valores de p< 0,05 foram

considerados significativos.
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4 RESULTADOS
4.1 EXPERIMENTO |

4.1.1 Atividade Fagocitica

A figura 1 mostra o resultado da atividade fagocitica de macréfagos
abdominais. Foi observado que a porcentagem de macréfagos abdominais que
fagocitaram bactérias néo foi diferente significativamente entre as aves de postura e
de corte (Figura 1 A). Em galinhas poedeiras nao foi encontrada diferenca entre as
linhagens estudadas (Figura 1 B), e em frangos de corte também n&o houve
diferenca significativa (Figura C). O sexo também n&o influenciou a atividade
fagocitica (Figura 1D) .

Figural - Atividade fagocitica de macro6fagos abdominais. (A) Porcentagem de
fagocitose por macrofagos de aves das linhagens de posturas e de corte.
(B) Porcentagem de fagocitose por macréfagos em galinhas poedeiras das
linhagens MM, CC e CCc. (C) Porcentagem de fagocitose por macréfagos
de frangos de corte das linhagens TT e LLc. (D) Porcentagem de fagocitose
por macréfagos de aves fémeas e machos das linhagens MM, CC, CCc, TT
e LLc. As barras sobre as colunas indicam o erro padrao da média.
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4.1.2 Produgao de Oxido Nitrico por Macréfagos

Quanto a produgao de NO foi observado que macrofagos de frangos
de corte produziram mais NO que galinhas poedeiras (Figura 2 A). Analisando as
linhagens de galinhas poedeiras (MM, CC e CCc) e as linhagens de frangos de corte
(TT e LLc) a producdo de NO foi semelhante (Figura 2 B e C). Entre machos e
fémeas da mesma linhagem também nao foi encontrada diferenga significativa
(Figura 2 D).

Figura2 -Producdo de NO por macréfagos abdominais. (A) Produgcdo de NO
por macrofagos de aves das linhagens de posturas e de corte. * indica
diferencga significativa, p<0,05. (B) Producdo de NO por macréfagos em
galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. (C) Produgao de NO
por macrofagos de frangos de corte das linhagens TT e LLc, (D)
Producdo de NO por macrofagos de aves fémeas e machos das
linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc. As barras sobre as colunas indicam o
erro padrao da média.
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4.1.3 Atividade Antibacteriana de Macréfagos Abdominais

A porcentagem de bactérias mortas por macrofagos esta mostrada
na Figura 3. Os resultados mostram que ndo houve diferenca na atividade
antibacteriana entre as galinhas poedeiras e os frangos de corte (Figura 3 A). O
mesmo pode ser observado entre as linhagens de postura e de corte (Figura 3 B e

C). Entre machos e fémeas da mesma linhagem também n&o houve diferenga

significativa (Figura 3 D).

Figura 3- Atividade antibacteriana de macréfagos abdominais. (A)
Porcentagem de bactérias mortas por macréfagos de aves das linhagens
de posturas e de corte. (B) Porcentagem de bactérias mortas por
macrofagos em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. (C)
Porcentagem de bactérias mortas por macréfagos de frangos de corte
das linhagens TT e LLc, (D) Porcentagem de bactérias mortas por
macrofagos de aves fémeas e machos das linhagens MM, CC, CCc, TT
e LLc. As barras sobre as colunas indicam o erro padrao da média.
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4.1.4 Atividade Antibacteriana do Soro em Agar

A atividade antibacteriana do soro foi avaliada pela presenca do halo
de inibicdo de crescimento bacteriano. Os resultados sdo mostrados nas tabelas
seguintes a qual indica o numero de animais que apresentaram halo de inibigao.
Nao foi encontrada diferenca significativa entre as aves de postura e de corte
(Tabela 1). Entre os animas de postura (MM, CC e CCc) e de corte (TT e LLc), ndo
houve diferenca significativa (Tabela 2 e 3). Em relacdo a machos e fémeas da

mesma linhagem também n&o foi encontrada diferenca (Tabela 4).

Tabela 1- Presenca do halo de inibigdo em aves de linhagens de postura e de

corte.
Linhagem n E. coli K12 711 E. coli K12 HB
Postura 30 8 12
Corte 20 3 3

n=numero de animais por linhagem.

Tabela 2— Presencga do halo de inibigdo em galinhas poedeiras das linhagens MM,

CC e CCec.
Linhagem n E. coli K12 711 E. coli K12 HB
MM 10 3 5
CC 10 3 4
CCc 10 2 3

n=numero de animais por linhagem.

Tabela 3— Presencga do halo de inibicdo em frangos de corte das linhagens TT e

LLc.
Linhagem n E. coli K12 711 E. coli K12 HB
1T 10 0 0
LLc 10 3 3

n=numero de animais por linhagem.
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Tabela4 — Presenca do halo de inibicdo em fémeas e machos das linhagens MM,
CC,CCc, TT e LLc.

Linhagem n E. coli K12 711 E. coli K12 HB
MM fémas 5 3 5
MM machos 5 0 0
CC fémeas 5 3 4
CC machos 5 0 0
CCc fémeas 5 1 2
CCc machos 5 1 1
TT fémeas 5 0 0
TT machos 5 0 0
LLc fémeas 5 1 1
LLc machos 5 2 2

n=numero de animais por linhagem.

4 1.5 Resisténcia Sérica

O resultado do experimento de resisténcia sérica mostra que as
aves de postura apresentam uma melhor resposta com 30 minutos de incubacgéo,
nos demais momentos n&o houve diferenga significativa. O mesmo pode ser
observado quando comparadas as trés linhagens de postura, onde a MM apresentou
melhor resposta que a CC e CCc. Quanto as linhagens de corte, TT e LLc, ndo

houve diferenca significativa (Figura 4).
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Figura 4 — Resisténcia sérica com 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos de
incubagéo. (A) Resisténcia sérica em aves das linhagens de posturas e
de corte. * indica diferenga significativa. (B) Resisténcia sérica em
galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. * indica diferenca
significativa em relagao a linhagem CC e CCc. (C) Resisténcia sérica em
frangos de corte das linhagens TT e LLc. p<0,05.

A
3_
25 ——Postura
71, -=—Corte
815 -
14
05 1
0 — —
30 60 90 120 150 180
Tempo (minutos)
B
3 ——MM
25 1 -=CC
2 1 =—CCc
8151 7\\.:\__‘
14 «
05
0 T
30 60 90 120 150 180
Tempo (minutos)
C
3 -
25 1 malll
27 (¢
815 1
1 4
05 4
0 ' ' ' T T Y

30 60 90 120 150 180
Tempo (minutos)

Comparando machos e fémeas da mesma linhagem foi observado
que, entre as linhagens de postura, machos da linhagem MM responderam melhor
que as fémeas apos 30 minutos de incubacdo, porém apds 180 minutos de
incubacdo as fémeas tiveram melhor resposta. Machos da linhagem CC

responderam melhor com 60 minutos de incubacdo, enquanto as fémeas
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apresentaram melhor resposta apds 150 e 180 minutos de incubagao. Na linhagem
CCc foi observado que os machos responderam melhor que as fémeas apds 60

minutos (Figura 5).

Figura 5 —Resisténcia sérica em machos e fémeas das linhagens de postura
com 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos de incubagé&o. (A) Resisténcia
sérica em galinhas poedeiras da linhagem MM, (B) Resisténcia sérica em
galinhas poedeiras da linhagem CC. (C) Resisténcia sérica em galinhas
poedeiras da linhagem CCc. * indica diferenga significativa, p<0,05.
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Entre as linhagens de corte os machos responderam melhor que as

fémeas apds 60, 30 e 90 minutos de incubagdo. Apds 150 e 180 minutos os

resultados foram semelhantes entre machos e fémeas (Figura 6).

Figura 6 — Resisténcia sérica em machos e fémeas das linhagens de corte
com 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos de incubacdao. (A) Resisténcia
sérica em frangos de corte da linhagem TT, (B) Resisténcia sérica em
frangos de corte da linhagem LLc. * indica diferenga significativa, p<0,05.
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4.1.6 Peso Relativo do Bacgo
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A Figura 7A mostra que o peso relativo do bago das galinhas

poedeiras foi maior que dos frangos de corte. Entre as linhagens de postura, animais

da linhagem MM apresentaram peso relativo do bago maior que animais da

linhagem CC (Figura 7B). Em frangos de corte ndo foi encontrado diferenca entre as

linhagens (Figura 7C). Quanto ao sexo foi observado que fémeas da linhagem CC

tiveram peso maior que os machos da mesma linhagem, enquanto na linhagem TT,

o peso relativo do baco das fémeas foi menor que dos machos (Figura 7D).
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Figura 7 - Peso relativo do baco. (A) Peso relativo do bago de aves das linhagens
de posturas e de corte. * indica diferenca significativa. (B) Peso relativo
do bago em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. * indica
diferencga significativa em relagcdo a linhagem CC. (C) Peso relativo do
baco de frangos de corte das linhagens TT e LLc, (D) Peso relativo do
baco de fémeas e machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc. *
indica diferenga significativa em relagcdo aos machos da mesma
linhagem. p <0,05. As barras sobre as colunas indicam o erro padrdo da

média.
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4.2 EXPERIMENTO ||

4.2.1 Titulos de Anticorpos Anti-hemacia de Carneiro

A determinagdao dos titulos de anticorpos contra hemacias de
carneiro foi realizada com amostras obtidas nos dias 0, 7, 37 € 44. No momento pré-
imune (dia 0) as aves de postura tiveram titulos de anticorpos contra hemacias de
carneiro maiores que os frangos de corte (Figura 8 A). Os anticorpos encontrados
neste periodo sdo da classe IgM (Figura 8 B), pois quando as amostras foram
incubadas com 2-mercaptoetanol, os resultados foram negativos (dados nao

mostrados).

Figura8— Titulos de anticorpos anti-hemacia de carneiro em aves de
linhagens de postura e linhagens de corte no dia 0. (A) Titulos de
anticorpos totais. (B) Titulos de anticorpos IgM. * indica diferencga
significativa, p<0,05. As barras sobre as colunas indicam o erro padrao

da média.
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Entre as linhagens de galinhas poedeiras a linhagem CC apresentou
maiores titulos de anticorpos que as demais linhagens, no dia 0, tanto para
anticorpos totais quanto para IgM (Figura 9 A e B). Nao foi encontrado diferenca

entre as linhagens de frangos de corte (Figura 9 C e D).

Figura9 - Titulos de anticorpos anti-hemécia de carneiro em aves das
linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc no dia 0. (A) Titulos de anticorpos
totais em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. (B) Titulos
de anticorpos IgM em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e
CCc. * indica diferenca significativa em relagao a linhagem MM e CCec,
p<0,05. (C) Titulos de anticorpos totais em frangos de corte das
linhagens TT e LLc. (D) Titulos de anticorpos IgM em frangos de corte
das linhagens TT e LLc. As barras sobre as colunas indicam o erro
padrao da meédia.
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Em relagdo ao sexo, no dia 0, foi observado que fémeas da
linhagem LLc produziram mais anticorpos totais e IgM que os machos da mesma

linhagem (Figura 10 A e B).

Figura 10 — Titulos de anticorpos anti-heméacia de carneiro em fémeas e
machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc no dia 0. (A) Titulos
de anticorpos totais em aves fémeas e machos das linhagens MM,
CC, CCc, TT e LLc. (B) Titulos de anticorpos IgM em aves fémeas e
machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc. * indica diferenga
significativa em relagdo aos machos da mesma linhagem, p<0,05. As
barras sobre as colunas indicam o erro padrao da média.
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No 7° dia, os animais de postura apresentaram maiores titulos de
anticorpos totais que os animais de corte (Figura 11 A). A classe de anticorpos

encontrados foram sobretudo da classe IgM (Figura 11 B e C).

Figurall - Titulos de anticorpos anti-heméacia de carneiro em aves de
linhagens de postura e linhagens de corte no dia 7. (A) Titulos de
anticorpos totais. (B) Titulos de anticorpos IgM. (C) Titulos de
anticorpos IgY. * indica diferenga significativa, p<0,05. As barras
sobre as colunas indicam o erro padrao da média.
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Nas aves de postura, no dia 7, foi observado que as linhagens CC e

CCc produziram mais anticorpos totais e IgM. Em frangos de corte nao foi

encontrada diferencga significativa entre as linhagens (Figura 12).

Figura 12

Titulos de anticorpos anti-hemacia de carneiro em aves das
linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc no dia 7. (A) Titulos de
anticorpos totais em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e
CCc. (B) Titulos de anticorpos IgM em galinhas poedeiras das
linhagens MM, CC e CCc.(C) Titulos de anticorpos IgY em galinhas
poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. (D) Titulos de anticorpos
totais em frangos de corte das linhagens TT e LLc. (E) Titulos de
anticorpos IgM em frangos de corte das linhagens TT e LLc. (F)
Titulos de anticorpos IgY em frangos de corte das linhagens TT e LLc.
* indica diferenga significativa em relagdo a linhagem MM, p<0,05. As
barras sobre as colunas indicam o erro padrao da média.
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Quanto ao sexo, no 7° dia, tem sido observado que fémeas das linhagens CC, CC e
LLc apresentaram maiores niveis de anticorpos totais e IgM que os machos da

mesma linhagem (Figura 13).

Figura 13 — Titulos de anticorpos anti-heméacia de carneiro em fémeas e
machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc no dia 7. (A) Titulos
de anticorpos totais em aves fémeas e machos das linhagens MM, CC,
CCc, TT e LLc. (B) Titulos de anticorpos IgM em aves fémeas e
machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc. (C) Titulos de
anticorpos IgY em aves fémeas e machos das linhagens MM, CC, CCec,
TT e LLc. * indica diferenga significativa em relagdo aos machos da
mesma linhagem, p<0,05. As barras sobre as colunas indicam o erro
padrao da média.
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No dia 37, os animais de postura tiveram maiores titulos de
anticorpos totais que os animais de corte. Neste periodo os anticorpos presentes
foram principalmente da classe IgY, onde os niveis de anticorpos também foram
significativamente maiores nos animais de postura. Quanto a IgM ndo houve

diferenca significativa (Figura 14).

Figura 14 - Titulos de anticorpos anti-hemé&cia de carneiro em aves de
linhagens de postura e linhagens de corte no dia 37. (A) Titulos de
anticorpos totais. (B) Titulos de anticorpos IgM. (C) Titulos de
anticorpos IgY. * indica diferenga significativa, p<0,05. As barras
sobre as colunas indicam o erro padrao da média.
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No 37° dia, aves de postura das linhagens CC e CCc apresentaram
titulos de anticorpos totais e IgY maiores que a linhagem MM, enquanto os niveis de
IgM foi semelhante entre as linhagens. N&o foi encontrada diferenca significativa

entre as linhagens de corte (Figura 15).

Figura 15 — Titulos de anticorpos anti-hemécia de carneiro em aves das
linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc no dia 37. (A) Titulos de
anticorpos totais em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCec.
(B) Titulos de anticorpos IgM em galinhas poedeiras das linhagens MM,
CC e CCc. (C) Titulos de anticorpos IgY em galinhas poedeiras das
linhagens MM, CC e CCc. * indica diferenga significativa em relagéo a
linhagem MM, p<0,05. (D) Titulos de anticorpos totais em frangos de
corte das linhagens TT e LLc. (E) Titulos de anticorpos IgM em frangos
de corte das linhagens TT e LLc. (F) Titulos de anticorpos IgY em
frangos de corte das linhagens TT e LLc. As barras sobre as colunas
indicam o erro padrdao da média.
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Analisando o efeito do sexo, no dia 37, pode ser observado que
fémeas das linhagens CC e LLc produziram mais anticorpos totais que os machos
da mesma linhagem. E ainda as fémeas da linhagem CC tiveram niveis de IgY
maiores que os machos. A producao de IgM foi semelhante entre machos e fémeas

da mesma linhagem (Figura 16).

Figura 16 — Titulos de anticorpos anti-hemacia de carneiro em fémeas e
machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc no dia 37. (A)
Titulos de anticorpos totais em aves fémeas e machos das linhagens
MM, CC, CCc, TT e LLc. (B) Titulos de anticorpos IgM em aves
fémeas e machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc. (C) Titulos
de anticorpos IgY em aves fémeas e machos das linhagens MM, CC,
CCc, TT e LLc. * indica diferenga significativa em relagdo aos machos
da mesma linhagem, p<0,05. As barras sobre as colunas indicam o
erro padrao da média.
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Os resultados das amostras obtidas aos 44 dias mostram que aves
de postura tiveram maiores niveis de anticorpos totais e IgY que as aves de corte.

N&o houve diferenga significativa quanto a IgM (Figura 17).

Figura 17 — Titulos de anticorpos anti-hemacia de carneiro em aves de
linhagens de postura e linhagens de corte no dia 44. (A) Titulos de
anticorpos totais. (B) Titulos de anticorpos IgM. (C) Titulos de
anticorpos IgY. * indica diferenga significativa, p<0,05. As barras
sobre as colunas indicam o erro padrao da média.
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No dia 44, dentre as galinhas poedeiras, as linhagens CC e CCc
produziram maiores niveis de anticorpos totais e IgY que a linhagem MM. Os niveis
de anticorpos IgM foram semelhantes entre as linhagens. Em relagao aos frangos de

corte ndo houve diferenca significativa entre as linhagens (Figura 18).

Figura 18 — Titulos de anticorpos anti-hemacia de carneiro em aves das
linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc no dia 44. (A) Titulos de
anticorpos totais em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e
CCc. (B) Titulos de anticorpos IgM em galinhas poedeiras das
linhagens MM, CC e CCc. (C) Titulos de anticorpos IgY em galinhas
poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. * indica diferenca
significativa em relacdo a linhagem MM, p<0,05. (D) Titulos de
anticorpos totais em frangos de corte das linhagens TT e LLc. (E)
Titulos de anticorpos IgM em frangos de corte das linhagens TT e
LLc. (F) Titulos de anticorpos IgY em frangos de corte das linhagens
TT e LLc. As barras sobre as colunas indicam o erro padrao da média.
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Em relagcdo ao sexo, nas amostras obtidas no dia 44, tem sido
observado que houve uma maior produ¢cdo de anticorpos totais em fémeas das
linhagens CC, CCc e LLc que em machos da mesma linhagem. A producéo de IgY
também foi maior nas fémeas das linhagens CCc e LLc que em machos. Nao houve

diferencgas significativa quanto a IgM entre fémeas e machos. (Figura 19).

Figura 19 — Titulos de anticorpos anti-heméacia de carneiro em fémeas e
machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc no dia 44. (A) Titulos
de anticorpos totais em aves fémeas e machos das linhagens MM, CC,
CCc, TT e LLc. (B) Titulos de anticorpos IgM em aves fémeas e
machos das linhagens MM, CC, CCc, TT e LLc. (C) Titulos de
anticorpos IgY em aves fémeas e machos das linhagens MM, CC, CCec,
TT e LLc. * indica diferenca significativa em relagdo aos machos da
mesma linhagem, p<0,05. As barras sobre as colunas indicam o erro
padrao da média.
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4.2.2 Titulos de Anticorpos Naturais Anti-hemacia de Coelho

Para determinar os titulos de anticorpos naturais anti-hemacia de
coelho foram utilizadas amostras obtidas nos dia 0 e 37. No soro pré-imune animais
de postura apresentaram maiores niveis de anticorpos que os animais da linhagem
de corte (Figura 20 A).

Em galinhas poedeiras ndo foi encontrado diferenga significativa
entre as linhagens. Em frangos de corte foi observado que animais da linhagem TT
produziram mais anticorpos que os animais da linhagem LLc (Figura 20 B e C).

Foi observado também que fémeas das linhagens CC e LLc tiveram

maiores niveis de anticorpos que os machos (Figura 20 D).

Figura 20 — Titulos de anticorpos naturais anti-hemécia de coelho no dia 0. (A)
Titulos de anticorpos em aves de linhagens de postura e linhagens de
corte. * indica diferenga significativa (B) Titulos de anticorpos em
galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. (C) Titulos de
anticorpos em frangos de corte das linhagens TT e LLc. (D) Titulos de
anticorpos em aves fémeas e machos das linhagens MM, CC, CC, TT e
LLc. * indica diferenga significativa em relacdo aos machos da mesma
linhagem, p<0,05. As barras sobre as colunas indicam o erro padrdo da
média.
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No 37° dia os titulos de anticorpos naturais foram maiores em aves
de postura que em aves de corte. Entre as linhagens de galinhas poedeiras e de
frangos de corte ndo houve diferenga significativas. Neste periodo as fémeas da
linhagem LLc apresentaram maiores niveis de anticorpos que os machos (Figura
21).

Figura 21 — Titulos de anticorpos naturais anti-hemacia de coelho no dia 37.
(A) Titulos de anticorpos em aves de linhagens de postura e linhagens
de corte. * indica diferenca significativa (B) Titulos de anticorpos IgM
em galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc. (C) Titulos de
anticorpos em frangos de corte das linhagens TT e LLc. (D) Titulos de
anticorpos em aves fémeas e machos das linhagens MM, CC, CC, TT e
LLc. * indica diferenga significativa em relagcdo aos machos da mesma
linhagem, p<0,05. As barras sobre as colunas indicam o erro padrao da
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4.2.3 Parametros Hematologicos

Os resultados das analises hematoldgicas em galinhas poedeiras e
frangos de corte sdo mostrados na tabela 5. Os valores de hemacias, de
hemoglobina e hematdécrito foram maiores em frangos de corte.

Os valores de leucodcitos totais, heterofilos, linfocitos, eosindfilos e
monocitos foram maiores nos animais de postura. Quanto aos bastonetes e a

relacdo H/L n&o houve diferenca significativa.

Tabela 5 - Média seguida do erro padrdao da média dos parametros hematolégicos
em aves de linhagens de postura e aves de corte.

Postura Corte

Hemacias (x10°/uL) 297+ 0,16 4,63 +0,25
Hemoglobina (g/dL) 6,37 £0,35 8,49 +0,37
Hematécrito (%) 29,86* +0,86 38,83 +1,24

Leucdcitos totais (x10%/uL) 20960* + 2183 4376 + 531
Heterdfilos (x106/uL) 7764* +738,6 1341 +189,1
Linfocitos (x10%/uL) 9959* + 1409 2210 +288
Eosinofilos (x10°%/uL) 793,3* +212,9 148,1 +3,5
Mondcitos (x108/uL) 2299* +466,5 7471 £134,5
Relagao H/L 1,004 +0,1 0,69 0,06

*indica diferenca significativa, p<0,05.
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Nas galinhas poedeiras, os valores de hemacias foram maiores na
linhagem CCc que na linhagem CC. Os demais parametros foram semelhantes entre

as trés linhagens estudadas (tabela 6).

Tabela 6 - Média seguida do erro padrdo da média dos parametros hematologicos
de galinhas poedeiras das linhagens MM, CC e CCc.

MM cC CCc
Hemacias 2,96 + 0,302 2,52* + 0,253 3,53 +0,201
(x10°/uL)

Hemoglobina 6,56 + 0,505 6,65 + 0,635 5,9 +0,625
(g/dL)
Hematdcrito (%) 30 + 1,822 30,8 + 1,59 28,7 +1,155

Leucdcitos totais

23100 + 3467

19480 + 3779

20878 +4169

(x10%/uL)

Heterofilos 8085 + 1374 6593 + 1156 8795 + 1349
(x10%/uL)
Linfécitos 11171 + 2497 9477 + 2422 9520 + 2584
(x10%/uL)

Eosindfilos 1164 + 403,1 400 + 181,8 507,3 + 241,3
(x10%/uL)

Mondcitos 2320 + 349,5 1992 + 520,3 2620 + 1239
(x10%/uL)

Relagdo H/L 0,844 + 0,148 0,956 + 0,158 1,186 + 0,204

*indica diferencga significativa em relagéo a linhagem CCc, p<0,05.
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Em frangos de corte, os mondcitos foram encontrados em maior
quantidade na linhagem LLc. Nao foi encontrada diferenca significativa em relagcéao

aos outros parametros hematologicos (Tabela 7).

Tabela 7 - Meédia seguida do erro padrao da média dos parametros hematoldgicos
frangos de corte das linhagens TT e LLc.

TT LLc

Hemacias (x10°/uL) 4,3 +0,385 49 +0,337
Hemoglobina (g/dL) 8,5 + 0,556 8,45 +0,516
Hematocrito (%) 399 £20 37,8 £1,516

Leucdcitos totais (x10%/uL) 3904 £ 698 4817 =800
Heterdfilos (x106/uL) 1319 + 263 13961 +279,6
Linfocitos (x10%/uL) 1820 +312,4 2574 +465,2
Eosinofilos (x10°%/uL) 186 + 48,76 112,8 +50,34
Mondcitos (x108/uL) 555,1* +174,5 926,2 +196,8
Relagéao H/L 0,799 £0,099 0,601 £0,875

*indica diferenca significativa, p<0,05.

Ao comparar machos e fémeas da mesma linhagem, & possivel
observar diferenga significativa em alguns paradmetros (Tabela 8 e 9). Houve
diferenga significativa em relagdo ao sexo na linhagem MM, onde machos
apresentaram maiores valores de hemoglobina e hematdcrito que as fémeas da
mesma linhagem. Os machos da linhagem CC tiveram maiores valores de
hemoglobina e menores valores de heterdfilos que as fémeas. Na linhagem CCc,
valores de hematocrito foram maiores nos machos. Na linhagem TT machos
apresentaram maiores valores de hemacias, hemoglobina e hematécrito e menores
valores de linfécitos. Machos da linhagem TT apresentaram maiores valores de
hemoglobina e hematdcrito
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Tabela 8 - Meédia seguida do erro padrao da média dos parametros hematoldgicos
de fémeas e machos das linhagens MM, CC e CCc.

Fémeas Machos
MM CcC CCc MM CC CCc
Hemacias 2,66 2,29+ 3,47+ 3,14+ 2,70+ 3,58+
(x108/uL) 0,25 0,3 0,25 0,46 0,4 0,33
Hemoglobina 4,97+ 6,00*+ 4,48+ 7,51+ 7,20+ 7,32+
(g/dL) 0,330 0,81 0,19 0,27 0,95 0,84
Hematdcrito 24*+ 27+ 26*+ 33,6+ 34+ 31,4+
(%) 1,155 0,316 0,83 0,5 2,17 1,29
Leucécitos 24787+ 24728+ 27896+ 22088+t 15107+ 13860+
totais (x10%/uL) 2065 4442 6835 5630 5549 2621
Heterofilos 10790+ 9291*+ 10426+ 6462+ 4345+ 7165+
(x108/uL) 2034 1344 1911 1512 1214 1791
Linfécitos 9536+ 10516+ 13833t 12153+ 8611+ 5207+
(x108/uL) 641,1 1654 4421 4086 4400 1099
Eosinofilos 834,5+ 679,8+ 862,4+ 1361+ 166,8+ 152,24
(x108/uL) 198,2 369,5 437,3 645 78,6 87,55
Mondcitos 2666+ 2024+ 1588+ 2112+ 1966+ 3653+
(x10%/uL) 473,9 435 50,6 496 930,7 2472
Relagéao H/L 1,169+ 0,90+ 0,98+ 0,65+ 1,00+ 1,4+
0,28 0,06 0,3 0,11 0,30 0,28

*indica diferencga significativa em relagdo aos machos da mesma linhagem, p<0,05.
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Tabela 9 - Média seguida do erro padrdo da média dos parametros hematoldgicos
de fémeas e machos das linhagens TT e LLc

Fémeas Machos
TT LLc TT LLc
Hemacias 3,21*+0,4 5,17+0,19 5,19+0,38 4,70%0,55
(x10%/uL)
Hemoglobina 6,37*+0,41 6,77*+0,38 10,13+0,22 9,57+0,56
(9/dL)
Hemataocrito 32,514 33*%+1,0 45,5+1,3 411,75
(%)
Leucdcitos 3642+778,9  5967+905,9 4100+1116 4050+11,58
totais (x10°/uL)
Heterofilos 1079+273,8 1818+ 438,3 1499+417 1057+345
(x10%/uL)
Linfocitos 1737*410,9  3104+647,4 1882+475 2220+646
(x10%/uL)
Eosindfilos 337,0£71,87  140+100,7 72,75+26,18 94,67+55,33
(x10%/uL)
Mondcitos 486,5+180,1 838,7+208,1 606,6+284 984,6+306
(x10%/uL)
Relagao H/L 0,70£0,15 0,74+0,16 0,87+0,13 0,50+0,09

*indica diferenca significativa em relagdo aos machos da mesma linhagem, p<0,05.
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5 DISCUSSAO

A avicultura € uma das mais importantes atividades da agroindustria.
Nos ultimos anos houve um grande aumento de produg&o na industria avicola, e o
surgimento de técnicas modernas e da selegcdo genética tem contribuido para esse
processo (CHEEMA et al., 2003).

Com aumento na producao de aves e a restricdo quanto ao uso de
antibidticos como promotores de crescimento, ha um maior risco de aparecimento de
surto de doencgas, o que pode trazer grandes prejuizos. Dessa forma, € importante o
desenvolvimento de aves com maior resisténcia a doengas (SWAGGERTY et al.,
2009). Por isso € necessario uma maior compreensdo sobre o sistema imune das
aves.

A EMBRAPA Suinos e Aves vem desenvolvendo linhagens de
galinhas poedeiras e frangos de corte selecionadas para melhor produgao. Porém,
ha poucos estudos sobre o sistema imune destes animais. Neste trabalho foi
avaliada a resposta de cinco linhagens de galinhas desenvolvidas pela EMBRAPA.
As linhagens de galinhas poedeiras foram a MM, que sao animais de postura de
ovos castanhos, a CC, que sdo animais de postura de ovos brancos, e a CCc, uma
linhagem controle. Os frangos de corte foram das linhagens TT, selecionada para
maior produgéo, e a LLc desenvolvida sem a selegcédo genética.

A identificacdo e a eliminagao dos agentes infecciosos € uma das
funcdes do sistema imune (KUGT; KLASING., 2009). A primeira linha de defesa
contra patégenos é a imunidade inata (JAYASEKERA et al., 2007; MATSON et al.,
2005) que promove uma resposta inicial podendo limitar ou impedir o processo
infeccioso (KAISER, 2010). A resposta imune nos estagios iniciais da infecgdo € um
fator critico para a resisténcia ou a suscetibilidade a doencas (KUGT; KLASING,
2009).

Os macréfagos e neutréfilos sdo células da imunidade inata capazes
de reconhecer, fagocitar e destruir micro-organismos (QURESHI, 2003). Em aves, as
células equivalentes a neutréfilos encontrados em mamiferos sao os heterofilos.
Essas células fagocitam micro-organismos. Apos a fagocitose, o patdogeno ingerido é
internalizado no fagossomo e destruido (KAISER, 2010).

Segundo Sun e colaboradores (2008), a observagdo de uma maior

capacidade fagocitica de macréfagos de aves pode indicar que fagocitose exerce



68

uma melhor resposta imune celular e possivelmente esta relacionada a uma maior
capacidade em processar e apresentar antigenos.

Os dados do presente estudo mostram que a atividade fagocitica de
macrofagos foi semelhante entre galinhas poedeiras e frangos de corte. Entre as
diversas linhagens de postura (MM, CC e CCc) e as linhagens de corte (TT e LLc) e
entre machos e fémeas da mesma linhagem também nao foi encontrada diferenca
significativa. Alguns autores mostram resultados semelhantes aos obtidos neste
trabalho, onde a porcentagem de células que fagocitaram nao difere nas linhagens
estudadas. Cheema e colaboradores (2003) observaram que a porcentagem de
fagocitose de hemacias de carneiro por macréfagos de frangos de corte da linhagem
Athens Canadian RandomBred Control (ACRBC) e da linhagem Ross 308 foi
semelhante, embora o numero de hemacias fagocitadas foi maior na linhagem Ross
308. A linhagem Ross 308 foi selecionada para melhor desempenho de frangos de
corte, enquanto na linhagem ACRBC né&o houve selegcédo genética e esta é utilizada
como controle. Outro estudo também mostra que macrofagos de aves de postura
selecionadas para alta produgcdo de anticorpos fagocitaram mais hemacias de
carneiro que macrofagos de aves selecionadas para baixa produgado de anticorpos,
apesar de que a porcentagem de células contendo leveduras nao foi diferente entre
os dois grupos (GUIMARAES et al., 2011). Outros autores, ao avaliar a porcentagem
de células que fagocitaram hemacias de aves, ndo encontraram diferenga entre as
linhagens Silkie Bantam e Starbro, porém a porcentagem de hemacias fagocitadas
foi maior na linhagem Silky (SUN et al., 2008).

Macrofagos obtidos de galinhas poedeiras selecionadas para alta
producado de IgM (HIM) e alta produgcdo de IgG (HIG) apresentaram uma maior
fagocitose do que os macroéfagos de linhagens selecionadas para baixa produgao de
IgM (LIM) e baixa producédo de IgG (LIG) (SARKER et al., 2000). Kreukniet e
colaboradores (1994), ao estudar aves selecionadas para altos ou baixos titulos de
anticorpos contra hemacia de carneiro, observaram que ndo havia diferenca na
atividade fagocitica de granulécitos in vivo. Porém, in vitro, a ingestao de leveduras
foi maior na linhagem selecionada para altos titulos de anticorpos. Chuammitri et al
(2011) avaliaram a resposta imune inata de trés linhagens de galinhas. Foi estudada
a linhagem Fayoumi (nativa do Egito), uma linhagem de frango de corte e a
linhagem Leghorn de postura, e foi verificado que heterdfilos das linhagens

estudadas respondem diferentemente apds a estimulacéo in vitro. Heterdfilos das
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galinhas poedeiras apresentaram menor atividade fagocitica que as linhagens
Fayoumi e de frango de corte (CHUAMMITRI et al., 2011). Estes resultados mostram
diferengcas na atividade de fagocitos das linhagens estudadas, o que nao foi
observado neste trabalho.

O principal mecanismo que leva a destruicdo do micro-organismo
por macrofagos apods a fagocitose € a producdo de NO (MACMICKING et al., 1997).
Neste trabalho foi demonstrado que a producédo de NO foi maior em frangos de corte
que em galinhas poedeiras, o que difere dos resultados encontrados por Pamentier
et al (2010), onde foi avaliada a produgdo de NO em leucdcitos de galinhas
poedeiras (Lohmann Brown) e de frangos de corte (Ross) durante 21 dias apds o
desafio com LPS ou albumina humana (HuSA). Durante todo o periodo observado
nao foi encontrada diferenga, porém, as galinhas poedeiras produziram mais NO que
frangos de corte no 14° dia apds o desafio.

O sexo néo influenciou a produgao de NO e entre as linhagens de
galinhas poedeiras e entre as linhagens de frangos de corte também nao foi
encontrada diferenga significativa, concordando com os resultados de Cheema e
colaboradores (2003) que ndo encontraram diferengca na produgdo de NO entre
frangos de corte da linhagem ACRBC e Ross 308. No entanto, o trabalho realizado
por Guimardes et al (2011) mostra que macrofagos ativados obtidos de galinhas
selecionadas para alta producdo de anticorpos apresentam uma maior producao de
NO que macréfagos de aves selecionadas para baixa produgao de anticorpos.

Quanto a atividade antibacteriana dos macrofagos de galinhas
poedeiras e frangos de corte ndo foi encontrada diferenga significativa neste estudo.
Entre as linhagens de postura e de corte, e entre machos e fémeas a atividade
antibacteriana de macréfagos também foi semelhante. Diferentemente dos dados
aqui observados, Chuammitri et al (2011) mostraram que a capacidade microbicida
foi maior em heterdfilos de galinhas Leghorn e de frangos de corte que de galinhas
da linhagem Fayoumi (CHUAMMITRI et al., 2011). Os heterofilos sdo células
equivalentes aos neutrofilos e assim como os macréfagos desempenham
importantes fungcédo na resposta imune inata (KAISER, 2010).

A medida do halo de inibicdo do crescimento bacteriano foi utilizada
para avaliar a atividade antibacteriana do soro. O protocolo para a realizacdo do
experimento foi utilizando 10 animais de cada linhagem, sendo 5 fémeas e 5

machos. Este numero reduzido de animais provavelmente impediu que fosse



70

encontrada diferenca significativa. Porém, pode ser observado que nas aves de
postura ha maior atividade antibacteriana que em frangos de corte.

Um dos mecanismos de viruléncia de bactérias € a resisténcia
sérica, que pode desempenhar importante papel na patogénese de doencgas
aviarias, visto que bactérias sensiveis ao soro sao incapazes de infectar 6rgaos
internos (MELLATA et al., 2003). A resisténcia sérica pode ser resultado do
bloqueio, ma formagao ou a nado formacado, do complexo de ataque a membrana,
que atua causando a lise da célula-alvo, principal funcdo do sistema complemento
(BINNS et al., 1982).

No experimento de resisténcia sérica foi observado que, apdés 30
minutos de incubacdo, aves de postura apresentaram uma melhor resposta que
aves de corte. E, embora ndo houve diferenca significativa, os animais de postura
continuaram respondendo melhor até 120 minutos de incubacdo. Este resultado
pode indicar que as aves de postura desenvolvem melhor alguns mecanismos da
imunidade inata que aves de corte, uma vez que a resisténcia sérica pode ser
resultado de uma falha na atividade do sistema complemento (BINNS et al., 1982).
Entre os animais de postura, a linhagem MM respondeu melhor que as linhagens CC
e CCc, com 30 minutos de incubacdo. Nos demais periodos ndo houve diferenca
significativa. E entre as linhagens de corte, TT e LLc, também n&o foi encontrada
diferenca em nenhum momento.

Quanto ao sexo, foi observado no inicio do experimento de
resisténcia sérica que os machos das linhagens MM, CC e CCc, que sao aves de
postura, responderam melhor que as fémeas das mesmas linhagens. Porém, ao final
do experimento as fémeas das linhagens MM e CC apresentaram uma melhor
resposta que os machos. E os machos das linhagens de corte TT e LLc,
responderam melhor que as fémeas até 120 minutos de incubacao, com 150 e 180
minutos a resposta foi semelhante entre machos e fémeas destas linhagens.
Portanto, em aves o sexo pode influenciar a atividade do sistema complemento,
como pode ser visto pelo resultado da resisténcia sérica.

Frangos de corte sdo desenvolvidos para rapido crescimento e,
devido ao curto periodo de vida destes animais, é importante uma resposta imune
inata eficaz, pois ela é rapidamente ativada podendo impedir um processo
infeccioso, enquanto a resposta imune adaptativa pode demorar semanas para

ocorrer. Os resultados aqui obtidos mostram que a atividade fagocitica e
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antibacteriana de macréfagos e atividade antibacteriana do soro foram semelhantes
entre frangos de corte e galinhas poedeiras. Em relagdo a atividade do sistema
complemento, avaliada através do teste de resisténcia sérica, galinhas poedeiras
responderam melhor. Entretanto, a produ¢cado de NO foi maior em frangos de corte, o
que poderia indicar que os macréfagos destes animais apresentam uma maior
capacidade em destruir micro-organismos fagocitados. Contudo, ndo podemos fazer
essa afirmagao, pois a atividade antibacteriana de macréfagos foi semelhante entre
frangos de corte e galinhas poedeiras.

O bago €& o 6rgao responsavel pela resposta contra antigenos
presentes na circulagdo sanguinea (ROITT, 1999), desta forma alteragdes no
tamanho desse 6rgao pode comprometer a resposta imunoldgica. Neste trabalho foi
observado que o peso relativo do bago de galinhas poedeiras é maior que de
frangos de corte. Dentre os animais de postura, aves da linhagem MM tiveram o
peso relativo do bago maior que animais da linhagem CC, e entre as linhagens TT e
LLc (corte) ndo houve diferenga significativa. Frangos da linhagem ACRBC, mesmo
tendo ganho de peso menor, apresentaram os pesos relativos do bago, da bursa e
das tonsilas cecais significativamente maiores que das aves da linhagem Ross 308,
indicando que selegao genética para maior de peso, pode levar a redugdo do peso
relativo dos érgéos linfoides primarios e secundario (CHEEMA et al., 2003). Embora
0s pesos relativos do baco de aves de postura foram maiores que de aves de corte,
e entre as linhagens de postura também houve diferenga, os resultados obtidos
neste estudo ndo conferem com os obtidos por Cheema e colaboradores (2003),
pois entre as linhagens de corte os pesos relativos do bago foram semelhantes. Os
resultados aqui obtidos ainda mostram que o sexo influencia o peso do bago, onde
foi observado que na linhagem CC as fémeas tiveram o peso relativo maior que os
machos, enquanto na linhagem TT, as fémeas apresentaram o peso menor.

Os titulos de anticorpos no sangue € uma das formas de avaliar a
competéncia imunoldgica em animais (BISCARINI et al., 2009). No presente estudo,
foi avaliada a produgao de anticorpos anti-hemacia de carneiro e anticorpos naturais
anti-hemacia de coelho.

Os dados mostram que galinhas poedeiras produzem mais
anticorpos anti-hemacia de carneiro que frangos de corte, 0 que sugere que a
linhagem de postura possui uma resposta imune humoral mais eficaz que a

linhagem de corte. Em galinhas poedeiras, a linhagem MM (aves de postura de ovos
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castanhos) é a que teve menores titulos de anticorpos. Em frangos de corte nao
houve diferenca significativa entre as linhagens. Quanto ao sexo, também foi
observado que fémeas produzem mais anticorpos que machos da mesma linhagem.
Estes resultados mostram que a selegédo genética para determinadas caracteristicas
e o0 sexo podem influenciar a imunidade adaptativa em aves.

Tem sido sugerido que a selegcdo genética para promover um maior
desempenho, em frangos de corte ou galinhas poedeiras, tem impacto negativo na
resposta imune humoral. Aves da linhagem Ross 308, selecionadas para melhor
performance, tiveram uma maior producdo de anticorpos totais, IgM e IgG contra
hemacia de carneiro que os animais ACRBC (CHEEMA et al., 2003). Embora no
presente estudo foi encontrada diferenca na producdo de anticorpos entre as
linhagens de postura e de corte, e entre as linhagens de galinhas poedeiras, 0s
titulos de anticorpos em frangos de corte selecionados para melhor produgéo (TT)
foram semelhante aos encontrados em frangos de corte ndo selecionados (LLc).

Deif e colaboradores (2007) também observaram diferengcas na
producao de anticorpos entre linhagens de frangos de corte, o que nao foi observado
neste estudo. Frangos de corte da linhagem Hubbard, tanto apés a primeira como
apods a segunda imunizagdo com hemacia de carneiro, tiveram titulos de anticorpos
significativamente mais altos que frangos da linhagem Cobb. Esse resultado pode
indicar que a linhagem Hubbard tem uma melhor memodria imunolégica e maior
resisténcia a doengas que a linhagem Cobb (DEIF et al., 2007).

Maiores titulos de anticorpos encontrados em galinhas poedeiras
que em frangos de corte estdo de acordo com outros estudos. Koenen et al (2002)
investigaram diferencas na resposta imune entre frangos de corte (Ross) e galinhas
poedeiras (White Leghorn) imunizadas com trinitrophenyl conjugado com KLH (TNP-
KLH). A producao de IgM anti-TNP foi semelhantes em ambas as linhagens. Porém
frangos de corte tiveram menores niveis de IgG anti-TNP. Segundo os autores essas
diferengcas podem ser causadas por variagdes na estrutura e fungdo dos orgaos
linfoides, devido a selegdo genética. Porém Parmentier et al (2010) encontraram
niveis significativamente maiores de anticorpos totais, IgM e IgG para albumina
humana (HuSA) em frangos de corte (Ross) que em galinhas poedeiras (Lohmann
Brown), diferentemente dos resultados aqui obtidos.

A observagao de que aves da linhagem MM (postura) apresentaram

menores titulos de anticorpos que as demais linhagem de postura estdo de acordo
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com Cheng et al (2001), que também encontraram diferengca entre linhagens de
galinhas poedeiras. A fim de avaliar o efeito da selegao genética para alta producao
e sobrevivéncia, os autores estudaram a resposta imune em aves selecionadas para
alta producéao e sobrevivéncia (HGPS) e aves selecionadas para baixa produgédo e
sobrevivéncia (LGPS). Estes autores demonstraram que aves LGPS tiveram uma
maior producgao de IgG que as aves HGPS. Além disso, a porcentagem de células T
CD8" em aves HGPS foi significativamente menor em comparagdo com as aves
LGPS. Estes resultados sugerem que a selegao para alta produgéo e sobrevivéncia
altera o sistema imune das aves. (CHENG et al., 2001).

Aves selecionadas para alta producao de IgM (HIM) e alta produgéao
de 1gG (HIG) apresentaram titulos de anticorpos contra Brucella abortus
significativamente maiores que aves selecionadas para baixa producao de IgM (LIM)
e baixa producao de IgG (LIG), sugerindo que toda a multiplicagao e diferenciacao
de células B dos animais das linhagens HIM e HIG podem ser mais eficientes que
das linhagens LIM e LIG (SARKER et al., 2000).

Anticorpos naturais fazem parte da imunidade inata e s&o
produzidos constitutivamente (WIJGA et al., 2009). Eles podem ter um papel
importante na iniciacdo e na regulagao da resposta imune especifica em aves
(LAMMERS et al., 2004). Os niveis de anticorpos naturais presentes em amostras de
sangue podem fornecer importantes informagdes sobre a imunocompeténcia do
animal (MATSON et al., 2005). Altos niveis de anticorpos naturais contra hemacias
de coelho estdo presentes em aves porque essas células expressam altos niveis do
epitopo a - Gal (COTTER et al., 2005).

O epitopo a-Gal é um carboidrato produzido naturalmente em
mamiferos nao-primatas (GALILI, 2005). Esses epitopos sdo encontrados em micro-
organismos presentes ao longo do trato gastrointestinal, que por sua vez estimulam
as células B a produzirem anticorpos anti-Gal. (GALILI, 2005; PARMENTIER et al.,
2008).

A determinacdo dos titulos de anticorpos naturais foi realizada
através do teste de hemaglutinagdo com hemacia de coelho utilizando amostras do
dia 0 e do 37° dia apds a imunizagdo com hemacia de carneiro. Galinhas poedeiras
apresentaram maiores titulos de anticorpos naturais contra hemacia de coelho que
frangos de corte, tanto no momento pré-imune quanto apds o desafio com hemacia

de carneiro. Os titulos de anticorpos anti-hemacia de coelho foram semelhantes
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entre as linhagens de galinhas poedeiras, porém em frangos de corte foi observado
que antes do desafio na linhagem TT houve maiores niveis de anticorpos que na
linhagem LLc. Em relagdo ao sexo, fémeas das linhagens CC e LLc produziram mais
anticorpos que machos da mesma linhagem.

Foram determinados também os titulos de anticorpos contra
hemacia de carneiro com amostras pré-imune (dia 0), esses anticorpos também sao
naturais uma vez que estavam presentes antes da imunizagdo. Os titulos de
anticorpos naturais contra hemacia de carneiro foram maiores em galinhas
poedeiras que em frangos de corte. Entre as linhagens de postura, a MM apresentou
menores niveis de anticorpos que as linhagens CC e CCc, enquanto nas aves de
corte ndo houve diferenca. E fémeas da linhagem LLc tiveram maiores niveis de
anticorpos que os machos da mesma linhagem.

Os resultados dos titulos de anticorpos naturais neste estudo podem
mostrar que aves de posturas sao capazes de induzir uma melhor resposta imune
inata, uma vez que a producido desses anticorpos € um importante mecanismo da
imunidade inata (WIJGA et al., 2009).

Wijga et al (2009) encontraram uma correlagdo positiva entre os
titulos de anticorpos especificos contra hemacias de carneiro e os niveis de
anticorpos naturais contra hemacias de coelho em galinhas. Este resultado mostra a
possibilidade de melhorar os niveis da imunidade inata das aves através da selecao
de melhores respostas adaptativas na forma da producdo de altos niveis de
anticorpos especificos contra hemacias de carneiro.

Anticorpos naturais contra hemacias de coelho foram encontrados
em galinhas selecionadas para alta produgcdo de anticorpos responsivos contra
hemacias de carneiro em comparagdo com aves ndo selecionadas ou aves
selecionadas para baixa produgao de anticorpos, durante geragdes subsequentes.
Esse resultado mostra uma relagdo genética entre anticorpos naturais contra
hemacias de coelho e anticorpos especificos contra hemacias de carneiro (COTTER
et al., 2005).

Quanto aos parametros hematoldgicos, neste trabalho foi observado
que as aves de postura possuem menores valores de hemacias, hemoglobina e
hematdcrito e maiores valores de leucécitos totais, heterofilos, linfécitos, monécitos e
eosindfilos que aves de corte. Entre as linhagens de postura, a linhagem CCc

apresentou maior valor de hemacias que a linhagem CC, e em frangos de corte a
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linhagem LLc teve maior numero de mondcitos. Quanto ao sexo, fémeas e machos
da mesma linhagem apresentaram diferengas em alguns parametros hematologicos.
Os valores de bastonetes e a relagao heterdfilo/linfocito foram semelhantes em
todas as linhagens. Estes resultados coincidem com os obtidos por Cheng et al
(2001), que também encontraram diferengas em alguns parametros hematolégicos
entre as linhagens estudadas. Os autores observaram que aves HGPS
apresentaram maior porcentagem de linfécitos e uma porcentagem menor de
heterofilos, o que levou a menor relagdo H/L, que as aves LGPS. Segundo os
autores, um maior numero de heterofilos e uma menor relagédo H/L podem sugerir
uma maior capacidade de adaptagcdo ao estresse. Ainda, os animais da linhagem
LGPS apresentaram maiores valores de eosindfilos, enquanto os valores de
mondcitos e basofilos ndo tiveram diferengas significativa. Os heterdfilos, os
monocitos e eosindfilos desempenham importante papel na imunidade inata,
enquanto os linfécitos sao importantes células da imunidade adaptativa. Desta
forma, um numero reduzido dessas células pode comprometer a defesa do

hospedeiro contra infecgdes.
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6 CONCLUSAO

Enquanto produgdo de oOxido nitrico por macréfagos foi maior em
frangos de corte, a atividade do sistema complemento foi maior em aves de postura.
Contudo, os resultados da atividade fagocitica e antibacteriana de macréfagos e a
atividade antibacteriana do soro em agar foram semelhantes nas linhagens
estudadas.

A selecao genética também pode ter influenciado o peso relativo do
baco, onde galinhas poedeiras tiveram o peso maior que frangos de corte e entre as
linhagens postura, animais da linhagem MM apresentaram um maior peso do baco
que animais da linhagem CC.

Quanto a resposta imune humoral os resultados dos titulos de
anticorpos naturais e especificos mostram que aves de postura produzem mais
anticorpos que os animais de corte. Além disso, entre os animais de postura, as
linhagens CC e CCc produziram mais anticorpos que a linhagem MM.

Os parametros hematolégicos também foram diferentes entre as
linhagens. Aves de postura tiveram menores valores de hemacias, hemoglobina e
hematdcrito e um maior numero de leucécitos que frangos de corte.

De acordo com os resultados obtidos sugere-se que a selegéo
genética pode afetar a resposta imunolégica em aves, onde animais de postura
apresentam maior producido de anticorpos, e maior atividade do sistema
complemento que frangos de corte. Embora a produgcao de NO tenha sido menor
nas aves de postura, esses dados podem indicar que estes animais tenham uma
maior capacidade em desenvolver uma resposta imune adequada protegendo o
animal contra infecgoes.

A identificacdo de caracteristicas genéticas favoraveis pode
contribuir para o melhor entendimento da resposta imune em aves. Além disso pode
colaborar com o desenvolvimento de novas linhagens de aves mais resistentes a

patdgenos.
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