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RESUMO

A sindrome do definhamento e refugagem (em inglés, runting stanting syndrome - RSS) é uma
doenca viral entérica em aves comerciais que causa impacto direto na saude intestinal, contudo,
a influéncia sobre a microbiota intestinal ainda € desconhecida. O objetivo deste estudo foi
investigar as caracteristicas da composi¢do da comunidade bacteriana do ileo de frangos de
corte naturalmente acometidos e ndo acometidos pela RSS, usando tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo (NGS). Foram utilizadas amostras do contetido e da mucosa
do ileo de pintinhos de duas propriedades distintas com dois lotes diferentes, dos quais um
grupo era da propriedade 01, com pintinhos de 7 dias de idade e outro da propriedade 02, com
pintinhos de 6 dias de idade, totalizando 32 amostras. Desses, 18 eram pintinhos com RSS e 14
sem RSS. As propriedades eram de dois municipios distintos do estado de Minas Gerais. Os
resultados revelaram alteragdes na microbiota intestinal dos dois grupos de pintinhos com RSS.
Houve uma diminuicdo na riqueza e na diversidade microbiana no intestino dos pintinhos da
propriedade 01 com RSS. Observou-se aumento da populacdo do género Lactobacillus nos
pintinhos da propriedade 02 com RSS. Nos pintinhos da propriedade 01 com RSS, houve
aumento do género Candidatus Arthromitus e diminuicdo de Lactobacillus, além disso, foi
detectado aumento do género Clostridium sensu stricto 1. Os resultados sugerem uma relagédo
entre a infeccdo viral e a composicdo microbiana intestinal que pode causar disbiose intestinal
e pode influenciar a inflamacéao desse 6rgao. Outra parte deste trabalho teve como objetivo uma
investigacao diagnostica sobre causa de atraso no crescimento e refugagem em 22 pintinhos de
corte com 7 dias de idade, que apresentavam comportamentos de desconforto ambiental. Foi
realizada a analise para caracterizacdo da microbiota intestinal ileal desses pintinhos por NGS
e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de ventriculos para o adenovirus aviario (FAdV), com
resultado negativo. Os resultados revelaram erosdo no ventriculo em varias dessas aves,
juntamente com contetdo intestinal mal digerido. Nos testes de Shannon e Simpson houve um
aumento da diversidade das espécies na microbiota dos pintinhos com erosdo do ventriculo,
contudo, ndo houve diferenca significativa na composi¢do da microbiota ileal entre os grupos.
O estresse ambiental e/ou micotoxinas possivelmente podem ter sido causas de erosdo do
ventriculo desses pintinhos, condi¢do que também pode ser relacionada com mé digestibilidade

e atraso no ganho de peso e crescimento em pintinhos.

Palavras-Chave: microbiota intestinal, ileo, sindrome do definhamento e refugagem, eroséo de

ventriculo, sequenciamento.



ABSTRACT
Runting stanting syndrome (RSS) is an enteric disease in broiler chicken that directly impacts
gut health; however, the influence on the intestinal microbiota is still unknown. The objective
of this work was to investigate the characteristics of the bacterial community composition of
the ileum of broiler chickens naturally affected and not affected by RSS, using next-generation
sequencing technology (NGS). Samples of the content and mucosa of the ileum of chicks from
two different farms with two different flocks were used, of which one group was from farm 01,
with 7-day-old chicks and another from farm 02, with 6-day-old chicks , totaling 32 samples.
Of these, 18 were chicks with RSS and 14 without RSS. The farms belonged to two different
municipalities in the state of Minas Gerais. The results revealed alterations in the intestinal
microbiota of the two groups of chicks with RSS. There was a decrease in microbial richness
and diversity in the gut of chicks from farm 01 with RSS. There was an increase in the
population of the genus Lactobacillus in chicks from farm 02 with RSS. In chicks from farm
01 with RSS, there was an increase in the genus Candidatus Arthromitus and a decrease in
Lactobacillus, in addition, an increase in the genus Clostridium sensu stricto 1 was detected.
The results suggest a relationship between viral infection and intestinal microbial composition
that can cause dysbiosis intestine and can influence the inflammation of this organ. Another
part of this work aimed at a diagnostic investigation into the cause of growth retardation in 22
broiler chicks, 7 days old, that showed behaviors of environmental discomfort. Analysis was
performed to characterize the ileal intestinal microbiota of these chicks by NGS and polymerase
chain reaction (PCR) of ventricles for avian adenovirus (FAdV), with negative results. The
results revealed erosion in the ventricle in several of these broiler chickens, along with poorly
digested intestinal contents. In the Shannon and Simpson tests, there was an increase in species
diversity in the microbiota of chicks with ventricle erosion, however, there was no significant
difference in the composition of the ileal microbiota between groups. Despite the numerous
causes of ventricle erosion that were not investigated in this work, it is suggested that
environmental stress was responsible, being a consequence of changes that were already

occurring in the gastrointestinal system of these chicks.

Keywords: gut microbiota, ileus, Runting stanting syndrome, ventricle erosion, sequencing.
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1. INTRODUCAO

A carne de frango de corte € uma das carnes mais consumidas mundialmente, devido a
demanda atual por suprimentos de proteina seguros e de menor custo. De fato, em 2023, espera-
se que a producdo global de carne de frango aumente 3%. Estes dados demonstram que a
avicultura € o subsetor agricola que mais cresce. Por essa razdo, os produtores tém sido
historicamente levados a intensificar os sistemas agricolas (Montoro-Dasi et al., 2021). Um
intenso processo de producdo de selecdo realizado nas ultimas 6 ou 7 décadas produziram
frangos que convertem ragdo em massa muscular de forma eficiente, tornando-os um sistema
eficaz para a producgdo de proteina de alta qualidade. A extragdo de energia e nutrientes dos
alimentos requer interacdo entre as funcgdes bioguimicas do frango e a microbiota presente no
sistema gastrointestinal (SGI). Assim, a selecdo da microbiota benéfica desempenha um papel
importante na producdo, salde, protecdo contra patdgenos, desintoxicacdo e modulacdo do
sistema imunoldgico (Clavijo e Florez, 2018).

As doencas entéricas sdo causas relevantes de perdas econémicas na industria avicola
em todo o mundo. S&o caracterizadas por diarreia, atraso no crescimento e ganho de peso, além
de mortalidade acima do normal (Saif, 2003; Kaithal et al., 2016). A sindrome do definhamento
e refugagem (RSS, em inglés runting stunting syndrome) é uma doenca entérica caracterizada
por diarreia leve a moderada que resulta em atraso no crescimento, compromete o ganho de
peso e causa deformidade das penas das aves acometidas (Kang et al., 2012; Kang et al., 2018).
As lesbes macroscopicas sdo caracterizadas por serosa do intestino delgado mais esbranquicada
que o normal, limen distendido e contetdo aquoso, mucoide ou espumoso (Hauck et al., 2016).
Na microscopia, a lesdo caracteristica foi denominada por alguns autores como enteropatia
cistica (Otto et al., 2006; Sellers et al., 2010).

A definicdo do agente viral ainda nao foi completamente esclarecida, mas consideravel
namero de virus tem sido associado com a sindrome ou o0s sinais clinicos da doenca, entre eles:
astrovirus das galinhas (Kang et al., 2018), coronavirus (Hauck et al, 2016), parvovirus das
galinhas (Zsak et al., 2013), reovirus aviario (Goodwich et al., 1993), rotavirus aviario (Otto et
al., 2006; Pantin-Jackwood et al., 2008), gallivirus (de Oliveira et al., 2021), calicivirus (Wolf
etal., 2011; Devaney et al., 2016), virus da nefrite aviaria (ANV) (Mandoki et al., 2006; Pantin-
Jackwood et al., 2006; Pantin-Jackwood et al., 2008), virus pertencentes as familias
Picornaviridae, Siphoviridae e Myoviridae (Devaney et al., 2016). No Brasil, recentemente a

RSS foi descrita por Oliveira et al. (2021), onde foi associada a lesdo histoldgica e a
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identificacdo dos provaveis virus em aves naturalmente infectadas. O sequenciamento de nova
geragdo (NGS) e a hibridizacao in situ identificaram uma sequéncia do picornavirus que revelou

semelhanca genética com o género Gallivirus (de Oliveira et al., 2021).

Nos ultimos anos a interacdo virus-microbiota intestinal vem sendo investigada.
InfeccBes intestinais em aves causadas por virus € um dos principais fatores que causam
disbiose e distrbios da homeostasia imune, podendo resultar em infec¢des secundarias e pode
envolver outros 6rgdos (Wickramasuriya et al., 2022). Pouco se sabe sobre o efeito da infeccéo
viral na composi¢do da microbiota intestinal de aves de producao, embora todas as evidéncias
existentes de outros vertebrados sugeriram que patdgenos virais podem influenciar a
composi¢do da microbiota intestinal para estabelecer infecgdes (Yitbarek et al., 2018). Vérios
estudos tém focado na investigacao etiologica e patogénica da RSS, mas até 0 momento nenhum

estudo avaliou as alteracdes da composicdo da microbiota do intestino delgado.

Outra doenca gastrointestinal importante na avicultura de corte sdo as erosbes do
ventriculo que tém sido atribuidas principalmente a certos fatores nutricionais nao infecciosos,
por exemplo, deficiéncias de vitaminas, aminas biogénicas na farinha de peixe, estresse e
micotoxinas (Gjevre et al., 2013). O envolvimento do adenovirus aviario (FAdV) na etiologia
das eros6es da moela foi descrito por Godwin et al. 1993, com base na deteccdo de corplsculos
de incluséo intranucleares caracteristicos em celulas da mucosa do ventriculo com lesdo. A
erosdo do ventriculo causa impacto econémico negativo, devido a diminuicdo significativa do
ganho de peso semanal, diminuigdo do peso final e aumento da mortalidade total de lotes
acometidos em comparacao com frangos de corte saudaveis (Mirzazadeh et al., 2021). Surtos
da erosdo do ventriculo causada pelo FadV tém sido relatados em muitos paises como Reino
Unido, Polénia (Marek et al., 2010), Japdo (Ono et al., 2003), Italia (Manarolla et al., 2009),
Coreia do Sul (Lim et al., 2012) e Ird (Mirzazadeh et al., 2021). Ainda ndo h& estudos
associando a erosdo do ventriculo em pintinhos do campo com desconforto ambiental e

possiveis alteragdes da microbiota intestinal como consequéncia dessa condigéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

O objetivo desse trabalho foi investigar as caracteristicas da composicao da comunidade
bacteriana do ileo de frangos de corte naturalmente acometidos pela RSS e saudaveis, e

investigar a microbiota intestinal de pintinhos com e sem eroséo de moela.
2.2.  Especificos

Pintinhos com RSS

1. Selecionar os pintinhos de corte com lesdes histologicas de enterite viral caracteristicas
com RSS e os pintinhos de corte do mesmo lote sem RSS ou qualquer outra lesédo
histoldgica.

2. Auvaliar a microbiota do ileo de pintinhos com RSS pela anélise da regido 16S rRNA.

Pintinhos com eroséo no ventriculo
1. Avaliar peso, lesbes macroscopicas e microscopicas em pintinhos de corte com atraso
no crescimento e refugagem.
2. Avaliar a associacdo das lesdes de erosdo de ventriculo e a presenca de genes do
adenovirus aviario.
3. Avaliar a microbiota ileal de pintinhos com erosdo de ventriculo pela analise da regido
16S rRNA.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Microbiota intestinal das aves de producéo

O sistema gastrointestinal das aves consiste em esdfago, ingluvio, proventriculo,
ventriculo, intestino delgado, ceco, colon e cloaca. Em relagdo ao comprimento do corpo, nas
aves o0 intestino € mais curto que em mamiferos. A digesta passa por todo o sistema
gastrointestinal rapidamente em um tempo médio de transito entre 4 e 5h (Pan e Yu, 2013;
Clavijo e Florez, 2018).

O sistema intestinal das aves abriga uma complexa e dindmica comunidade microbiana
consistindo principalmente de bactérias (Wei et al., 2013). A integridade do sistema

gastrointestinal e da comunidade microbiana intestinal tem um papel vital na absor¢do de



20

nutrientes, desenvolvimento de imunidade e resisténcia a doencas. Alteragdes na microbiota
intestinal podem ter efeitos adversos na eficiéncia alimentar, produtividade e saide das aves
(Shang et al, 2018). A composicdo da microbiota do sistema gastrointestinal reflete a
coevolucgdo entre os microrganismos que o habitam, interacGes genéticas, imunes e metabdlicas

com o hospedeiro e influéncia ambiental (Yeoman et al., 2012).
3.2. Diversidade alfa e beta da microbiota intestinal

A diversidade alfa é a diversidade de espécies microbianas encontradas em um local ou
comunidade (Forney et al., 2004). Dois fatores principais, riqueza e uniformidade, devem ser
levados em consideracdo ao medir a diversidade alfa das amostras. S&o realizados indices para
descrevé-lo, a riqueza da comunidade é uma métrica para estimar o numero total de espécies,
incluindo o indice Chao 1, estimador de cobertura baseado em abundancia (ACE) e espécies
observadas (o nimero de diferentes unidades taxondmicas operacionais, OTUS, por amostra).
A diversidade da comunidade & uma meétrica de uniformidade relativa da comunidade,
refletindo a riqueza e a uniformidade das espécies na amostra, incluindo o indice de Shannon e
o indice de Simpson (Li et al., 2022).

A diversidade beta se refere a diversidade na composicéo das espécies entre diferentes
amostras ou comunidades (Forney et al., 2004). E usado para comparar a diversidade entre as
amostras com base na distancia ou dis (similaridade) entre cada par de amostras. Ao comparar
mais de duas amostras, é calculado para cada par e cria uma matriz de distancia/dissimilaridade
(Morgan e Hutterhower, 2012). A diversidade beta mensura como os membros da comunidade
variam ao longo do tempo ou do espaco e é especialmente importante para encontrar tendéncias

em um grande nimero de amostras (Hamady et al., 2010).
3.3.  Microbiota e fisiologia intestinal

A existéncia da microbiota intestinal estimula a renovacdo e maturacdo das células
epiteliais da mucosa intestinal, o desenvolvimento de redes capilares das vilosidades, a
motilidade intestinal, a producdo de dissacarideos pelos enterocitos e o desenvolvimento da
placa de Peyer (Willing e Van Kessel, 2007; Macari et al., 2014). Os microrganismos
contribuem para a fermentacdo dos componentes dietéticos ndo digeriveis, metabolismos
lipidico e energético, e a absorcéo de glicose pelo hospedeiro. Além de fornecer uma fonte extra
de vitaminas e minerais, modulacdo da secrec¢do de muco derivada do epitélio endégeno, além
de contribuir para as varias fungdes da barreira da mucosa intestinal (Macari et al., 2014;
Biasato et al., 2019). Compreender a ecologia e a fungdo microbiana intestinal fornece uma
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base cientifica solida para melhorar a satde intestinal, a conversdo alimentar e o desempenho

de aves de producéo (Gong et al., 2006).
3.4. Composicao da microbiota das aves

Pela utilizacdo de analise do metagenoma e estatistica das sequéncias do gene rRNA
16S recuperadas da microbiota intestinal de aves, varios trabalhos tem investigado a microbiota
intestinal de aves de producdo (Wei et al., 2013; Feye et al., 2020; Rychick et al., 2020; Zhou
etal., 2021; Aruwa et al., 2021).

Foram estabelecidas 915 unidades taxonémicas operacionais (OTU), equivalente a
espécie. Dos 13 filos bacterianos identificados, Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria
foram os mais abundantes filos, respondendo por >90% de todas as sequéncias. No geral, 117
géneros foram descritos, entre os quais Clostridium, Ruminococcus, Lactobacillus e
Bacteroides predominaram. Foi demonstrado alta prevaléncia do género Ethanoligenes
(Firmicutes), que contém bactérias produtoras de etanol. Outros filos encontrados em pequena
propor¢do incluiram Cyanobacteria, Spirochaetes, Synergisteles, Fusobacteria, Tenericutes e
Verrucomicrobia. No ceco, os filos predominantes encontrados foram Firmicutes e
Bacteroidetes, seguido por Proteobacteria e Actinobacteria, aléem de 31 géneros do filo
Firmicutes, dos quais Ruminococcus, Clostridium, e Eubacteria representaram > 5% das
sequéncias (Wei et al., 2013; Feye et al., 2020; Rychick et al., 2020; Zhou et al., 2021; Aruwa
etal., 2021).

Acredita-se que a coloniza¢do do sistema gastrointestinal comece imediatamente ap6s
a eclosdo e, portanto, o ambiente de incubacdo tem uma grande influéncia no perfil microbiano
das aves de producdo (Stanley et al., 2013). Entre os animais de producao as aves apresentam
uma influéncia parental marcadamente reduzida no desenvolvimento da microbiota pés-
oviposic¢do, pois os pintinhos sdo separados das matrizes reprodutoras (Stanley et al., 2014).
Contudo, nos ultimos anos, estudos estdo sendo realizados para compreender se existe o
estabelecimento e a heranga da microbiota intestinal do embrido de aves. Pesquisadores
encontraram 28 filos e 162 géneros de bactérias no intestino de embrides. Entre os géneros
detectados, 68 também estavam presentes no intestino da matriz reprodutora desses embrides
tais como Halomonas, Lactobacillus, Bacteroides e Enterococcus. Com esses resultados os
autores sugerem que o estabelecimento e a heranca da microbiota intestinal do embrido foram
derivados da matriz reprodutora pelo processo de fertilizacdo e formacdo do ovo no oviduto
(Ding et al., 2017).
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A microbiota intestinal dos pintinhos recém-eclodidos é influenciada por diversos
fatores ambientais que contém uma grande variedade de bactérias, como a méo de tratadores
humanos, material da cama, cama reutilizada, racéo e caixas de transportes. A ampla variacéo
da colonizacdo do sistema gastrointestinal dessas aves pode ser uma consequéncia da alta

diversidade de fontes bacterianas ndo aviarias (Stanley et al., 2013).

Inicialmente, a microbiota presente no sistema gastrointestinal é imatura e apresenta
baixa diversidade (Macari et al., 2014). Estudos avaliaram as diferencas da comunidade da
microbiota nos primeiros dias de vida das aves de producéo, e foram identificadas diferencas
entre 3, 7, 14, 28 e 49 dias de idade. Os resultados indicaram que ocorreram sucessdes de uma
comunidade bacteriana transitoria para uma de complexidade crescente a medida que as aves
envelheciam (Lu et al., 2003). Inicialmente, o intestino das aves € colonizado por aerdbios
facultativos e posteriormente substituido por anaerdbios. A multiplicagdo prolifica e consumo
de oxigénio por bactérias aerdbicas cria condi¢Bes redutoras no ecossistema intestinal que
promovem o subsequente multiplicacdo e colonizacdo por anaerobios obrigatorios (Aruwa et
al., 2021). Nos primeiros dias de vida a principal bactéria que predomina no intestino delgado
é Lactobacillus (59%), sendo as demais relacionadas a familia Clostridiaceae (11%) e aos
géneros Streptococcus (6,5%) e Enterococcus (6,5%). No ceco de frangos de corte de 4 dias de
idade, proporc¢des relativamente altas de Salmonella foram detectadas (40%) e Campylobacter
estava presente em quantidades menores (2%). Quase um terco das bactérias no ceco de frango
nessa idade consistiam em espécies de E. coli e Clostridium (Lu et al., 2003; Amit-Romach et
al., 2004; Wei et al., 2013; Feye et al., 2020; Rychick et al., 2020; Zhou et al., 2021; Aruwa et
al., 2021).

Outro estudo avaliou o ceco de aves livres de patdgenos especificos Specific pathogen-
free (SPF), com 14, 28 e 42 dias. Durante o curso de desenvolvimento do microbiota do
intestino das aves SPF, entre os dias 14 e 28, Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes foram
as principais bactérias, e Firmicutes aumentou significativamente com a idade. O género com
maior abundancia relativa foi Lactobacillus, seguido por Faecalibacterium. Alem disso,
enquanto a abundancia de Ruminococcaceae, Ruminococcus e Blautia aumentou com a idade,
Lactobacillus, Enterobacteriaceae e Oscillospira diminuiram com a idade. Os géneros
Faecalibacterium e Enterococcus apresentaram um aumento inicial entre os dias 14 e 28,
seguido de uma diminuicdo entre os dias 28 e 42. As caracteristicas da microbiota intestinal de
frango SPF em diferentes idades estabelecem uma base para a regulacdo dessas bactérias
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intestinais na fase inicial da criacdo, e também fornecem uma base tedrica para o controle e

prevencado de infecgdes e doengas avicolas em frangos recém-nascidos (Xi et al., 2019).
3.5. Composicao da microbiota de acordo com a localizagdo do sistema gastrointestinal
3.5.1. Papo, proventriculo e ventriculo

O segmento superior do sistema gastrointestinal das aves compreende o inglavio,
proventriculo e ventriculo. O ingluvio tem como fungdo armazenar alimento e a fermentagéo,
enquanto a digestdo comeca no proventriculo e ventriculo, o qual tritura alimentos
mecanicamente e atua como uma barreira microbiana devido ao seu baixo pH (Stanley et al.,
2014). A bactéria Lactobacillus é predominante em todo SGI superior. No inglavio, sdo
encontrados principalmente L. salivarius (Gong et al., 2007). Tanto no ingldvio quanto no
ventriculo sdo encontradas varias espécies da familia Clostridiaceae. A principal diferenca entre
esses dois 6rgdos € a presenca no ventriculo de suco gastrico, pepsina e acido cloridrico, o qual
acidifica o meio, resultando em menor atividade bacteriana e menor atividade de fermentacéo
(Clavijo e Flérez, 2018).

3.5.2. Intestino delgado

No intestino delgado ha uma distribuicdo das comunidades bacterianas ao longo dos
seus diferentes segmentos. Essa variacdo ocorre, devido as condi¢cdes ambientais intrinsecas de
cada porcdo (nivel de nutrientes, pH, composicdo de gases, presenca de sucos digestivos do
hospedeiro, etc.). O duodeno apresenta caracteristicas que mantém a concentracdo bacteriana
baixa, como alta concentracédo salina, grande variacdo do pH. Nessa porcdo o pH € mais acido
variando entre 5,7-6,4, h& predominancia dos Lactobacillus, podendo incluir alguns
Clostridiales e enterobactérias em numeros bem menores (Gong et al., 2007; Macari et al.,
2014). No jejuno ocorre a maior parte da digestdo, com a acdo das enzimas pancreéticas (Iimen)
e de membrana (enterdcitos), além da presenca de grande maioria dos transportadores
transepiteliais de nutrientes nesta por¢éo do intestino delgado. O pH tende a ser mais alcalino
do que no duodeno, variando consideravelmente ao longo de sua extenséo (5,8-6,6) (Macari et
al., 2014). O grupo de bactérias que predominam no jejuno sdo Lactobacillus aviaries, L.
salivarius, Candidatus Arthromitus (Gong et al., 2017). O transito intestinal no jejuno é mais
longo, ocorre a acdo das enzimas pancreaticas e do suco biliar, liberando nutrientes para
absorcdo nos enterdcitos. Na presenca de carboidratos estruturais provenientes da dieta,

algumas linhagens degradadoras destes materiais, como Ruminococcus, podem ser detectadas
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neste ambiente, aderidas as particulas alimentares, mesmo que as condi¢Ges de pH ainda
privilegiem as bactérias acido-laticas (Macari et al., 2014).

O ileo € a porcdo final do intestino delgado, realiza absorcéo de nutrientes e reabsorcao
de sais biliares. As condic¢Ges de pH s&o mais neutras (6,3-7,2) e, ha maior produgdo de muco
devido a maior quantidade de células caliciformes nessa regido em relacdo ao duodeno e jejuno
(Macari et al., 2014; Stanley et al., 2014). O ileo € dominado por Lactobacillus compreendendo
68,5% de sua microbiota (Lu et al., 2003). Algumas bactérias dominam o ambiente ileal nas
trés primeiras semanas de vida das aves, dentre eles estdo Lactobacillus acidophilus,
Clostridium, Streptococcus, produtoras de butirato e Enterococcus (Gong et al., 2002; Lu et al.,
2003). Pesquisas experimentais demonstraram que espécies de Lactobacillus tornam-se
predominantes em aves mais velhas conforme a microbiota amadurece (Lu et al., 2003). Um
estudo mais recente, avaliou a microbiota presente no muco e no Iimen do ileo de frango de
corte de 3 até 42 dias de idade. Nos trés primeiros dias de vida o ileo apresentou baixa
diversidade de bactérias com abundancia de Enterococcus e Escherichia e baixa abundancia de
Lactobacillus. Nas outras fases do desenvolvimento (7-14 dias) ocorreu aumento acentuado de
Candidatus Arthromitus no muco do ileo e de Lactobacillus no limen, e apds esse periodo,
Lactobacillus tornou-se o género mais abundante tanto no muco quanto no limen. O dominio
da microbiota ileal por Lactobacillus foi uma caracteristica transitoria. Por volta de 42 dias de
vida a abundancia relativa de Lactobacillus diminuiu, enquanto uma variedade de outros taxons,
incluindo Escherichia, Turicibacter e membros de Clostridiales aumentaram (Richards-Rios et
al., 2020).

3.5.3. Ceco

O ceco das aves ¢ um importante local de fermentacdo que influencia na sadude animal
e desempenho dessas aves, sendo um ambiente de total anaerobiose e o contetdo alimentar
permanece por um tempo consideravel. A microbiota cecal é capaz de realizar a digestdo de
alimentos ricos em celulose, amido e polissacarideos resistentes. Ceco € o principal local de
absorcéo de agua e transporte e absorcdo de nutrientes (Stanley et al., 2014). Esta regido € o
principal local de fermentacdo microbiana no intestino dos frangos e, por isso, o unico local
onde é possivel aproveitar parte dos carboidratos estruturais dietéticos ndo degradaveis pelas
enzimas do animal (Macari et al., 2014). A densidade de células microbianas no ceco pode
exceder 10! por g de digesta (Wei et al., 2013) e a diversidade microbiana do ceco é maior,
pois 0 tempo de transito de digesta € mais longo o que permite uma fermentacdo microbiana

mais substancial (Yeoman et al., 2012). Os grupos mais abundantes encontrados no ceco sdo
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Firmicutes (78%), seguidos de Bacteroidaceae (11%), Proteobacteria e Clostridiaceae, ja 0s
géneros mais abundantes sdo Ruminococcus, Lactobacillus, Clostridium, Bacterioides,
Eubacterium e Faecalibacterium (Figura 1) (Zhu et al. 2002; Lu et al.2003, Wise et al. 2006,
Gong et al. 2007; Stanley et al. 2013, Wei et al., 2013; Rychick et al., 2020; Feye et al., 2020).

Ceco pH 8,0

Firmicutes (44-56%)
Ruminococcus Clostridium
Faecalibacterium Lactobacillus
Pseudobutyrivibrio Megamonas
Subdoligranulum Sporobacter
Acetanoerobacterium Peptococcus

Bacteroidetes (23-46%)
Bacteroides
Proteobacteria (1-16%)
Escherichia Bilophila
Archae (0,81%)
Methanobrevibacter

Fungi Methanothermobacter
’ Candida Methanothermobacterium
Methanosphaera
v R | Methanopyrus
Papo pH 5,5 S @ ' Methanothermus
Firmicutes L. & Methanococcus
Lactobacillus =

Actinobacteria \ ‘\j '
Bifidobacterium n y

Proteobacteria

Intestino Grosso pH 8,0

Enterobacter Firmicutes
. Lactobacillus
Intestino Delgado pH 5,6-7,5 Proteobacteria
Ventriculo pH 2,5-3,5 Firmicutes Escherichia
Firmicutes Lactobacillus Candidatus arthromitus
Lactobacillus Clostridium  Ruminococcus
Enterococcus Proteobacteria

Escherichia Enterococcus

Figura 1: Principais taxons pesquisados ao longo do sistema gastrointestinal de aves de
producdo. Adaptado por Yeoman et al. 2012; Feye et al. 2020; Rychick et al., 2020; Zhou et al.,
2021; Aruwa et al. 2021.

3.1. Interag@o microbiota intestinal e sistema imune

O sistema imunoldgico das aves inclui tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa.
A microbiota tem um papel importante modulando a regulacdo e a ativacdo de ambos 0s
elementos (Clavijo e Florez, 2018). O sistema imunoldgico intestinal inclui uma camada
mucosa robusta, células epiteliais intestinais fortemente interconectadas, imunoglobulina A
(IgA) e peptideos antimicrobianos (Oakley et al., 2014). A mucosa intestinal é considerada a
primeira linha de defesa contra infeccdo, além disso, € uma barreira que impede que a
microbiota comensal penetre o epitélio intestinal (Clavijo e Florez, 2018). Muitos mecanismos
sdo empregados para alcancar a compartimentalizagcdo da microbiota. Uma densa camada de
muco separa o epitélio intestinal da microbiota residente. As células caliciformes sé&o

responsaveis pela producéo de mucinas glicoprotéicas que formam as camadas de muco e essas
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mucinas podem ser ligadas & membrana ou secretadas (Chen et al., 2015). A densidade das
células caliciformes, encontradas em todo o intestino, aumenta distalmente, o que
aparentemente reflete 0 aumento das populacdes microbianas (Broom e Kogut, 2018). As
juncoes de ocluséo presentes entre as celulas epiteliais do intestino sdo uma estrutura critica na
restricdo da permeabilidade transepitelial. As bactérias emitem sinais por meio do metabolito
indol que promovem o fortalecimento da barreira epitelial para a regulacao positiva das jungdes
de oclusdo e proteinas associadas ao citoesqueleto. Além disso, as imunoglobulinas A (IgA) e
peptideos antimicrobianos (AMPs) mantém a funcdo de barreira da mucosa. Acredita-se que as
células dendriticas intestinais desempenhem um importante papel na compartimentalizacdo da
microbiota entérica, por meio de mecanismos que envolvem amostragem de bactérias

intestinais para apresentacao de antigenos (Zheng et al., 2020).

Receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), como receptores toll-like (TLRs), na
membrana de células epiteliais e células linfoides do intestino delgado, estdo envolvidos no
reconhecimento diferencial e sdo responsaveis pelo desenvolvimento do sistema imunoldgico
da mucosa normal do intestino. Os TLRs identificam varios padrdes moleculares associados a
micrébios (MAMPs), incluindo diferentes antigenos bacterianos (por exemplo,
lipopolissacarideos, polissacarideos capsulares, acido muramico, peptidoglicano, flagelina) e
ativam a resposta imune intestinal inata (Al-Rashidi, 2022).

A microbiota intestinal controla a expansdo de subconjuntos de linfocitos especificos
em aves que parece ser homologo a mamiferos. A célula T helper 17 (TH17) é uma linhagem
especifica de células TH CD4+. A célula TH17 é essencial para a defesa do hospedeiro e é um
mediador chave na progressdo da doenca autoimune através da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, IL17A, IL 17F e IL-22. As atividades bioldgicas da IL-17 como uma citocina de
produzida por células Th17 incluem recrutamento de neutrofilos, estimulacdo da producdo de
peptideos antimicrobianos, como B-defensinas e mucinas, bem como a indugdo de citocinas e
quimiocina. O papel exato das células Th17 em aves é pouco compreendido devido a falta de
reagentes imunologicos (Kim et al., 2019). Em mamiferos, o intestino possui populagdes de
células Thl7 funcionalmente diferenciadas e sua propensdo inflamatéria € amplamente
determinada por bactérias distintas que provocam sua diferencia¢do. As células Th17 induzidas
por bactérias filamentosas segmentadas (SFB) néo séo inflamatorias, enquanto as células Th17
induzidas por Citrobacter sdo uma fonte potente de citocinas inflamatorias. A ligacdo do SFB
ao epitélio hospedeiro estimula a expressdo da proteina amiloide A sérica, que induz células

dendriticas (DCs) da lamina prépria que expressam CD11 a liberar IL6 e IL23 que
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posteriormente induzem a diferenciagdo de células TH17 (Omenetti et al., 2019; Zheng et al.,
2020).

Diferentes membros de Lactobacillus ativam células dendriticas que induzem a
producdo de diferentes citocinas inflamatorias que desempenham um importante papel na
modulacdo de Thl e Th2 e ativam células natural killer (Kogut, 2013). O sistema imunoldgico
intestinal precisa de estimulacdo microbiana para o desenvolvimento e regulagdo adequados,
como ativacao especifica da imunidade da mucosa do hospedeiro, que evita o supercrescimento
inadequado ou a translocacdo de membros da microbiota. O resultado final é a homeostase
fisiol6gica, onde a microbiota promove a fungdo imunoldgica normal no intestino (Kogut et al.,
2020).

3.2.  Bactérias patogénicas

A microbiota intestinal das aves de producdo contém varios taxons capazes de causar
doencas significativas em humanos, principalmente Campylobacter spp. e Salmonella spp. As
infeccBes gastrointestinais em humanos causadas por Campylobacter spp. e Salmonella spp.
estdo principalmente associadas ao consumo de produtos da cadeia avicola e por esta razdo o
controle de patgenos da granja é de grande importancia. Campylobacter spp. € reconhecido
como um género ndo patogénico no hospedeiro aviario. Ja a Salmonella enterica; pode causar
doenca em galinhas, dependendo da idade, estado imunoldgico e tipo de sorovar (Oakley et al.,
2014; Clavijo e Flores, 2018).

Escherichia coli é uma gamaproteobactéria presente no intestino, encontrada em baixa
abundancia durante todo o ciclo de vida da ave de producdo saudaveis. No entanto, apenas
certas linhagens dessa bactéria tém fatores de viruléncia especificos que podem causar doencas
em aves; essas linhagens sdo conhecidas como E. coli aviaria patogénica (Avian patogenic E.
coli - APEC) (Clavijo e Florez, 2018). APEC utiliza diferentes fatores de viruléncia,
principalmente adesinas, invasinas, protectinas, sistemas de aquisi¢éo de ferro e toxinas. Esses
fatores facilitam a adesdo, invasdo, evasao das respostas imunes do hospedeiro, colonizagéo,
proliferacdo e disseminacdo sisttmica da APEC, permitindo assim o estabelecimento da
infeccdo em aves de producdo (Kathayat et al, 2021). E. coli também é considerada uma bactéria
zoonotica potencialmente patogénica em humanos. A microbiota intestinal, incluindo E. coli,
pode atuar como um reservatorio para a disseminacdo da resisténcia a antibioticos em outras

bacterias patogénicas, como Salmonella spp. (Oakley et al., 2014; Clavijo e Florez, 2018).
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A populacéo clostridial inclui algumas espécies patogénicas para aves de producao tais
como Clostridium perfringens, C. septicum, e C. colinum (Oakley et al., 2014). Clostridium
perfringens € um bastonete gram-positivo anaerdbio facultativo formador de esporos, mais
conhecido por produzir um arsenal de mais de 20 toxinas extracelulares que contribuem para a
fisiopatologia de uma série de doengas histotoxicas e enterotdxicas como a enterite necrotica
em aves de producédo (Lepp et al., 2021). Alguns fatores podem predispor as aves de producao
a contrairem a doenca; estes incluem danos a mucosa e dietas com altos niveis de
polissacarideos solUveis ndo amilaceos. Além disso, C. perfringens é um patdgeno para seres
humanos transmitido por alimentos e tem origens diferentes, incluindo alimentos de origem

aviéria (Clavijo e Florez, 2018).

3.3. Disbiose da microbiota intestinal de aves causada por infec¢des virais

A disbiose é definida como alteracdo na composicdo das comunidades comensais
residentes do intestino em relacdo aquelas encontradas em individuos saudaveis,
frequentemente é descrita como um aumento em espécies potencialmente patogénicas,
diminuicdo de organismos considerados benéficos ou diminuicdo da diversidade alfa (Harper
et al., 2021). InfeccBes intestinais em aves causadas por virus € um dos principais fatores que
causam disbiose e disturbios da homeostasia imune, podendo resultar em infec¢bes secundarias

e pode envolver outros 6rgdos (Wickramasuriya et al., 2022).

Pesquisadores realizaram inoculagédo do virus da influenza aviaria (AIV) HOIN2 em aves
SPF com nove dias de idade e avaliaram a microbiota e a resposta inflamatdria do ileo dessas
aves (Li et al., 2018). Neste estudo, foram identificados niveis elevados de interferon gama
(TFNy) e IL-17A, além de disbiose da microbiota comensal com diminui¢do do nimero de
bactérias produtoras de acido lactico, como Lactobacillus, Enterococcus e Streptococcus, e um
aumento da populacédo de Proteobacterias patogénicas como Escherichia coli (Li et al., 2018).
Outro estudo obteve 0 mesmo resultado com aumento da abundéncia do filo Proteobacteria
apos a inoculacdo de AlIV HIN2 em aves SPF, demonstrando que a mudanca da microbiota
intestinal e a interrupcdo da homeostase microbiana do hospedeiro no intestino que pode ser
um dos mecanismos pelos quais a infeccdo pelo virus influenza é estabelecida nas aves de
producéo (Yitbarek et al., 2017).

Em outro estudo, os autores avaliaram o perfil da microbiota intestinal inicial no

duodeno e ceco de pintos ao nascimento (1 dia de idade) e a disbiose de bactérias associadas a
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infecgdo pelo virus a doenca de Newcastle. Os resultados foram o0 aumento tanto no duodeno
quanto no ceco de membros da microbiota como Sinobacteracea e Rhodoplanes e diminuigéo
de membros como Xanthomonadaceae e Cytophagacea (Cui et al.,, 2018). O género
Rhodoplanes pode ser um patdgeno envolvido em condigdes febris desconhecidas e pode causar

infeccdo local de quaisquer tecidos ou 6rgaos (Zhang et al., 2011; Cui et al., 2018).

O virus da doenca infecciosa da Bursa (IBDV) causa linfélise em tecidos linfoides
primarios como bolsa cloacal e imunodepressdao em tecido linfoide associado ao intestino
(Abaidullah et al., 2019). Pesquisadores investigaram o efeito da infeccdo do IBDV na
composigdo da microbiota de frangos de corte e observaram uma diminuic¢do na abundéncia do
membro Clostridium XIVa, que séo reguladores de linfécitos Treg colénicos, e o aumento de
Faecalibacterium, cuja funcdo em aves é desconhecida, mas em humanos demonstra ser um
marcador de salde intestinal, pois desordens intestinais levam a uma alteracdo dessa populagédo
de bactérias (Kubasova et al., 2018).

Nos ultimos anos alguns estudos investigaram o papel da microbiota intestinal contra
infecces virais sistémicas (Bavananthasivam et al., 2021; Yin et al., 2022). Um desses estudos
utilizou o virus da bronquite infecciosa nefropatogénica (IBV) como modelo de infecgdo para
descrever o impacto da microbiota de aves SPF tratadas com antibiotico, cuja microbiota sofreu
deplecdo (Yin et al., 2022). Os resultados mostraram uma resposta imune inata diminuida,
acompanhada por menor ativacdo de macrdfagos apés a infeccdo por IBV, o0 que esta
relacionado a diminuicdo da expressdo de genes estimulados por interferon (ISGs) no sangue
periférico e no baco. Além disso, Lactobacillus foi inoculado nas aves tratadas com o
antibidtico, o que lhes permitiu induzir a expressao de IFN-I em macrofagos por meio de seu
metabdlito exopolissacarideo (EPSs), recuperando a capacidade de resistir a infecgdo
nefropatogénica por IBV (Yin et al., 2022).

3.4.  Principais fatores que interferem na composi¢ao da microbiota intestinal das aves

comerciais

A composicdo da microbiota é influenciada por varios fatores, dentre esses, a genética
do hospedeiro. A existéncia da diferenca na fisiologia entre aves de aptidao para postura e de
aptiddo para corte resultou em uma discrepancia no crescimento desses animais, com um peso
corporal médio de galinhas poedeiras de 450 g em comparacdo com 2.800 g as 6 semanas de
idade em frangos de corte (Kers et al., 2018). Um estudo investigou as diferencas na
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composigdo e fungdo da microbiota cecal de frangos de corte comercial no dia do abate e
galinhas poedeiras com 120 dias. Neste estudo, Firmicutes e Bacteroidetes dominaram 0s
microbiomas dos frangos de corte e poedeiras no nivel de filo, mas houve diferencas na
abundancia. A nivel de género, poedeiras tiveram maior abundancia de Bacteroides enquanto
os frangos de corte tiveram maior abundéncia de Alistipes. A analise do perfil de funcbes
microbianas demonstrou que o metabolismo de carboidratos, metabolismo lipidico,
metabolismo de aminoacidos e biossintese e metabolismo de glicanos foram significativamente

mais abundantes em poedeiras do que em frangos de corte (Qi et al., 2019).

Além da genética, as diferencas das linhagens de aves de mesma aptiddo também
apresentam varia¢do na composicdo da microbiota. Foram compilados dados de estudos do
sequenciamento do gene rRNA 16S de amostras cecais que estavam disponiveis para duas
linhagens de frangos de corte. O filo Actinobacteria estd presente em todos os quatro estudos
com a linhagem Cobb (100%) e em trés de oito estudos com a linhagem Ross (38%) e o filo
Bacteroides estd presente em todos os quatro estudos com Cobb (100%) e em seis de oito
estudos com Ross (75%). Esses resultados sugerem que a linhagem influencia na composicéo
da microbiota, além disso, € provavel que os frangos de corte Cobb e Ross tenham uma
exposicao diferente a microbiota devido a diferencas no lote parental ou devido as diferencas

nas respostas imunes causadas pela diferenca genética (Schokker et al., 2015; Kers et al., 2018).

Estudos foram realizados comparando a microbiota de linhagens de aves comerciais
(VenCobb 400, Cobb400, Ross 308) com racas de aves de producdo de origem indiana
(Kadaknath, Aseel, Ghagus e Nicobari). As analises de metagenémica evidenciaram diferencas
na composicao e na abundancia da microbiota das duas categorias de aves avaliadas (Pandini
et al., 2018; Paul et al., 2021). Os autores concluiram que a descricdo da variacdo entre
linhagens comerciais globais e racas de origem indiana oferecem um painel de fenétipos da
microbiota que podem ser passiveis de selecdo genética para uso no melhoramento da raca
(Pandini et al., 2018).

Outro fator que pode influenciar na comunidade da microbiota comensal das aves de
producéo é o género. Os frangos machos tém melhor desempenho de crescimento do que as
fémeas sob o mesmo histdrico genético e dieta (Cui et al., 2021). Um estudo comparou a
microbiota cecal de aves machos e fémeas com aptiddo ao corte de mesma linhagem, na mesma
dieta e mesma idade. Os resultados revelaram que o0s géneros Bacteroides e Megamonas foram

mais abundantes nos frangos machos. A microbiota cecal dos machos indicou uma relagdo mais
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proxima com o metabolismo de glicanos, enquanto nas fémeas esteve mais relacionada com o
metabolismo lipidico. Esses achados revelaram a associacdo do desempenho de crescimento
das aves com a microbiota cecal que contribuiram para o metabolismo de glicanos e lipidios de

maneira dependente do género (Cui et al., 2021).

O uso de antimicrobianos na avicultura pode influenciar a composi¢do da microbiota
intestinal, na década de 1940 foram introduzidos na alimentagdo para acelerar o crescimento
animal, o que desempenhou um papel significativo na formacao e expansao da pecuaria em sua
escala atual. A producdo intensiva de alimentos de origem animal sustentou a crescente
demanda global por proteina animal, mas também levantou preocupaces sobre a selecdo para
resisténcia antimicrobiana (Plata et al., 2022).

O efeito dos antimicrobianos no sistema gastrointestinal das aves de producéo causa
uma reducdo na estabilidade da microbiota e também leva a uma reducdo da populacdo de

Lactobacillus no intestino (Clavijo e Florez, 2018).

Pesquisadores evidenciaram o efeito do coccidiostatico monensina e 0s promotores de
crescimento virginiamicina e tilosina na microbiota cecal de frangos de corte. A monensina
causou um efeito de deplecdo de membros como Roseburia, Lactobacillus e Enterococcus e
aumento de Coprococcus e Anaeroflum. Outro resultado importante foi o enriquecimento da
populagéo de E. coli nos tratamentos monensina/virginiamicina e monensina/tilosina, mas néo

no tratamento somente com monensina (Danzeisen, 2011).

O uso de antimicrobianos na pecuaria convencional contribui para o surgimento e
disseminacdo da resisténcia antimicrobiana em populacGes bacterianas. A administracdo de
antimicrobianos por meio de racao e agua potavel para um grande nimero de animais de uma
sO vez, pode ter contribuido para a reducdo da eficacia terapéutica de alguns antimicrobianos e
geragdo de bactérias multirresistentes. Frangos abrigam bactérias, incluindo patégenos
humanos, resistentes a varias classes de antimicrobianos, alguns dos quais sdo listados como
antimicrobianos de importéncia critica pela Organizacdo Mundial da Saude, como amoxicilina
do qual pertence a classe dos B-lactamicos (Laconi et al., 2022). Foi realizado um estudo para
catalogar os genes de resisténcia a antibiéticos (resistomas) no intestino de frangos. A analise
identificou Escherichia coli, Enterococcus, Staphylococcus, Klebsiella e Lactobacillus como
os principais hospedeiros dos genes de resisténcia tetX (tetraciclina), mcr (polimixina), e
blaNDM (betalactamase). Os pesquisadores sugeriram que Lactobacillus pode potencialmente
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atuar como um reservatorio de genes de resisténcia a antibioticos e podem desempenhar um
papel ativo na transferéncia desses genes para humanos através da cadeia alimentar (Yang et
al., 2022).

3.5.  Uso de probidticos e o efeito na microbiota intestinal das aves de produgéo

Os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem uma ampla variedade de
beneficios aos animais, tais como estimulacdo da resposta imune, manutencdo da fungédo da
barreira intestinal e prevencdo da invasao de patégenos no intestino (Leeson et al., 2012;
Yeoman et al., 2012; Kyoung Oh et al., 2017). Para um microrganismo ser considerado um
probiotico, devem possuir algumas caracteristicas: ter a capacidade de aderir as células
epiteliais, capacidade de colonizar e reproduzir-se no hospedeiro, capaz de sobreviver a
passagem pelo sistema gastrointestinal; resistente a acidez gastrica e ao conteudo da bile;
produzir metabolitos que inibem ou matam bactérias patogénicas. Além disso, deve permanecer
viavel sob condicdes de processo, producdo e armazenamento (Kabir, 2009; Clavijo e Flérez,
2018). Os probioticos podem influenciar o sistema imune no aumento dos niveis de citocinas e
anticorpos, estimular a capacidade da microbiota de produzir butirato, além disso reduz e
prevenir a colonizacdo por patdgenos entéricos por exclusdo competitiva e producdo de
substancias bacteriostaticas e bactericidas (Wei et al., 2013; Pan e Yu, 2014; Clavijo e Florez,
2018).

Pesquisadores investigaram em frangos de corte, de um dia de idade, a suplementacéo
de Bacillus subtilis em animais desafiados com Salmonella enterica subespécie enterica
sorovar Gallinarum, aos 32 dias, comparados com grupo de aves que nao receberam a
suplementacdo do probidtico. As aves desafiadas suplementadas com probiotico apresentaram
uma abundancia do filo Firmicutes (>80%) seguida por Bacteroidetes e Proteobacteria, além
do género Lactobacillus, enquanto o grupo sem suplemento teve aumento do filo
Proteobacteria, géneros Turicibacter, Enterobacteriaceae ndo classificada, Bacteroides e
diminuicdo de Firmicutes e do género Lactobacillus. Esses resultados mostram que a
suplementacdo com B. subtilis aumentou a abundancia de microrganismos benéficos

contribuindo para a saude intestinal (Kyoung Oh et al., 2017).

Outro estudo avaliou o efeito da suplementagdo probidtica com Lactobacillus
acidophilus em frangos de corte desafiados com Clostridium perfringens tipo A. A
administracdo de L. acidophilus teve um efeito significativo no aumento da abundéncia de

bactérias benéficas como Lactobacillus e elevacdo na concentracdo de lactato e butirato e
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diminuicdo da abundancia relativa de patdégenos como Escherichia-Shigella. No grupo
desafiado com C. perfringens sem suplementacao probiotica o resultado foi contrério. Esses
resultados sugerem que o probiotico utilizado ajuda a restaurar a comunidade microbiana

interrompida pela infeccdo por C. perfringens (Li et al., 2017).
3.6. Importéancia da microbiota na nutricdo em aves de producao

Os carboidratos da dieta mais facilmente digeriveis sdo digeridos e absorvidos pela ave
no intestino delgado, os carboidratos indigestiveis e carboidratos residuais séo digeridos pelas
bactérias que residem no intestino grosso (Pan e Yu, 2014). O microbioma produz enzimas
capazes de degradar polissacarideos da dieta. Essas enzimas sdo essenciais para as aves
comerciais que ndo possuem 0s genes para as enzimas glicosideo hidrolase, polissacarideo
lipase e carboidrato esterase, que sdo necessarias para facilitar este processo de degradacao dos
polissacarideos (Yeoman et al., 2012). Essas bactérias hidrolisam polissacarideos indigeriveis,
oligossacarideos e dissacarideos que podem entdo ser fermentados pelas bactérias intestinais,
produzindo SCFAs, principalmente acetato, propionato e butirato (Pan e Yu, 2014). O acetato
é o principal SCFA produzido em aves seguido pelo propionato e butirato. As concentraces
de butirato sdo de particular significado fisiol6gico, uma vez que este SCFA é a fonte de energia
primaria do epitélio do célon e é essencial para a homeostase dos colondcitos e o
desenvolvimento da morfologia das vilosidades intestinais (Yeoman et al., 2012). Os SCFAs
podem regular o fluxo sanguineo intestinal, estimular o crescimento e a proliferacdo de
enterdcitos, regular a producdo de mucina e modular as respostas imunes intestinais (Pan e Yu,
2014).

A microbiota do ceco desempenha um papel no metabolismo do nitrogénio do
hospedeiro, que esta altamente associado a eficiéncia das aves em extrair energia dos alimentos.
O é&cido urico e as fezes misturados na cloaca podem ir para o ceco devido ao peristaltismo
retrégrado, onde a bactéria converte o acido urico em amonia, que € utilizado pelo hospedeiro
para sintetizar aminoacidos como a glutamina (Bindari e Gerber, 2021). A maioria das proteinas
e vitaminas produzidas por essas bactérias sdo perdidas durante a excrecao, pois a maioria das
bactérias intestinais sdo encontradas no ceco e este 6rgdo € incapaz de digerir ou absorver
proteinas (Clavijo e Flérez, 2018). A utilizagdo de proteinas bacterianas é possivel quando os
frangos sdo alojados em pisos duros, onde a coprofagia (ingestdo de fezes) pode ocorrer e as
proteinas bacterianas podem ser digeridas e absorvidas no intestino delgado (Pan e Yu, 2013).
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As aves, de maneira reciproca, podem fornecer nutrientes as bactérias intestinais. No
caso, a mucina produzida por células caliciformes no intestino € uma importante fonte de
carbono, nitrogénio e energia para bactérias comensais e patdégenos semelhantes (Clavijo e
Fldres, 2018). A presenca de bactérias degradadoras de mucina esté associada a satde intestinal,
pois exercem pressao seletiva sobre bactérias que ndo podem aderir a superficie da mucosa. As
bactérias que podem degradar mucinas, inclui algumas espécies de Bifidobacterium,
Bacteroides e Akkermansia muciniphila, as quais sdo capazes de se fixar a camada de muco e

secretar enzimas especificas para a degradacdo da mucina (Pan e Yu, 2014).

A dieta tem uma influéncia importante na composic¢éo da microbiota intestinal e ambos,
a composicdo da dieta e a forma fisica do alimento (pellet ou triturada), influenciam a
digestibilidade e a absorcdo de nutrientes no intestino (Bindari e Gerber, 2021). Frangos de
corte alimentados com racdo a base de trigo na forma de pellets, apresentam aumento da
concentracdo de coliformes e enterococos no ileo e C. perfringens no ceco em comparagdo com
a mesma racao na forma de farelo (Engberg et al., 2002). Comparado ao trigo moido na forma
de pellets, a alimentacdo com trigo integral resultou na reducdo de C. perfringens e
enterobactérias negativas para lactose e aumento do nimero de Bifidobacterium e diversidade
bacteriana no ceco (Engberg et al., 2004; Bindari e Gerber, 2021). Altos niveis de Lactobacillus
spp. foram encontrados em todo o sistema intestinal em frangos alimentados com trigo integral

em comparacdo com frangos alimentados com pellets de trigo moido (Engberg et al., 2004).

O trigo é um grdo de menor digestibilidade pelo animal, e acaba sendo substrato para
fermentacdo das bactérias benéficas que, em grande quantidade, inibem linhagens de bactérias
indesejaveis (Macari et al., 2014). O sorgo adicionado na dieta quando o animal € jovem, cria
uma pelicula sobre a mucosa, ajudando na protecdo contra patégenos; porém, quando fornecido
por um longo periodo gera maior descamacdo da mucosa €, com isso, menor capacidade do
hospedeiro em responder a colonizacdo por patégenos, colaborando com sua proliferacéo.
Fatores como a aderéncia das bactérias as particulas do grdo no limen e diferencas na facilidade
de degradacdo pelas enzimas do animal podem estar ligados a estes resultados (Macari et al.,
2014).

Galinhas alimentadas com uma dieta a base de centeio apresentaram niveis aumentados
de coliformes no duodeno e ileo e niveis aumentados de bactérias lacticas no ceco, duodeno e
ileo em comparacdo com galinhas alimentadas com uma dieta a base de milho (Tellez et al.,
2014). Dietas com altos niveis de polissacarideos ndo digeriveis, hidrossollveis e nao

amilaceos, farinhas de peixes e farinhas de carnes, tem sido associadas com o aumento da
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proliferacdo de C. perfringens, predispondo a enterite necrotica das aves (Timbermont et al.,
2011; Bindari e Gerber, 2021). Alguns desses efeitos podem estar relacionados a diferencas na
viscosidade da digesta, e diminuicao da digestibilidade dos nutrientes. Além disso, dietas ricas
em proteinas contendo concentracdes relativamente altas de proteinas pouco digeriveis levam
a um prolongamento do tempo de transito intestinal, cujos fatores fornecem substrato e facilita
a colonizacdo de bactérias patogénicas no intestino delgado, incluindo C. perfringens
(Timbermont et al., 2011).

3.7.  Sindrome do definhamento e refugagem em pintinhos frangos de corte

Doencas entéricas tém sido descritas em pintinhos, com perdas econémicas relevantes.
Sdo caracterizadas por diarreia, atraso no crescimento e no ganho de peso, além do aumento de
mortalidade (Saif, 2003; Kaithal et al., 2016). Apesar da existéncia de varias pesquisas para
elucidar a causa da doenca entérica, os agentes ndo foram completamente definidos (Kim et al.,
2020).

No final dos anos 70 foram documentados os primeiros relatos de uma doenca em
frangos jovens caracterizada notavelmente por pesos corporais reduzidos. Desde entéo,
numerosas publicacBes relatam essa doenca que implica na reducdo do ganho de peso em
pintinhos (Montgomery et al., 1997; Hauck et al., 2016). Esta condigédo recebeu diferentes
denominagdes como enterite coronaviral, sindrome de ma digestéo, sindrome de mé absorcéo,

sindrome do definhamento e refugagem e enterite viral (Kaithal et al., 2016).

A RSS é uma doenca entérica caracterizada por diarreia leve a moderada que resulta em
atraso no crescimento, compromete o ganho de peso e causa deformidade das penas das aves
acometidas (Kang et al., 2012; Kang et al., 2018). As les6es macroscdpicas sao caracterizadas
por serosa do intestino delgado mais esbranquicada que o normal, limen distendido e conteddo
aquoso, mucoide ou espumoso (Hauck et al., 2016). Na microscopia, a lesdo caracteristica foi
denominada por alguns autores como enteropatia cistica (Otto et al., 2006; Sellers et al., 2010).
Esta lesdo ocorre porque as células que revestem as criptas sofrem necrose com desprendimento
e acumulo no limen, causando dilatacdo e o epitélio de revestimento torna-se achatado. A
gravidade dos sinais clinicos pode depender da extenséo da atrofia das vilosidades resultante
da perda epitelial e diminuicdo da renovacédo celular (Zekarias et al., 2005). A definicdo do
agente viral e a patogénese das lesdes intestinais ainda ndo foram completamente esclarecidas;
no entanto, 0 aumento da apoptose das células epiteliais que revestem as vilosidades e criptas
tem sido relatado (Zekarias et al., 2005; Kang et al., 2012).
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A etiologia da RSS foi relacionada a uma variedade de agentes virais, tais como
parvovirus das galinhas (ChPV) (Zekarias et al., 2005; Bidin et al., 2011; Palade et al., 2011;
Zsak et al., 2013; Mettifogo et al., 2014; Koo et al., 2015; Devaney et al., 2016), reovirus (ARV)
(Goodwin et al., 1993; Montgomery et al., 1997; Pantin-Jackwood et al., 2008; Banyai et al.,
2011; Rios et al., 2012; Davis et al., 2013; Mettifogo et al., 2014; Devaney et al., 2016),
rotavirus aviario (AvRV) (Otto et al., 2006; Pantin-Jackwood et al., 2008; Otto et al., 2012;
Rios et al., 2012; Mettifogo et al., 2014), astrovirus das galinhas (CAstV) (Pantin-Jackwood et
al., 2006; Smyth et al., 2009; Todd et al., 2009; Smyth et al., 2010; Canelli et al., 2012; Kang
et al., 2012; Mettifogo et al., 2014; Devaney et al., 2016), virus da bronquite infecciosa das
galinhas (IBV) (Montgomery et al., 1997; Mettifogo et al., 2014; Devaney et al., 2016; Hauck
et al., 2016) e virus da nefrite aviaria (ANV) (Mandoki et al., 2006; Pantin-Jackwood et al.,
2006; Pantin-Jackwood et al., 2008; Hewson et al., 2010; Canelli et al., 2012; Mettifogo et al.,
2014; Devaney et al., 2016), birnavirus (Marguerie et al., 2011; Noiva et al., 2015), calicivirus
(Wolf et al., 2011; Devaney et al., 2016), adenovirus (Roussan et al., 2012; Mettifogo et al.,
2014) e outros virus pertencentes as familias Picornaviridae, Siphoviridae e Myoviridae

(Devaney et al., 2016), tem sido implicado.
3.8.  Agentes Etioldgicos:
3.8.1. Rotavirus aviario

O Rotavirus aviario € um dos principais agentes etiol6gicos das enterites virais em
humanos e em outros mamiferos (Franco e Greenberg, 2009). O Rotavirus humano foi
identificado pela primeira vez em 1973 (Bishop et al., 1973). Esse virus também infecta aves,
numerosas pesquisas sobre a incidéncia do virus ttm demonstrado que lotes de aves comerciais
sdo frequentemente infectadas (Rios et al., 2012; Otto et al., 2006; Pantin-Jackwood et al., 2007;
Reynolds et al., 1987; Takase et al., 1990). O rotavirus das aves foi identificado em 1977 nos

Estados Unidos por microscopia eletronica (Bergeland et al., 1977).

O Rotavirus aviario pertence a familia Reoviridae, ndo envelopado, esférico com o
didametro de aproximadamente 70nm. O genoma é delimitado por um capsideo de camada tripla
com aparéncia caracteristica de “roda” quando Visto por microscopia eletrénica. O genoma €
composto por 11 segmentos lineares de RNA de fita dupla. Cada segmento de RNA consiste
em um Open Reading Frame (ORF) que codifica uma Unica proteina. A replicacdo e montagem
dos rotavirus ocorre no citoplasma com particulas virais frequentemente encontradas dentro de

vacuolos (Guy, 1998).
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Com base nos sitios antigénicos localizados no capsideo interno da proteina VP6, os
rotavirus foram classificados em oito grupos (A- H) (Estes & Cohen 1989; Estes & Kapikian,
2007). Os grupos A e D tem sido relatados predominantemente em varias espécies de aves
doentes, enquanto o grupo F e G tem sido relatado ocasionalmente (Otto et al., 2006; 2012;
Kindler et al., 2013; Beserra e Gregori, 2014). A principal manifestacdo clinica da doenca
causada por estes virus é diarreia, diminui¢cdo do ganho de peso, desidratacdo e aumento da
mortalidade (McNulty, 1997). O primeiro relato que sugeriu o envolvimento do rotavirus grupo
D na RSS foi em aves comerciais de campo entre 5 a 14 dias. As técnicas utilizadas foram PCR,
microscopia eletronica e histologia. Nestas aves foram observados sinais de RSS e atrofia
intensa das vilosidades intestinais (Otto et al., 2006).

A transmissdo do rotavirus € oro-fecal sendo eliminado pelas fezes (McNulty, 1997).
N&o ha relatos da transmissdo vertical até 0 momento (Dhama et al., 2015). A replicacdo do
rotavirus ocorre no epitélio maduro das vilosidades do intestino delgado (McNulty,1997). O
pico maximo de excre¢do do virus ocorre nas fezes 2 a 5 dias apds a infeccdo (McNulty, 1983).
A diarreia ocorre devido a destruicdo de enterdcitos das vilosidades e devido a substituicdo por
células epiteliais imaturas das criptas (Moon, 1978). Consequentemente, ha falta das
dissacaridases e piora na capacidade de absorcdo resultando em diarreia, devido ao efeito de
malabsorcdo e ma digestdo (Moon, 1978). Ainda ndo foi desenvolvida uma vacina comercial
contra rotavirus aviario, devido a dificuldade da alta variacdo antigénica do virus (Dhama et al.,
2015).

3.8.2. Astrovirus das galinhas

Os astrovirus sdo virus pequenos, redondos e ndo envelopados, com sentido positivo,
genoma de RNA de fita simples e pertencem a familia Astroviridae (Kang., 2018). Este virus
tem sido associado com enterite aguda em mamiferos e aves incluindo perus e pintinhos;
hepatite letal em patos, sindrome do “pintinho branco” e nefrite em galinhas (Schultz-Cherry,
2013). Em galinhas, ha varias astroviroses denominadas como Astrovirus das galinhas
(CkAstV), e Virus da nefrite das galinhas tipo 1 (ANV1), ANV2 e ANV3 (Imada et al., 2000;
Canelli et al., 2012).

O astrovirus tem sido associado com doenga de mal absorcdo ou RSS em frangos de
corte e consequentes problemas de crescimento do lote e a sindrome do pintinho branco (Canelli
et al., 2012; Kang et al., 2012; Smyth et al., 2013). Nas Gltimas décadas uma condicéo de

eclodibilidade, denominada “sindrome do pintinho branco”, foi observada em pintinhos de
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corte em varios paises como Finlandia, Noruega, Suécia, EUA e Canada. Os pintinhos
acometidos apresentam fraqueza e coloracgdo clara e raramente sobrevivem mais de 24 horas
apos a eclosao (Smyth et al., 2013). Recentemente foi identificado por analise molecular que o
astrovirus das galinhas é o agente etiologico responsavel por essa condicdo. Além disso,
concluiram que reprodutores naturalmente infectados com o astrovirus das galinhas durante a
postura transmitem verticalmente o virus para progénie, prejudicando o desenvolvimento do
embrido e reduzindo a eclodibilidade (Smyth et al., 2013). Os sinais clinicos e lesdes sdo
pintinhos brancos que compartilham caracteristicas similares da RSS, como definhamento,
deficiéncia no desenvolvimento e fraqueza e penas anormais, incluindo lesdes nos rins e figado
(Smyth, 2017). Os pintinhos acometidos apresentam penugens mais claras a brancas,
ocasionalmente com penugens castanhas na cabeca e pescoco, o figado com coloragéo verde a
acastanhado (Smyth et al., 2009; French et al., 2016; Schlegel et al., 2016; Stayer et al., 2016;
Long et al., 2017). Lesdes histolégicas incluem proliferacéo biliar, colangite, fibrose peribiliar,
estase biliar, necrose hepatica e aumento da quantidade de granulopoese extramedular hepatica
(Smyth et al., 2009; Schlegel et al., 2016; Long et al., 2017).

Pesquisadores caracterizaram trés isolados do astrovirus aviério em frangos de corte
com a sindrome do definhamento e refugagem (Baxendale e Mebatsion, 2004). Vérios fatores
complexos estdo provavelmente envolvidos na manifestacdo da doenca como coinfecgdes com
outros patdgenos, tempo de infeccdo, carga viral e presenca ou auséncia de anticorpos maternos
(Smyth, 2017). Um estudo detectou o astrovirus das galinhas em pintinhos de um dia de idade,
sugerindo transmisséo vertical (Mettifogo et al., 2014).

A reproducdo experimental do astrovirus das galinhas foi realizada pela primeira vez
utilizando pintinhos de um dia de idade. De acordo com os dados experimentais, esse agente
pode ser a causa ou uma das causas da sindrome do definhamento e da refugagem. Foi detectada
a replicacdo do astrovirus das galinhas na dilatacdo cistica das criptas evidenciando pela

primeira vez, experimentalmente, a associa¢do de um virus com a lesdo RSS (Kang et al. 2018).

3.8.3. Parvovirus das galinhas

O parvovirus é frequentemente associado a doencas intestinais e acomete varias espécies
de aves, como galinhas e perus (Zsak, 2015). O parvovirus das galinhas apresenta uma
composigdo gendmica diferente quando comparada a dos parvovirus de outros vertebrados.

Também s&o distantes de outros parvovirus das aves. Sendo, mais proximo do parvovirus dos
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perus, sugerindo que este virus tenha um ancestral comum, devido a adaptacdo evolutiva (Day
e Zsak, 2010).

O Parvovirus das galinhas é atualmente classificado dentro da subfamilia Parvovirinae
da familia Parvoviridae (Cotmore et al., 2014). Esses virus sdo pequenos (18-26nm de
didmetro), ndo envelopado com simetria icosaédrica. O genoma é composto de fita Unica de
DNA com 5.257 nucleotideos. Codifica duas proteinas, uma proteina nao estrutural (NS) e uma
proteina que constitui o capsideo viral (VC) (Day e Zsak, 2010). O parvovirus das galinhas foi
descrito pela primeira vez em 1984, quando particulas virais foram observadas em microscopia

eletrbnica nos enterdcitos em aves com atraso de crescimento (Kisary et al., 1984).

A infeccdo pelo parvovirus das galinhas foi realizada experimentalmente em aves
comerciais, nas quais foram observados sinais da RSS ap6s sua inoculagdo. Esse foi o primeiro
relato que descreveu a replicagdo deste virus, em animais com sinais de RSS, e confirmaram
que as células alvo estdo localizadas no intestino, por imuno-histoquimica (Zsak et al., 2013).
No Brasil, foi identificado o parvovirus das galinhas e outros virus acometendo lotes de
pintinhos com alteracfes entéricas como diarreia (Mettifogo et al., 2014), contudo, ndo foram
avaliadas lesGes histoldgicas nessas aves. Estudos realizaram coleta por suabe cloacal de
animais com RSS e animais saudaveis e 0 genoma do parvovirus das galinhas foi detectado em
todas as amostras, porém, a carga viral dos animais com RSS foi significativamente alta
(Flincker et al., 2016). As aves infectadas excretam elevadas concentrac@es de particulas virais
nas fezes, a partir de 4 dias de idade, podendo resultar em transmissao horizontal rapida de ave
para ave (Zsak e Day, 2010). A transmissdo vertical ndo estd totalmente esclarecida, mas
publicacGes sugerem a sua existéncia, devido a infectividade do virus em pintinhos nos

primeiros dias de vida (Tarasiuk et al., 2012).
3.8.4. Reovirus

O reovirus das aves tem sido associado com uma variedade de doengas, incluindo
artrite/tenosivite viral, sindrome da malabsor¢do, RSS, atraso do crescimento, pericardite,
miocardite, enterite e imunodepressdo (Heide et al., 1981; Rosenberger et al., 1991). O reovirus
das aves pertence ao género Orthoreovirus e familia Reoviridae possuindo 10 segmentos de fita
dupla de RNA. O virion é ndo-envelopado, icosaédrico, com dupla camada e mede
aproximadamente 80 nm de didmetro (Jones, 2013).

Em uma pesquisa foi relatado que isolados do reovirus causaram sinais discretos de

enterite, com alteracbes microscopicas como degeneracdo vacuolar e descamacdo de
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enterdcitos no intestino, principalmente no segmento do jejuno e ileo. Nenhum dos isolados
causaram diminuicdo no ganho de peso. Por isso, ndo foi possivel concluir que o reovirus das
aves € 0 agente primario para a sindrome da ma absorcdo (Songserm et al., 2003). Outros
estudos experimentais com isolados virais, de aves de corte naturalmente infectadas e
apresentaram sinais clinicos de sindrome de ma absorcao, induziram atraso no ganho de peso e
lesBes intestinais como infiltrado inflamatdério na lamina prépria e atrofia das vilosidades
intestinais do duodeno e jejuno, porém outros virus ndo foram pesquisados nas aves de corte
naturalmente infectadas (Vertommen et al., 1980; Van der Heide et al., 1981; Rekik et al.,
1991). A infeccdo pelo reovirus pode potencializar a infeccdo por coccideos, como
Cryptosporidium baileyi causando diminuicdo significativa no ganho de peso e infeccdo
sistémica (Ruff & Rosenberger, 1985; Guy et al., 1988). EXxistem vacinas comerciais para
reovirus das aves, porém podem ndo proteger contra a RSS devido a possivel etiologia multipla
(Jones, 2013). A transmissdo horizontal ocorre pela rota oral-fecal, e tem sido relatada a
transmisséo vertical, resultando em tenossinovite na progénie (Van der Heide e Kalbac, 1975).

3.8.5. Virus da bronquite infecciosa

O virus da bronquite infecciosa é um Gammacoronavirus da familia Coronaviridae. E
envelopado com uma forma redonda a polimdrfica. As particulas do virus tém
aproximadamente 120 nm de didmetro com projecdes de superficie (Spikes) com cerca de 20
nm de comprimento, o que da ao virus uma aparéncia “como coroa” (Jackwood e Wit, 2013).
O genoma do virus € RNA linear de sentido positivo de cadeia simples, cuja glicoproteina spike
(S) € proteoliticamente processada em duas cadeias peptidicas ndo covalentemente ligadas e
designadas S1 e S2 (Chacén et al., 2014).

O alvo primério do virus da bronquite infecciosa das aves sdo células epiteliais do
sistema respiratorio superior, predominantemente da traqueia, resultando em sinais
respiratorios. Em aves de todas as idades, os sinais clinicos incluem letargia, lacrimejamento,
tosse, espirros e estertores traqueais (Raj and Jones, 1997; Cavanagh e Gelb, 2008). No entanto,
0 virus da bronquite infecciosa das aves também se replica nas células epiteliais ciliadas dos
rins, sistema reprodutivo e intestinal produzindo nefrite grave, distdrbios reprodutivos em
machos e fémeas, queda na producdo e qualidade dos ovos e baixa taxa de crescimento (Cook
e Huggins, 1986; Cavanagh e Gelb, 2008). A transmissdo horizontal ocorre por inalagdo ou
ingestdo de particulas virais e a transmisséo vertical néo foi relatada (Jackwood e De Wit,
2013).
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Foram caracterizados seis isolados do virus da bronquite infecciosa em aves com sinais
respiratérios e um desses isolados era incomum, pois foi isolado de vérias partes do sistema
digestivo por até 21 dias apds inoculacdo e no duodeno até 28 dias (EI-Houadfi et al.,1986).
Este isolado causou lesbes discretas como descamacdo das células epiteliais do topo das
vilosidades ehiperemia da camada da submucosa do reto, mas néo no intestino delgado (Ambali
e Jones, 1990; Ambali, 1992).

3.8.6. Familia Picornaviridae

Os membros da familia Picornaviridae sdo pequenos, ndo envelopados, genoma RNA
de fita simples com aproximadamente 7-9Kb. Todos os genomas do picornavirus codificam um
unico ORF, do qual uma poliproteina longa é traduzida e clivada por proteases codificadas por

virus para producdo de proteinas virais estruturais e ndo estruturais (Knowles et al., 2011).

A familia Picornaviridae inclui mais de 30 géneros e mais de 75 espécies (Zell et al.,
2017). Pelo menos 13 géneros de picornavirus tém sido identificados em aves. Os descritos
com maior frequéncia como agentes de doencas em espécies avicolas sdo o virus da
encefalomielite aviaria (AEV-1, género Tremovirus), virus da hepatite A de pato (género
Avihepatovirus), hepatite viral dos perus e varios membros potenciais do género Enterovirus
(Day e Zsak, 2016).

A encefalomielite aviaria (AEV) é causada pelo virus que € a Unica espécie do género
Tremovirus da familia Picornaviridae (Hauck et al., 2017). O AEV foi relatado pela primeira
vez em 1932 como disturbio nervoso em galinhas com tremores pronunciados e rapidos da
cabeca e pescoco, em alguns casos, com ataxia. Os sinais clinicos pioravam quando as galinhas

ficavam agitadas, mas desapareciam durante o sono (Jones, 1932).

Em surtos de ocorréncia natural, por volta de 1-2 semanas de idade, os pintinhos
apresentam opacidade nos olhos, seguida por uma ataxia progressiva por falta de coordenacéo
dos musculos e tremores evidentes da cabeca e do pescoco, cuja frequéncia e magnitude podem
variar. Agitar ou perturbar os pintinhos pode causar o tremor, que pode continuar por periodos
variaveis e se repetir em intervalos irregulares. A ataxia geralmente progride até que o filhote
seja incapaz de se mover, e este estagio e seguido por inani¢do, prostracdo e, finalmente, morte
(Calnek, 2008).

Em condigdes naturais, AEV ¢é uma infeccdo enterica. A via oral € a porta de entrada

para o virus que sdo eliminados nas fezes por um periodo de aproximadamente 2 semanas em
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pintinhos e até 5 dias em adultos (Westburey e Sinkovic, 1978). A cama infectada é uma fonte
para o virus ser facilmente transmitido horizontalmente ou através de fomites. A infecgdo se
espalha rapidamente de ave para ave dentro do galpéo (Calnek et al., 1960; Folkers et al., 1976).
A transmissao vertical € um meio muito importante de disseminacao do virus como demonstrou
um estudo em que embrides e pintinhos estavam infectados ap6s a infeccdo experimental em

reprodutores (Calnek et al., 1960).

A hepatite viral dos perus € uma doenca caracterizada por inflamacdo do figado de
perus, podendo acometer o pancreas. As lesbes mais frequentes séo necrose multifocal em
ambos os o6rgdos e microscopicamente, as lesdes sdo caracterizadas por infiltracGes
mononucleares focais e necrose parenquimatosa focal (Guy, 2008; Hauck et al, 2014). Em
2011, um novo picornavirus foi identificado por pirosequenciamento como o provavel agente
causador da Hepatite viral dos perus (Honkavuori et al., 2011). A transmissdo ocorre em contato
direto e indireto. A via oro-fecal parece ser a principal via de transmissdo. Presume-se que 0
virus da hepatite dos perus pode ser transmitido verticalmente, embora evidéncias
experimentais de transmissdo vertical ainda ndo existam (Hauck et al., 2014). A doenca parece
ser mais prevalente no inverno, provavelmente devido ao fato do frio favorecer a sobrevivéncia

do virus no meio ambiente (Hauck et al., 2014).

Pesquisas realizaram andlises dos conteudos e suabes intestinais de galinhas e perus e
identificaram um novo picornavirus denominado Gallivirus A, o qual é uma espécie do género
Gallivirus. Sequéncias parciais do genoma desse picornavirus foram detectadas em galinhas e
perus (Farkas et al., 2012). O genoma completo do Gallivirus A foi descrito em perus na
Hungria (Boros et al., 2012).

Outro estudo descreveu pela primeira vez um novo picornavirus presente na cloaca de
galinhas comerciais, de Hong Kong, com idades entre 60 a 80 dias. Foram coletados suabes do
ceco e analisado pela reacdo da transcriptase reversa seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) seguido por sequenciamento genético e realizado a anélise filogenética.
A anélise de oito genomas de diferentes clados revelou sete picornavirus diferentes, incluindo
seis novas espécies de picornavirus dentre essas uma nova espécie denominada Chicken
Gallivirus 1 (Gallivirus) (Lau et al., 2014).

Um estudo recente utilizando ISH e NGS, detectou o Gallivirus no jejuno de pintinhos
com enterite em propor¢do significativamente maior em comparagdo aos pintinhos com

auséncia de enterite. Este foi o primeiro estudo que encontrou o Gallivirus na mucosa intestinal
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em quantidade significativamente maior em pintinhos com enterite comparado a pintinhos sem
enterite (Oliveira, L. 2021).

3.9. Deteccdo dos virus entéricos

Pesquisadores isolaram o virus da bronquite infecciosa, reovirus e bactérias no sistema
digestivo de frangos de corte que estavam com a condi¢cdo RSS (Montgomery et al., 1996). O
antigeno do virus da bronquite infecciosa foi detectado no citoplasma das células do duodeno,
jejuno, reto/cloaca, proventriculo e pancreas em frangos de cortes naturalmente infectados
apresentando RSS. Além disso, foram observadas altera¢cdes microscopicas em todo o intestino
(Hauck et al., 2016).

S&0o poucos os estudos que realizaram a associacdo da presenca do agente infeccioso
com as alteracdes histoldgicas e a deteccdo do agente etioldgico in situ. Em um desses estudos,
0 RNA do astrovirus das galinhas foi detectado no epitélio das vilosidades intestinais em perus
infectados (Koci et al., 2003). Em pintinhos, um estudo experimental avaliou a replicacdo do
astrovirus in situ em momentos diferentes da infecgdo. Nas primeiras horas apos a inoculacao
o virus foi detectado nas células do epitélio das vilosidades, dias depois o virus foi identificado

no epitélio das criptas intestinais (Kang et al., 2018).

Alguns dos virus associados com RSS sdo dificeis para cultivar no laboratério, pois a
pesquisa usando técnicas convencionais € laboriosa (Todd et al., 2010). Contudo, pode-se usar
um método de maior abordagem e abrangéncia como o sequenciamento de alto rendimento para
examinar o viroma entérico (Day et al., 2010). Muitas pesquisas estdo empregando com sucesso
0 NGS, a qual € uma ferramenta que caracteriza a microbiota de amostras de ambientes
complexos. Usando a técnica de NGS, pode-se obter um amplo nimero de sequencias
permitindo a analise metagenémica comparativa entre as amostras para identificar os principais
patdgenos presentes no intestino e que poderiam estar relacionados a doenca entérica aviaria
(Devaney et al., 2016; Lima et al., 2019; Kim et al., 2020). No Brasil, Lima et al. (2019)
realizaram andalise metagendmica utilizando somente as fezes de frangos de corte saudaveis e
frangos com sinais de RSS. Mas, ndo foi possivel associar nenhum virus ou virus em particular
a RSS.

De forma similar no Brasil, Mettifogo et al. (2014), investigaram os agentes virais em
aves de producdo com sinais de doenca entérica pelo método de PCR das fezes. O estudo
demonstrou uma diversidade de virus presentes em animais com sinais clinicos de RSS. Os

virus mais detectados foram Virus da bronquite infecciosa das galinhas, Virus da nefrite das
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galinhas, Astrovirus das galinhas, Rotavirus, Reovirus e Adenovirus tipo I. Contudo, nessas

aves, a avaliagdo microscépica intestinal ndo foi realizada.

Um estudo similar, determinou a ocorréncia dos virus entéricos em lotes de aves em
diferentes regides geograficas do Brasil pela técnica de PCR e RT-PCR (De La Torre et al.,
2018).

A causa especifica da RSS, se possui o envolvimento de um virus ou mais ainda é
incerta. Os virus entéricos sdo geralmente a causa da maioria das lesdes primarias ao intestino
de aves jovens. A infeccdo viral pode fornecer a outros agentes, especialmente bactérias e
fungos, um meio para replicar, aderir e penetrar nas células, causando mais danos (Saif, 2013).
Além disso, fatores ndo infecciosos, como baixa imunidade, nutricdo, ambiente e manejo
inadequados, podem ter uma influéncia marcante no curso e na gravidade da doenca (Barnes et
al., 2000).

O método mais eficiente para controlar as doencas entéricas € impedir a transmissao,
com esforgos visando melhorar a limpeza, desinfeccdo e biosseguridade, além da limitagdo do

fluxo de pessoas nas granjas (Barnes et al., 2000).
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CAPITULO |

AlteracOes da microbiota intestinal de frangos de corte com a sindrome do definhamento

e refugagem

4. INTRODUCAO

As doencas entéricas sdo causas relevantes de perdas econémicas na industria avicola
em todo o mundo. S&o caracterizadas por diarreia, atraso no crescimento e ganho de peso, além
de mortalidade acima do normal (Saif, 2003; Kaithal et al., 2016). As doencas entéricas virais
das aves tém se mostrado muito dificeis de reproduzir experimentalmente com indculos virais
definidos, portanto, os agentes ainda ndo foram completamente definidos (Rebel et al., 2006;
Day e Zsak, 2013).

No final dos anos 70, foram documentados dois relatos (Olsen, 1977, Kouwenhoven et
al, 1978) de uma doenca em frangos jovens caracterizada notavelmente por pesos corporais
reduzidos. Desde entéo, numerosas publica¢des relatam essa doenca que implica na redugéo do
ganho de peso em pintinhos (Montgomery et al., 1997; Hauck et al., 2016). Esta condicao
recebeu diferentes denominacGes como enterite coronaviral, sindrome de méa digestao,
sindrome de mé absorcéo, sindrome do definhamento e refugagem (RSS, Runting and Stunting
Syndrome) e enterite viral (Kaithal et al., 2016). Os principais sinais clinicos sdo atraso no
crescimento e apatia, seguido de diminuicdo da ingestdo de alimentos, diarreia,
desenvolvimento anormal das penas e mortalidade (de Oliveira et al., 2021). As lesdes
macroscopicas sdo caracterizadas por serosa do intestino delgado mais esbranquicada que o
normal, limen distendido por contetido aquoso, mucoide ou espumoso (Hauck et al., 2016). Na
microscopia, ha dilatacdo das criptas com achatamento do epitélio (enterite cistica) e atrofia e
fusdo das vilosidades do intestino delgado. A lamina propria contém infiltrados de heterdfilos,

macrofagos e linfocitos (Goodwich et al., 1993, Kang et al., 2012, de Oliveira et al., 2021).

A definicdo do agente viral ainda ndo foi completamente esclarecida, mas um nimero
consideravel de virus tem sido associado com a RSS causando os sinais clinicos da doenga, tais
como: astrovirus das galinhas (Kang et al., 2018), coronavirus (Hauck et al, 2016), parvovirus
das galinhas (Zsak et al., 2013), reovirus aviario (Goodwich et al., 1993), rotavirus aviario (Otto
et al., 2006; Pantin-Jackwood et al., 2008), Gallivirus (de Oliveira et al., 2021), calicivirus
(Wolf et al., 2011; Devaney et al., 2016), virus da nefrite aviaria (ANV) (Mandoki et al., 2006;
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Pantin-Jackwood et al., 2006; Pantin-Jackwood et al., 2008), virus pertencentes as familias
Picornaviridae, Siphoviridae e Myoviridae (Devaney et al., 2016). Os virus entéricos induzem
danos a mucosa, que pode fornecer uma porta de entrada para outros patdgenos potenciais,
como Escherichia coli e Salmonella spp. Tais lesdes também podem promover a aderéncia
gastrointestinal de patdgenos como resultado da perda dos mecanismos de defesa normais
como, glicocélice, mucina e microvilosidades (Guy, 1998).

O sistema intestinal das aves abriga uma complexa e dindmica comunidade microbiana
consistindo principalmente de bactérias (Wei et al., 2013). A integridade do sistema
gastrointestinal e da comunidade microbiana intestinal tem um papel vital na absorcdo de
nutrientes, desenvolvimento de imunidade e resisténcia a doencas. Alteragdes na microbiota
intestinal pode ter efeitos adversos na eficiéncia alimentar, produtividade e saude das aves
(Kohl, 2012; Shang et al, 2018). A microbiota intestinal desempenha um papel fundamental
para regular e induzir respostas do hospedeiro contra vérios patdgenos, incluindo virus,
bactérias e fungos (Abaidullah et al., 2016). Nos Gltimos anos, a interagdo virus-microbiota
intestinal vem sendo investigada. Esses estudos sobre as interacfes transreinos sugerem um
papel importante da microbiota na replicacdo, desenvolvimento e progressao do virus (Pfeiffer
e Virgin, 2016).

O sistema gastrointestinal € um ambiente altamente reativo e um dos principais locais
de exposicdo a patdgenos, portanto, qualquer infec¢do pode ameacar o equilibrio homeostatico
entre hospedeiro e microbiota intestinal (Perumbakkam et al., 2014). A inflamacéo intestinal
pode levar a uma composicdo alterada da microbiota intestinal, conhecida como disbiose, que
esta associada a alteraces funcionais no transcriptoma microbiano, proteoma ou metaboloma
(Pickard et al., 2017). Atualmente, a disbiose tem sido amplamente definida como qualquer
alteracdo na composicdo das comunidades comensais residentes em relacdo aquelas
encontradas em individuos saudaveis, além disso, ha um aumento de espécies bacterianas
potencialmente patogénicas e uma diminuicdo das benéficas ou alteracdo na diversidade alfa
(riqueza e distribuigéo das espécies da microbiota) (Harper et al., 2021). Evidéncias crescentes
mostraram que a perturbagdo da comunidade microbiana intestinal pode alimentar a
proliferacdo de patobiontes que podem exacerbar ainda mais a inflamacdo intestinal (Pickard
et al., 2017). Infeccdes intestinais em aves causadas por virus € um dos principais fatores que
causam disbiose e disturbios da homeostasia imune, podendo resultar em infec¢bes secundarias

e pode envolver outros 6rgdos (Wickramasuriya et al., 2022).
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O efeito da infeccdo viral na composigéo da microbiota intestinal de aves de produgéo
ainda é pouco conhecido, embora todas as evidéncias existentes de outros vertebrados sugiram
que patdgenos virais podem influenciar a composicao da microbiota intestinal para estabelecer
infeccdes (Yitbarek et al., 2018). Estudos tém focado na investigacéo etioldgica e patogénica
da RSS, mas até o0 momento nenhum avaliou as alteracGes da composi¢do da microbiota do
intestino delgado. O objetivo desse trabalho foi investigar as caracteristicas da composi¢do da
comunidade bacteriana do ileo de pintinhos de corte naturalmente acometidos pela RSS em
comparacdo a pintinhos sem RSS, usando tecnologia de sequenciamento de nova geragédo
(NGS).

4.1. Material e métodos:
4.1.1. Amostras

Foram utilizadas amostras do conteddo e da mucosa do ileo de pintinhos de duas
propriedades distintas, dois lotes diferentes totalizando 32 amostras, coletados durante o ano de
2017. As propriedades estdo localizadas em dois municipios distintos de Minas Gerais (Para de
Minas e Atibaia). Na propriedade 01 os pintinhos estavam com 7 dias de idade e na propriedade
02 estavam com 6 dias de idade. Essas propriedades foram selecionadas devido ao historico
prévio de RSS e/ou histérico de perdas econdmicas resultantes de lotes com atraso de
crescimento e ganho de peso ineficiente na primeira semana de idade. O galpéo de criacdo das
duas propriedades era do tipo dark house. Os pintinhos das duas propriedades receberam
antibidtico in ovo no incubatdrio, a racdo pré-inicial (1 a 7 dias) era farelada, sendo a base da
racao constituida de milho, farelo de soja, farinha de carne e 0sso e éleo de soja, sendo a energia
metabolizavel entre 2.990-2.992 kcal. Probidticos ndo foram utilizados. O bebedouro era do
tipo automatico com boa regulagem e fornecimento de agua ad libitum. Os pintinhos
selecionados apresentavam sinais clinicos caracteristicos de RSS, como apatia, diarreia com
atraso de crescimento e desenvolvimento anormal das penas. No Setor de Patologia Animal da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), cada pintinho foi
pesado individualmente na mesma balanca digital e eutanasiado por deslocamento cervical de
acordo com as orientaces sobre eutanasia Resolucdo 1000/2012 do Conselho Federal de a
Medicina Veterinaria. Os procedimentos deste estudo foram realizados com aprovacdo do
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(Protocolo 62/2017). Os critérios para selecionar os pintinhos de corte incluiram lesdes
histoldgicas acentuadas de RSS. Dessa forma, foram considerados o percentual de criptas

necroticas, criptas dilatadas e o infiltrado inflamatério intestinal. Em 08 amostras do intestino
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delgado de pintinhos da propriedade 01 foi realizada a identificacdo viral por NGS, em um
estudo prévio (Tabela 1) (Oliveira et al., 2021). Neste estudo, foram identificadas lesdes de
enterite viral no intestino delgado, sendo que o jejuno foi o segmento com lesdes mais
acentuadas. Alteraces histologicas como fusdo e atrofia de vilosidades nessa por¢do do
intestino poderiam impossibilitar uma andlise eficaz da microbiota intestinal, devido as
perturbacdes inflamatdrias e morfoldgicas, portanto, a regido do ileo foi escolhida para
avaliacdo de possiveis alteracfes da microbiota intestinal. A selecdo do ileo dos pintinhos de
corte do mesmo lote que ndo apresentaram a RSS e sem les@es histologicas nos intestinos e em
outros 6rgdos também foi realizada para comparacdo. Dos 32 pintinhos selecionados, 21
pintinhos eram da propriedade 01, sendo 11 amostras do ileo de pintinhos com RSS e 10
amostras do ileo de pintinhos saudaveis, todos do mesmo lote. Ja na propriedade 02 foram
selecionadas 7 amostras de ileo de pintinhos com RSS e 4 amostras do ileo de pintinhos
saudaveis, todos do mesmo lote.

Tabela 1. Virus identificados por NGS em 08 amostras de jejuno de pintinhos com RSS da

propriedade 01. RNA foi obtido de amostras de jejuno fixados e incluidos em parafina
(Oliveira et al., 2021).

Amostras da propriedade 01 de pintinhos Virus identificados por NGS
com RSS submetidas ao NGS
Pintinho 78 e Auvastrovirus
Pintinho 83 e Gallivirus
e Avastrovirus
Pintinho 84 e Gallivirus
e Rotavirus F
e Avastrovirus
Pintinho 86 e Auvastrovirus
e Virus da nefrite aviariale 2
Pintinho 88 e Gallivirus
e Avastrovirus
e Virus da nefrite aviarial e 2
Pintinho 228 e Avastrovirus
e Gallivirus
e Rotavirus F
Pintinho 229 e Avastrovirus
e Gallivirus
e Rotavirus D
Pintinho 235 e Avastrovirus
e Gallivirus
e Virus da nefrite aviarial e 2
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Extracdo de DNA

As amostras de ileo estavam armazenadas em ultrafreezer -80°C até seu processamento.
Inicialmente foi realizado preé tratamento para lise da parede celular de bactérias gram positivas,
0 qual consistia em um mix com os seguintes reagentes: DTT (10% de DTT em PBS pH 7.2);
solugéo de TrisHCI 200mM; solugdo de EDTA 20mM; Triton X100; solucdo de Lisozima
(100mg/mL em PBS, pH7.2). Além disso, foram utilizadas 0,3 g por amostra de beads de
zirconio 0,21mm. A homogeneizagdo da amostra foi realizada no TissueLyser LT durante 10
minutos em velocidade maxima. Em seguida, foi utilizado um kit comercial (DNeasy Blood &
Tissue Kit, Qiagen Inc., Toronto, Ontario), seguindo as recomendac¢es do fabricante. O DNA
foi quantificado e a purificacdo foi determinada pelo espectofotdmetro NanoDrop® 2000/2000c
(ThermoFisher Scientific, USA).

4.1.2. Sequenciamento genémico

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) inicial foram utilizados primers conforme
descrito no protocolo da Illumina para MiSeq. Combinac6es de primers para a PCR do 16S

Amplicon Forward Primer =
5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG e
16S Reverse Primer =

5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

visando as regibes hipervariaveis V3-V4 do gene 16s rRNA. Para a realizacdo da PCR para a
amplificagdo do 16S rRNA foi utilizado Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen). Os ciclos utilizados foram 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 94 ° C por 3 min,
seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94 ° C por 15 segundos, anelamento a 58 °C por 30

segundos e extensdo a 68 ° C durante 1 min, extenséo final a 68°C por 7 minutos.

Posteriormente, os amplicons de PCR foram purificados usando esferas Agencourt
AMPure (Beckman Coulter, Indianapolis, IN). Os amplicons purificados foram amplificados
com pares unicos de i5 forward index i7 reverse index fornecidos pelo kit Nextera XT Index
(IMlumina, San Diego, CA, EUA). Cada conjunto de PCRs incluiu extragédo e PCR em branco.
Ambos [i5] e [i7] sdo as sequéncias de 10 pb de codigos de barras unicos, que permitiram que

as bibliotecas agrupadas fossem sequenciadas simultaneamente, conhecido como
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multiplexacdo de amostra. Os amplicons com indice em cddigo de barras foram purificados
usando esferas Agencourt AMPure (Beckman Coulter, Indianapolis, IN) e quantificados
utilizando Fluorémetro Qubit®2.0 ¢ Qubit™ dsDNA HS and BR Assay Kits (Thermo Fisher
Scientific, EUA). Quantidades iguais de cada amplicon purificado contendo cédigo de barras
foram reunidas para construir bibliotecas. As bibliotecas foram sequenciadas na plataforma
[llumina MiSeq usando o protocolo paired-end 2 x 300 bp MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle)
(IMlumina, San Diego, CA, EUA).

4.1.3 Anélise de bioinformatica e estatistica

Os dados brutos da sequéncia foram analisados usando o pipeline QIIME 2
(https://giime2.org/) (verséo 2020.6) e 0 pacote phyloseq R
(https://joey711.github.io/phyloseq/)37. Os dados brutos da sequéncia foram removidos usando
DADAZ2 no pacote QIIME 238. Os arquivos FASTQ de extremidade emparelhada foram
processados por filtragem de qualidade (average score of <20) baseada em pontuacéo de
qualidade Phred, fusdo das extremidades emparelhadas, remocdo de quimera, remocdo de
singleton e construgdo de uma tabela de recursos que consiste em variantes de sequéncia
amplicon (ASV). Usando o metodo DADAZ2 denoise-single, regides de baixa qualidade das
sequéncias foram removidas e definida a opcao de sequéncia truncada para 260. Todos 0s ASV
foram alinhados pelo MAFFT por meio do alinhamento g2 e a anéalise filogenética foi realizada
usando Fasttree2. Um classificador de taxonomia de aprendizado de maquina scikitlearn naive
Bayes contra as sequéncias de referéncia SILVA 138 SSU (SILVA rRNA database project,
https://www.arb-silva.de/ 16S rRNA RefSeq Versédo 15.1 foi treinado com o plugin gq2-feature-
classifier usando as regides V3V4 de sequéncias 16S rRNA A taxonomia foi atribuida a cada
ASV usando o comando ‘classifysklearn’ no q2-feature-classifier. Usando a arvore filogenética
enraizada construida, foram realizadas analises de diversidade usando o plugin de diversidade
dentro do pacote QIIME 2. A diversidade alfa e diversidade beta foram calculadas entre os
grupos usando o teste Mann-Whitney e a analise de variancia multivariada permutacional
(PERMANOVA), respectivamente. DESeqg2 foi usado para identificar filotipos
diferencialmente abundantes com o valor P ajustado (padj) >=0,05 para testes multiplos usando

0 método Benjamini-Hochberg.
4.2.  Resultados

4.2.1. Dados do sequenciamento



68

Um total de 1.432.294 reads brutas foram obtidas ap6s o sequenciamento. Apos
montagem e filtragem de qualidade, um total de 879.602 leituras passaram pelos filtros
aplicados ao QIIME, com um valor médio de 27.487 leituras/amostra, e um comprimento de
sequéncia de 300 pb. A curva de rarefacdo gerada a partir das OTUs indicaram alta cobertura
amostral, portanto as amostras sequenciadas alcancaram a profundidade necesséaria para
observar todos os taxons e, assim, inferir a diversidade total de uma comunidade amostrada.
Usando os indices ACE, Chaol Shannon e Simpson, foi observado uma diminuicéo da riqueza
e da diversidade das espécies dos pintinhos da propriedade 01 com 07 dias de idade pela RSS
(Fig. 1A e 1B). No grupo dos pintinhos da propriedade 01 com e sem RSS houve diferenca
significativa no indice de Shannon (p=0,04).

A diversidade beta foi gerada medindo as distancias de Bray-Curtis entre diferentes
grupos em relacdo a RSS. Andlise com Adonis baseada na matriz de distancia Weighted
UniFrac revelou que houve diferenga estatistica significativa no grupo da propriedade 01 com
RSS e sem RSS (R?=0.12, P=0.038), ja na propriedade 02 n&o houve diferenca estatistica entre
0 grupo com RSS e sem RSS (R?= 0.08, P=0.6). Com base na ordenac&o da matriz de distancia
gerada usando o algoritmo complementar de Bray-Curtis, a PCoA mostrou claramente que as
amostras com RSS estavam separadas das amostras sem RSS tanto na propriedade 01 quanto
na 02 (Fig. 2A e 2B).

4.2.2. Composicao taxondmica das bactérias dos pintinhos da propriedade 01.

O filo mais abundante foi Firmicutes (78%) seguido de Proteobacteria e
Actinobacteriota tanto nos pintinhos sem RSS quanto nos pintinhos com a RSS (Fig.3). N&o
houve diferenca significativa (P>0.05) entre pintinhos sem RSS e com RSS no nivel de filo. No
nivel de familia observou-se que no grupo dos pintinhos com RSS em comparacao ao grupo
dos pintinhos sem RSS teve uma abundancia maior de Clostridiaceae (48% e 4%) e
Enterococcaceae (6% e 1%), enquanto a abundancia de Lactobacillaceae (23%) foi menor nos
pintinhos com RSS em comparagdo com os pintinhos sem RSS (60%) (Fig 3). A abundéncia
relativa da familia Clostridiaceae nas amostras com RSS foi significativamente maior do que
nas amostras sem RSS (P=0,008), enquanto a familia Lactobacillaceae nas amostras com RSS
foi significativamente menor do que nas amostras sem RSS (P=0,008). A abundancia em nivel
de géneros foi dominada pelo Candidatus_Arthromitus (47%) nos pintinhos com RSS em
comparacdo sem RSS (4%), Clostridium_sensu_stricto_1(0,3%) e Enterococcus (1%) foi

enriquecido no grupo com RSS, enquanto para Lactobacillus (23%) a abundancia foi reduzida
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no grupo RSS em comparagdo com o grupo sem RSS (60%) (Fig. 4). A abundancia relativa dos
géneros Candidatus_Arthromitus (P=0,0006) e Clostridium_sensu_stricto_1 (P= 0,03) foram
significativamente maiores nas amostras com RSS do que nas amostras sem RSS. A abundancia
relativa do género Lactobacillus nas amostras com RSS foi significativamente menor do que
nas amostras sem RSS (P=0,008). O mapa de calor (Heatmap em inglés) exibiu a abundancia
relativa de tdxons bacterianos dos grupos de pintinhos sem RSS e com RSS (fig. 5).

DESeq?2 foi usado para identificar filotipos diferencialmente abundantes nos pintinhos
acometidos pela RSS. Foi comparada as OTUs do grupo com RSS com o grupo sem RSS.
Quatro familias diferencialmente abundantes foram observadas em maior abundancia no grupo
sem RSS Lactobacillaceae, Lachnospiraceae, Erysipelatoclostridiaceae, Enterobacteriaceae,
enquanto a familia Clostridiacea, cujo o género Clostridium_sensu_stricto 1 e

Candidatus_Arthromitus foi abundante no grupo RSS em comparacdo sem RSS (Fig. 6).

4.2.3. Composic¢do taxondmica das bactérias dos pintinhos da propriedade 02

Nesses pintinhos, o filo mais abundante foi Firmicutes (83%) seguido de Proteobacteria,
tanto nos quatro pintinhos sem RSS quanto nos seis pintinhos com a RSS (Fig.7). No nivel de
familia houve uma abundéancia maior de Lactobacillaceae (74%) no grupo com RSS em
comparagdo ao grupo sem RSS (63%), enquanto a abundancia de Enterobacteriaceae (3%) foi
menor nos pintinhos com RSS em comparagcdo com os pintinhos sem RSS (28%) (Fig 7). A
abundancia em nivel de géneros foi dominada pelo Lactobacillus (74%) nos pintinhos com RSS
em comparagcdo com os pintinhos sem RSS (63%), enquanto Escherichia—Shigella (2,7%) a
abundéancia foi reduzida no grupo com RSS em comparagéo sem RSS (14%) (Fig.8). N&o houve
diferenca estatistica na abundancia relativa em nenhum dos tdxons analisados entre as amostras
com RSS e sem RSS (P>0.05). O mapa de calor (Heatmap em inglés) exibiu a abundancia

relativa de tdxons bacterianos dos grupos de animais sem RSS e com RSS (Fig. 9).

DESeg2 foi usado para identificar filotipos diferencialmente abundantes nos pintinhos
acometidos pela RSS. Foi comparada as OTUs do grupo com RSS com o grupo sem RSS. Duas
familias diferencialmente abundantes foram observadas em maior abundancia no grupo sem
RSS: Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, enquanto a familia Lactobacillaceae foi abundante
no grupo com RSS em comparagdo sem RSS (Fig. 10).

4.3. Discussao
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A investigacdo da microbiota intestinal dos pintinhos com RSS e sem RSS revelou
alteracdes na microbiota ileal dos pintinhos da propriedade 01 e 02 com RSS. Dentre 0s grupos,
0s pintinhos da propriedade 01 com RSS tiveram alterac6es relevantes como a diminuicdo da
diversidade alfa, a qual tem sido associada as doencas inflamatdrias intestinais (Li et al., 2017).
Além disso, houve aumento do género Clostridium sensu stricto 1, considerado patogénico
(Yang et al., 2019). Os pintinhos da propriedade 02 com RSS tiveram alteragcGes na microbiota
ileal como aumento do género Lactobacillus, o qual pode estimular macrofagos a produzir

fatores antivirais (Shojadoost et al., 2017).

O intestino tem importancia primordial para a salude das aves. No entanto, poucos
estudos se concentraram na complexidade da comunidade microbiana intestinal em associagdo
com infeccdo viral (Luo et al., 2021). A microbiota intestinal saudavel tem como caracteristicas
grande diversidade, estabilidade, resisténcia, resiliéncia e a interacdo simbidtica com o
hospedeiro (Rinninella et al., 2019). O equilibrio do ecossistema do intestino pode ser
interrompido por perturbacGes inflamatdrias (Fassarella et al., 2021) e infecgdes virais,
fangicas, parasitarias e bacterianas (Perumbakkam et al.,, 2014), causando reducdes
significativas na riqueza funcional e diversidade microbiana, bem como impactando a saude
metabdlica (Fassarella et al., 2021). No presente estudo foi constatado que, tanto a riqueza
quanto a diversidade microbiana (estimada pelos indices de Chaol, ACE, Simpson e Shannon),
tiveram declinio nos pintinhos da propriedade 01 com RSS, indicando a disbiose microbiana
do hospedeiro. Fendmenos semelhantes, também foram encontrados em outras doencas virais
gue acometem aves de producdo, como o virus da influenza aviaria HIN2 (Yitbarek et al.,
2018), virus da doenca de Newcastle (Cui et al., 2018) e virus da doenca de Marek
(Perambakkam et al., 2014). Outro fator importante que leva ao quadro de disbiose intestinal
sdo alteracdes morfoldgicas do tecido intestinal como atrofia e fuséo das vilosidades intestinais,
necrose e dilatacdo das criptas das células epiteliais e infiltrado inflamatdrio na 1damina prépria
da mucosa (Teirlynek et al., 2011). Estas lesdes estavam presentes no intestino delgado dos
pintinhos com RSS do presente estudo. Estudos sobre microbiota em aves com enterite

relacionada & RSS ndo foram encontrados.

Ha evidéncias que a dishiose causa elevacdo da resposta imune inata o que pode
provocar inflamacdo cronica e consequentemente tornar a funcédo epitelial irregular (Kim e
Jazwinski, 2018), a qual pode contribuir para o desenvolvimento de distdrbios cronicos, como
sindrome metabdlica ou doenca inflamatoria intestinal (Sommer et al., 2017). No presente

estudo, ao contrario do resultado observado na propriedade 01, os pintinhos da propriedade 02
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ndo apresentaram disbiose, possivelmente a perturbacdo que ocorreu no intestino delgado
dessas aves com RSS néo foi suficiente para causar tal alteracdo. A variacdo da composigéo da
microbiota intestinal pode ser explicada devido a diferentes caracteristicas do hospedeiro e
fatores ambientais como alojamento, cama, acesso ao alimento e o clima que influenciam
diretamente na colonizacdo e no estabelecimento das bactérias no intestino das aves (Kers et
al., 2018).

No presente estudo, a diversidade microbiana do ileo demonstrou dominancia do filo
Firmicutes, seguido por Proteobacteria e Actinobacteriota, tanto no grupo dos pintinhos da
propriedade 01 e 02 sem RSS quanto nos acometidos por RSS. Esse resultado pode ser
comparado a estudos anteriores, nos quais Firmicutes e Proteobacteria séo os filos dominantes
em frangos de corte saudaveis (Xiao et al., 2017; Li et al., 2018; Li et al., 2022).

Entre os géneros bacterianos identificados com maior abundancia nos pintinhos com
RSS da propriedade 01 no presente trabalho, estd o Candidatus Arthromitus spp., também
conhecido como bactéria filamentosa segmentada (SFB inglés “Segmented filamentous
bacterium”), a qual ¢ membro indigena da microbiota em desenvolvimento no intestino delgado
de animais, incluindo aves comerciais (Danzeisen et al., 2016). Essas bactérias sdo observadas
tanto no limen gquanto no muco intestinal do ileo nos primeiros dias de vida de pintinhos de
corte (Richards-Rios et al., 2020). Sdo bactérias gram-positivas, formadoras de esporos, de
forma filamentosa longa, consistindo em estruturas segmentadas. Na taxonomia, pertence ao
filo Firmicutes, ordem Clostridiales, e sdo Unicos em relacdo a outros Clostridia, pois possuem
genomas reduzidos e, portanto, sdo altamente dependentes de seu hospedeiro para muitas
fungBes metabolicas (Danzeisen et al., 2016). Em mamiferos, as SFBs atuam na maturagdo da
barreira imune do intestino do hospedeiro, induzindo respostas imunes inatas e adaptativas. Sdo
mais conhecidas por sua capacidade de induzir a diferenciacdo de células T CD4* naive em
células Thl7 CD4+ antigeno-especificas (Hedblom et al., 2018). As células Th1l7 secretam
interleucina-17 (IL-17) e IL-22 e tém papéis significativos na protecdo do hospedeiro contra
infeccdes bacterianas e fungicas, particularmente nas superficies das mucosas. As células Th17
também tém um potente potencial inflamatorio e, portanto, sdo os principais mediadores de
doencas autoimunes (lvanov et al., 2009). Pesquisadores evidenciaram que o desequilibrio de
células Th17 aumentam a intensidade da inflamacéo sistémica, o que prejudica a digestao e a
absorcéo de nutrientes, com consequente reducdo no ganho de peso corporal em frangos de
corte (Maetal., 2023). Frangos de corte desafiados com enterite necrética apresentaram no ileo

aumento da proporgdo de células Th17 e a proporcdo de células Th17/Treg e aumento da
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producdo das citocinas pré-inflamatorias IL-17 e Th17/IL-10 (Song et al., 2022). Muitos
trabalhos, em mamiferos, relatam o aumento da abundéncia de Candidatus Arthromitus apos a
infeccdo por helmintos (Rausch et al., 2013; Su et al., 2018; Afrin et al., 2019) e fungos (Rabino
et al., 2018), sugerindo ser causada devido ao tipo da resposta imune. Um estudo investigou a
microbiota intestinal de canérios, da espécie Serinus canaria domestica, infectados por
Macrorhabdus ornithogaster, cujo resultado foi semelhante ao encontrado no presente estudo.
Na analise do metagenoma fecal a bactéria identificada com maior frequéncia foi o Candidatus
Arthromitus (Robino et al., 2019). Em camundongos, aparentemente, as SFB foram suficientes
para proteger esses animais contra a infec¢do por Rotavirus. A colonizagdo do ileo por SFB
induziu alteragdes na expressao génica do hospedeiro e acelerou a renovagao celular epitelial.
A incubacdo do Rotavirus com fezes contendo SFB reduziu a infectividade in vitro, sugerindo
neutralizacdo direta desse virus. Assim, independentemente das células imunes, os SFB

conferem protecdo contra certas infeccdes entéricas (Shi et al., 2019).

A anélise de DESeqg2 da propriedade 01 identificou 0 aumento de Clostridium sensu
stricto 1 no grupo com RSS, além de um aumento significativo da abundéancia relativa desse
género no mesmo grupo. O género Clostridium tem varios clusters classificados pela analise
filogenética, entre os quais o cluster I, Clostridium sensu stricto 1, que sdo agrupados em torno
da espécie tipo Clostridium butyricum e pertencem a familia Clostridiaceae (Rajilic-Stojanovic
e Vos, 2014; Alou et al., 2017). Membros do Clostridium sensu stricto 1 sdo geralmente
reconhecidos como patogénicos e interpretados como indicadores de uma microbiota menos
saudavel, como por exemplo o Clostridium perfringens e outros clostridios verdadeiros
(Rajilic-Stojanovic e Vos, 2014; Yang et al.,, 2019). Recentemente, foi relatado um
supercrescimento de Clostridium sensu stricto 1 associado a lesdes de enterite necrética, no
jejuno de frangos de corte desafiados com Clostridium perfringens e Eimeira (Yang et al.,
2019). Mais estudos devem ser realizados para esclarecer se existe interacdo entre o(s) virus
responsavel(is) pela RSS e o género Clostridium sensu stricto 1 e se 0 aumento da abundéncia

dessa bactéria esta envolvido na patogénese da RSS.

No presente estudo, houve diminuicdo na abundancia do género Lactobacillus nos
pintinhos com RSS na propriedade 01. Esse género é um dos mais abundantes no sistema
gastrointestinal das aves de producdo (Wei et al., 2013), e estdo diretamente envolvidos na
salde intestinal, pois auxiliam na fermentacdo do carboidrato para producédo de acido latico
(Dempsey e Corr, 2022). Sdo também imunomoduladores, pois interagem com a resposta imune

inata e adaptativa. Esses microrganismos protegem a barreira intestinal contra infecgdes,
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promovendo a produgdo de muco e proteinas, secretam substancias antimicrobianas, como
acidos graxos de cadeia curta (SCFAs), bacteriocinas e peroxido de hidrogénio. Essas
substancias inibem a multiplicacdo, impedem a adesdo de patdgenos, modulam a resposta
imune e competem por sitios de ligacdo (Dempsey e Corr, 2022). Portanto, a supressdo de
lactobacilos é regularmente considerada benéfica para o crescimento e colonizacdo de
patdgenos entéricos (Yang et al., 2018). No presente estudo, os pintinhos da propriedade 01
tanto na anélise de DESeq2 quanto a abundancia relativa do género Lactobacillus no grupo com
RSS foi menor do que o grupo sem RSS. A diminuicdo de Lactobacillus também foi observada
em outros trabalhos com aves de producdo ap6s o desafio com infecgdo por Eimeria tenella
(Macdonald et al., 2017), virus da influenza aviaria HON2 (Li et al., 2018), Clostridium
perfringens (Yang et al., 2019), e virus da doenca de Newcastle (Tong et al., 2022). Entretanto,
0s pintinhos com RSS na propriedade 02 tiveram um resultado contrario, nos quais foi detectado
aumento na abundancia do género Lactobacillus em compara¢do com os pintinhos sem RSS.
Varios fatores podem estar envolvidos nesse resultado, incluindo aspectos relacionados ao
hospedeiro e ao ambiente ou a forma como a bactéria induz respostas anti e pro-inflamatérias
em um processo infeccioso. Dentre 0s aspectos relacionados ao hospedeiro e ao ambiente que
podem alterar a composicdo da microbiota das aves estdo a linhagem e o sexo, sistema
imunolodgico, morfologia intestinal, aquisicdo da microbiota, a densidade de aves no lote,
variacOes de temperatura, uso de promotores de crescimento, antibioticoterapia, a nutrigdo
como tamanho das particulas da ra¢do, micronutriente, enzimas, entre outros (Carrasco et al.,
2019). Os aspectos relacionados aos lactobacilos sdo inimeros como a realizacdo da
imunomodulacao intestinal, diferentes linhagens dessa bactéria podem induzir respostas pro-
inflamatorias com estimulacdo na producédo de IL12 por células dendriticas e esta associada a
indugdo de respostas T-helper 1 (Thl). Além disso, a IL-12 induz a producéo de IFN-y pelas
células T e pelas células NK. Outras linhagens estimulam respostas anti-inflamatorias como a
producdo de IL10, IL4, que regulam negativamente a apresentacdo de antigenos e inibe a
ativacdo de macrdfagos e, portanto, a producdo de moléculas pro-inflamatorias como IL-12,
guimiocinas e induz resposta T helper 2 (Th2) (Perdigén et al., 2002; Wells, 2011). Estudos
recentes, descrevem o importante papel da microbiota comensal na modulacdo da imunidade
inata antiviral a infeccdo sistémica por virus entéricos. Bactérias comensais protegem contra a
infeccdo viral sisttmica, promovendo respostas de interferon tipo | (IFN tipo I) em células
imunes inatas periféricas, principalmente fagocitos mononucleares. Lactobacillus isolado de
galinhas livres de patogenos especificos (SPF) pode restaurar a ativacdo de macréfagos em aves

com deplecdo da microbiota intestinal e a resposta de IFN tipo | dependente de Interferon-
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alpha/beta receptor (IFNAR) para limitar a infecg¢do pelo virus da bronquite infecciosa (IBV).
Além disso, metabdlitos de exopolissacarideos de Lactobacillus spp. poderia induzir a produgéo
de IFN-B (Yang et al., 2021; Yin et al., 2022). Em outro estudo foi relatado que L. acidophilus,
L. reuteri e L. salivarius, quando usados sozinhos ou em combinacdo, induzem a resposta
antiviral via macrdfagos de galinha ao virus da influenza aviaria (Shojadoost et al., 2017). Sdo
necessarias mais investigacGes sobre a interacdo do Lactobacillus e os virus entéricos
causadores da RSS, para esclarecer o mecanismo imunolégico envolvido e dessa maneira
compreender se ha alguma funcéo antiviral especifica dos Lactobacillus ou se pode existir

alguma interag&o positiva que influencia na infeccéo pelo(s) virus causador da RSS.

4.4. Conclusdo

No presente estudo foi possivel estabelecer uma melhor compreensdo sobre as
alteracOes da microbiota do ileo de pintinhos com RSS. A disbiose ileal ocorreu em pintinhos
da propriedade 01, o que refor¢a a importancia de entender melhor a interacdo entre o(s) virus
relacionado(s) com RSS e a microbiota intestinal. A alteracdo da composicao da microbiota dos
pintinhos com RSS foi dominada pelo aumento de bactérias consideradas benéficas ao intestino,
imunomoduladoras e por aumento na abundancia de Clostridium senso stricto 1, que esta
relacionado com doenga como a enterite necrotica em frangos de corte. Mais estudos devem ser
realizados para esclarecer os mecanismos subjacentes a interacdo microbiota-virus e o tipo de

resposta imune induzida nessa relacao.



Alpha Diversity Measure

75

Ooaacves Chaot ACE Semon Simpson Observes Cheo! [ ACE Sharncn [ simpson

Alpha Diversity Measure

v o > : > w
group : : : > )
B group

Figura 1: Graficos de diversidade alfa para cada grupo, sendo (A) pintinhos da propriedade 02
com 6 dias de idade e (B) pintinhos da propriedade 01 com 7 dias de idade. Grafico de riqueza
de espécies observadas (observed) e medidas de diversidade alfa: Chaol, ACE (Estimador de
riqueza de espécies), testes de Shannon e Simpson (indices de diversidade das espécies). O
boxplot vermelho indica o grupo pintinhos sem RSS e o0 azul o grupo com RSS. Nao foram
observadas diferencas significativas usando o teste de Mann Whitney (P >0,05) nos pintinhos
da propriedade 02. Nos pintinhos da propriedade 01 houve diferenca significativa no indice de
Shannon (p=0,04).
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Figura 2: Anélise de coordenadas principais UniFrac ponderado. (A) Pintinhos da propriedade
01 com 7 dias de idade e (B) Pintinhos da propriedade 02 com 6 dias de idade. Cada ponto
representa uma amostra (pintinhos). Vermelho representa o grupo pintinhos sem RSS e o0 azul
0 grupo dos pintinhos com RSS. As amostras pertencentes a0 mesmo grupo e mais proximas
umas das outras e a distancia maior entre pontos em grupos diferentes representam um modelo
de classificacdo bom. As amostras marcadas em circulos € a formacédo de um cluster proximo

do grupo com RSS.
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Figura 3: Grafico de barra empilhado da abundancia dos principais filos e familias presente no
ileo de pintinhos da propriedade 01 de 7 dias de idade, grupo A (sem RSS) e grupo B (com

RSS), cada coluna representa um pintinho.
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Relative abundances of the top 3 Genus for each of the top 3 Family
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Figura 4: Grafico de barra empilhado da abundancia das principais familias e géneros presente
no ileo de pintinhos da propriedade 01 com 7 dias de idade, grupo A (sem RSS) e grupo B (com
RSS), cada coluna representa um pintinho.
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Figura 6: Plot de OTUs diferencialmente abundantes nos grupos com RSS versus sem RSS de
pintinhos da propriedade 01 com 7 dias de idade (padj < 0,05) de acordo com a analise DESeq?2.
As OTUs significativas sdo representadas por pontos de dados nicos, agrupados por género no
eixo x e por cor de acordo com a familia taxonémica de origem da OTU.
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Relative abundances of the top 3 Family for each of the top 3 phyla
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Figura 7: Gréfico de barra empilhado da abundancia dos principais filos e familias presente no
ileo de pintinhos da propriedade 02 com 6 dias de idade, grupo A (sem RSS) e grupo B (com
RSS), cada coluna representa um pintinho.
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Relative abundances of the top 3 Genus for each of the top 3 Family
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Figura 8: Grafico de barra empilhado da abundéancia das principais familias e géneros presente
no ileo de pintinhos da propriedade 02 com 6 dias de idade, grupo A (sem RSS) e grupo B (com
RSS), cada coluna representa um pintinho.
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Figura 9: Heatmap demonstrando a abundancia dos géneros no ileo dos pintinhos da
propriedade 02 com 6 dias de idade. O grupo A sem RSS e 0 B com RSS, cada coluna representa
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CAPITULO I

Eroséo e sindrome de ulceragdo do ventriculo (moela)

5. INTRODU(}AO E REVISAO DE LITERATURA
5.1. Anatomia do ventriculo

As aves possuem o estdmago com duas camaras, o proventriculo (estbmago glandular)
e ventriculo (estbmago muscular). O ventriculo € um 6rgdo grande e forte, suas paredes
musculares sdo muito densas refletindo a responsabilidade desse 6rgéo para desempenhar a
guebra mecanica e tritura¢do dos alimentos. A parede do ventriculo consiste em 4 camadas: a
mucosa, onde as glandulas produtoras de cuticulas estdo agrupadas em grupos de 10 a 30; a
submucosa, consistindo de tecido conjuntivo para assegurar uma forte conexao entre a mucosa
e o0s tecidos subjacentes, permitindo assim uma acdo de trituracdo eficaz; a tinica muscular,
composta por 2 pares de musculos circulares opostos; e a serosa (Rodrigues e Choct, 2018). A
mucosa € recoberta por uma camada sélida de um complexo de carboidrato-proteina
denominada membrana coilina. Cerca de 80% do peso da coilina é constituida de proteina, com
altos niveis de &cidos glutdmico e aspartico, leucina e arginina (Gjevre et al., 2013). A coilina
serve como protecdo contra as enzimas acidas e proteoliticas secretadas pelo proventriculo e
contra lesbes durante a trituracdo de alimentos duros. A coilina é secretada pelas glandulas
ventriculares e piloricas, sendo continuamente desgastada e substituida. A regido pildrica, com
cerca de 0,5 cm de comprimento, conecta o ventriculo ao duodeno e suas glandulas mucosas

secretam muco em vez da cuticula (Rodrigues e Choct, 2018).

O ciclo de trituracdo comega com a contracdo dos masculos finos, seguida pela abertura
do piloro e uma poderosa contracdo peristaltica no duodeno. O par de musculos espessos se
contrai imediatamente ap6s o inicio da contracdo duodenal, o que resulta em contetdo gastrico
sendo empurrado para o duodeno e outro contetido entrando no proventriculo. A medida que os
musculos grossos comegam a relaxar, o proventriculo se contrai e retorna o contetido para o
ventriculo. Este ciclo de contragéo ocorre até quatro vezes por minuto e tritura o material devido
ao atrito contra a camada coilina no interior e contra outras particulas durante a contracéo dos
masculos grandes. Ja os masculos pequenos movem o material em direcdo as zonas de

trituracdo entre as contracdes dos grandes musculos (Svihus, 2011).
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5.2. Erosdo da moela (ventriculo) e sindrome de ulceracéo

Em 1933, Holst e Halbrook (1933) em um estudo nutricional observaram pontos de
erosdo na membrana coilina do ventriculo de pintinhos com aptiddo ao corte com trés semanas
de idade. Essa foi a primeira descrigdo da “erosdo da moela e sindrome de ulceragdo” (GEU,
inglés “gizzard erosion and ulceration syndrome”) (Gjevre et al., 2013). Nos anos seguintes as
investigacGes apontaram o papel da alimentacdo na etiopatogenia da GEU, associada com
sulfato de cobre (Fisher et al., 1973), 0xido de zinco (Dewar et al., 1982), milho mofado
(Beasley et al., 1979), farinha de peixe superaquecida que libera uma substancia derivada da
histamina (gizzerosine) (Okazaki et al., 1983) e deficiéncia de vitamina B¢ (Daghir e Haddad,
1981). Dentre estas causas de erosdo de ventriculo, a infeccdo pelo Adenovirus aviario (FAV)

também foi documentada (Goodwich, 1993).
5.3. Achados anatomopatoldgicos da GEU

As lesGes macroscopicas da GEU sdo caracterizadas por distensdo do ventriculo com
fluido hemorrégico e multiplas erosdes irregulares pretas dentro da camada coilina (Fitzgerald,
2020). A “erosdo” acomete somente a membrana coilina, enquanto a “dlcera” ¢ mais profunda
acometendo a mucosa (Gjevre et al., 2013). Um estudo criou um sistema de pontuacdo para
avaliar as lesbes macroscopicas da moela: a dilatacdo do ventriculo € avaliada anteriormente a
abertura do mesmo, e apds a abertura, avalia-se 0 grau da coloracdo (preto, castanho ou
vermelho) do conteddo do ventriculo. Entdo, o conteldo € removido para a inspecdo da
superficie da membrana coilina. O passo seguinte é a separacao da membrana coilina da mucosa
do ventriculo, avaliar a presenca de material de coloracdo vermelha ou esponjoso na parte
inferior da camada coilina ou na superficie da mucosa. Na superficie da mucosa pode haver
depressdes (depressdes pequenas, mas distintas e sem hemorragia), Ulceras (depressbes

distintas com hemorragia) e perfurac6es (Kaldhusdal et al., 2012).

As principais lesdes microscopicas sdo caracterizadas por degeneracdo e necrose da
membrana coilina. Degeneracdo, descamacéo, atrofia e desaparecimento de células epiteliais
glandulares que secretam as substancias da camada coilina e aumento de macréfagos e
heterofilos nas areas focais da lamina propria sob as substancias necréticas da coilina (Ono et
al., 2003). Nas lesdes moderadas, ha focos necroticos extensos na camada de coilina e focos
mais extensos de degeneragdo e deplecdo de glandulas, bem como acimulo aumentado de
macrofagos e heterofilos na lamina propria. Nas lesGes graves, observa-se exposi¢ao completa

da mucosa por necrose focal e perda da membrana coilina, além de diminui¢do acentuada ou
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perda de glandulas. As lesdes ulceradas sdo caracterizadas por perda da membrana mucosa que
se estende para as camadas musculares além da submucosa. Quando a etiopatogenia da GEU é
devido a infeccdo pelo Adenovirus aviario, ocorrem inclusdes intranucleares basofilicas ou
eosinofilicas nas células epiteliais glandulares principalmente no interior ou ao redor da area
necrotica (Abe et al., 2000).

5.4. Fatores causadores ou predisponentes
5.4.1. Fatores congénitos

Lesdes do ventriculo e na membrana coilina foram detectadas em embrides e pintinhos
recém nascidos em varios paises europeus, indicando que a GEU pode ser congénita, portanto,
causada por fatores antes da eclosdo como a dieta da matriz reprodutora, idade reprodutiva da
matriz e fragilidade capilar combinada por aumento transitorio da pressao sanguinea durante a

ecloséo (Gjevre et al., 2013).
5.4.2. Privacdo de agua e comida

Pesquisadores demonstraram que a privagdo de agua e alimento em aves, com 1, 2, 3, 4
e 8 semanas de idade, induziu erosdes do ventriculo. As lesbes comegaram a aparecer com 2 a
4 dias de privacdo de ambos e foram caracterizadas por fissuras longitudinais por toda a mucosa,
areas de congestdo e ulceracdo (Bierer et al., 1966). Good et al. (1967) relataram que moelas de
pintos de 1 dia de idade com privacdo do alimento até o terceiro dia pos-eclosdo, seguido de
acesso a racdo, mostraram apenas vestigios de Ulceras antigas no dia sétimo dia pds-ecloséo.
Esse achado sugere que a privacao de alimento nos primeiros dias de criacdo ndo é a causa da
ulceracdo da moela que persiste apds 2 semanas de idade (Good et al., 1967; Gjevre et al.,
2013).

5.4.3. Deficiéncia nutricional

Foi encontrado um aumento significativo de GEU em pintinhos com deficiéncia de
vitamina Bs. Notavelmente, os pintinhos que receberam suplementacéo de acido taurocélico a
1% tiveram menos erosdo do ventriculo e menor mortalidade. A vitamina B esta envolvida na
sintese de taurina, sendo um cofator para reagdes de aminoécidos como glicina, metionina,
serina, alanina que séo utilizados para a produgdo de taurina. Os autores sugerem que a
deficiéncia de vitamina pode contribuir para a insuficiéncia de taurina e presumivelmente
também para a insuficiéncia de acido taurocolico, que € um &cido biliar (Daghir e Haddad,
1980).
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5.4.4. Estresse

Grabarevic et al. (1993) induziram estresse em frangos de trés dias de idade atraves da
privacao de alimento por 24h, e apds isso os pintinhos foram imersos em agua corrente (17°C)
por cinco segundos. O grupo A foi sacrificado imediatamente antes de ser submetido ao
estresse, 0 grupo B uma hora, o grupo C duas horas e o grupo D trés horas ap6s o estresse por
imersdo em agua. As lesbes do ventriculo no grupo A foram muito leves e a principal
caracteristica foi a descoloracéo e espessamento do revestimento epitelial do ventriculo. Nos
grupos B, C e D as lesbes foram mais acentuadas e caracterizadas por erosdes do ventriculo,
ulceracdes e hemorragias especialmente pronunciadas no grupo D. Este modelo produziu leses

em todos os pintinhos estressados (Grabarevic et al., 1993).
5.4.5. IntoxicacOes

Pesquisadores demonstraram que o excesso do nivel de cobre na dieta acima de 250
ppm induziu erosdes do ventriculo de pintinhos e a severidade das lesdes eram observadas com
aumento do nivel de cobre (Poupoulis e Jensen, 1975). Outro composto que em altas
concentracdes induz erosdes do ventriculo é o 0xido de zinco, que também pode causar lesdes

de necrose e fibrose no pancreas e aneurisma dissecante da aorta (Dewar et al., 1983).

Gizerosina é um agente causal da GEU descrito por Okazaki et al. (1983). Este composto
causou erosdo acentuada do ventriculo em pintinhos em uma semana, quando foram
alimentados com 2,2 ppm na dieta. Essa substancia é formada pela farinha de peixe integral
quando é superaquecida (>130°), sendo produzida pela reacdo entre a histidina e a proteina da

carne do peixe (Okazaki et al., 1983).

Aminas biogénicas sdo substancias contendo grupos aminas produzidas por organismos
biolégicos, como histamina (His), cadaverina, putrescina, espermina e espermidina. S&o
produtos de degradacdo produzidos durante a descarboxilacdo do catabolismo de aminoécidos.
A His age estimulando a secrecéo de acido géastrico das células parietais através dos receptores
H2, e se a His dietética exceder a capacidade de degradacdo (geralmente em situacdes de stress),
pode causar estimulagdo continua da secrecdo de &cido géastrico com subsequente erosdo do
ventriculo (Kim et al., 2016).

Com relacdo as micotoxinas, 0s tricotecenos constituem um grande grupo de
micotoxinas de Fusarium, incluindo desoxinivalenol (DON) e toxinas T-2 e HT-2 que sdo

frequentemente encontradas em ragOes e grdos (Gjevre et al., 2013). Erosfes do ventriculo
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seguida a exposicao de diacetoxiscirpenol (2,7mg/kg) ja foi documentada (Hoerr et al., 1981).
Outra micotoxina pertencente ao grupo tricoteceno e denominada nivalenol (3, 6, 12 ppm),
também foi associada com lesGes do ventriculo (Hedman et al., 1995). As micotoxinas
tricotecenos causam lesbes citotdxicas por bloquear a sintese de proteinas pela inibicdo da
peptidil transferase; inibicdo da sintese de DNA,; bloqueia a absorc¢do de fosfatos; interfere na
sintese lipidica; e inativa algumas enzimas que possuem grupos tiol no sitio ativo (Hoerr et al.,
1981).

Javed et al. (2005) demonstraram que outras micotoxinas estdo associadas com leséo do
ventriculo. Fumonisina B1 e B além de moliniformina sdo produzidas por Fusarium
proliferatum, que ao serem ingeridas por pintinhos causaram ulceracdes da moela destes (Javed
et al., 2005).

O acido ciclopiazénico é uma micotoxina produzida por vérias espécies de fungos como
Penicillium e Aspergillus, e em experimentos de alimentacdo onde as aves receberam 10 ou 34
mg da micotoxina por kg de racdo, produziram necrose da mucosa do ventriculo (Gentles et al.,
1999; Kamalavenkatesh et al., 2005).

Adenovirus aviario foi relatado associado com eroséo e ulceracdo do ventriculo de
pintinhos juntamente com corpusculo de inclusdo intranuclear nas células epiteliais da mucosa
(Goodwin et al, 1993). Os adenovirus aviarios (FAdV) pertencem a familia Adenoviridae,
género Aviadenovirus, e sdo classificados em 5 grupos (A-E) e 12 sorotipos. O adenovirus
aviario-1 (espécie A) é o responsavel por produzir erosées na moela. E um virus DNA com
estrutura icosaédrica, ndo envelopada e com 70 a 90 nm de didmetro. Tanto a transmissao
vertical quanto a horizontal sdo importantes na disseminacdo do virus e, consequentemente, na
inducdo da doenca. Surtos da doenca causada pelo FadV tém sido relatados em muitos paises
como Reino Unido, Pol6nia (Marek et al., 2010), Japao (Ono et al., 2003), Italia (Manarolla et
al., 2009), Coreia do Sul (Lim et al., 2012) e Ird (Mirzazadeh et al., 2021). Os principais sinais
clinicos s&o aves prostradas e inapetentes, resultando em baixo ganho de peso e diminuigdo da
uniformidade do lote (Lim et al., 2012). Os frangos de corte acometidos por essa doenca,
geralmente nédo apresentam sinais clinicos e, portanto, o problema € identificado principalmente
no abate (Gjevre et al., 2013).

5.5. Métodos de diagndstico

O diagnostico definitivo de micotoxicoses requer identificacdo e quantificacdo dos

compostos especificos. Para analise quimica, realiza-se a coleta do plasma ou do tecido para
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avaliar os teores de zinco e cobre por espectrofotdmetro de absorcdo atbmica (Dewar et al.,
1993). Para a analise de vitaminas, histamina e outros, utiliza-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Kim et al., 2016). No caso de suspeita de micotoxicose, as amostras de racdo e
ingredientes devidamente coletadas devem ser enviadas a um laboratdrio de testes de racdo para
andlise. Quando houver suspeita de qualquer toxicidade, os seguintes tecidos devem ser
coletados em recipientes limpos, armazenados e congelados até serem testados para
micotoxinas e outras toxinas: conteddo do papo, contetdo do proventriculo e do ventriculo,
figado, rim, gordura e bile. Os métodos de deteccdo para micotoxinas incluem cromatografia
(camada fina, gés e liquido), espectrometria de massa, cromatografia de fluxo lateral, testes
fluorométricos quantitativos e tecnologia de ensaio imunoenzimatico competitivo direto
(ELISA). A analise simultanea de multiplas micotoxinas € obtida por cromatografia liquida

com espectrometria de massa em tandem (Fitzgerald., 2020).

Os FAdV séo diagnosticados por isolamento viral em ovos de galinha embrionados ou
cultura de células, por microscopia eletrénica ou por PCR. O uso de PCR seguido de
sequenciamento permite a diferenciacdo de isolados de campo para espécies e sorotipos
presumiveis (Lim et al., 2012). A detec¢do de DNA de adenovirus em amostras de tecido pode
ser realizada por hibridizacdo in situ (ISH) ou também por imuno-histoquimica (IHQ). A
histopatologia do tecido e a demonstracao de inclusdes basofilicas intranucleares fornecem uma

indicacdo da presenca do virus e doenca (Fitzgerald, 2020).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de investigar a causa do atraso no
crescimento em pintinhos de corte de sete dias de idade com lesbes de moela, além das

consequéncias para a microbiota ileal.
5.6. Material métodos
5.6.1. Amostras e histologia

Foram amostrados 22 pintinhos com sete dias de idade, provenientes de uma granja
comercial do estado do Rio de Janeiro. Os pintinhos foram selecionados devido ao historico de
diminuicdo de consumo de racdo no quarto dia de idade, diarreia aquosa, diminui¢do no ganho
de peso, desuniformidade do lote e aumento leve da mortalidade. A suspeita era de enterite viral
como causa do atraso no crescimento e refugagem. No Setor de Patologia Animal da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), cada pintinho foi pesado

individualmente na mesma balanga digital e eutanasiado por deslocamento cervical de acordo
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com as orienta¢des sobre eutanasia Resolucdo 1000/2012 do Conselho Federal de a Medicina

Veterinaria.

O exame post mortem completo foi realizado em todos os pintinhos e as alteracfes
macroscopicas foram registradas. Duodeno, jejuno, ileo, baco, timo, bolsa cloacal, figado,
pulmdo, coracdo, rim, ventriculo, proventriculo, pancreas, tonsilas cecais e ceco foram
coletados e fixados por 48 horas em formol neutro tamponado a 10%. Os intestinos e 0s

ventriculos foram coletados e armazenados a -80°C até seu processamento.

Os tecidos fixados foram incluidos em parafina de baixa fusdo e cortes de 4 um de
espessura foram obtidos. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE) seguindo

procedimentos de rotina e analisados em microscopio de luz comum (Luna, 1968).
5.6.2. PCR convencional do ventriculo

O DNA total da mucosa do ventriculo foi extraido utilizando um kit comercial (DNeasy
Blood & Tissue Kit, Qiagen Inc., Toronto, Ontario), seguindo as recomendac6es do fabricante.
Todas as amplificacdes foram realizadas em um termociclador (MaxyGene®, Axygen, Union
City, California, EUA) de acordo com protocolos previamente descritos (Meulemans et al.,
2001). Os oligonucleotideos (primer) foram obtidos da Thermo Fisher Scientific (S&o Paulo,
Brasil). Para detectar o DNA FAdV do Aviadenovirus, os primers A 5'-
CAARTTCAGRCAGACGGT-3' e B 5-TAGTGATGMCGSGACATCAT-3' foram usados
para amplificar uma sequéncia conservada adjacente ao loop L1 do gene da proteina hexon
(Meulemans et al., 2001).

5.6.3. Sequenciamento de alto rendimento
5.6.3.1. Extracdo do DNA

As amostras intestinais do segmento do ileo estavam armazenadas em ultrafreezer -80°C
até seu processamento. Inicialmente foi realizado pré tratamento para lise da parede celular de
bactérias gram positivas, o qual consistia em um mix com os seguintes reagentes: DTT (10%
de DTT em PBS pH 7.2); solugéo de TrisHCI 200mM; solugéo de EDTA 20mM; Triton X100;
solucdo de lisozima (100mg/mL em PBS, pH7.2). Além disso, foram utilizadas 0,3 g por
amostra de beads de zirconio 0,mm. A homogeneizacdo da amostra foi realizada no
TissueLyser LT durante 10 minutos em velocidade maxima. Em seguida, foi utilizado um kit

comercial (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen Inc., Toronto, Ontario), seguindo as
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recomendagdes do fabricante. O DNA foi quantificado e a purificagdo foi determinada pelo
espectofotdmetro NanoDrop® 2000/2000c (ThermoFisher Scientific, USA).

5.6.3.2. Sequenciamento genémico

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) inicial, foram utilizados oligonucleotideos

conforme protocolo da Illumina para MiSeq. Combinac6es de oligonucleotideos para a PCR do

16S Amplicon Forward Primer =
5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG e
16S Reverse Primer =

5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

visando as regides hipervariaveis V3-V4 do gene 16S rRNA. Para a realizacdo da PCR para a
amplificagdo do 16S rRNA foi utilizado Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen). Os ciclos utilizados foram 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 94 ° C por 3 min,
seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15 segundos, anelamento a 58 °C por 30

segundos e extensao a 68 °C durante 1 min, extensdo final a 68°C por 7 minutos.

Posteriormente, os produtos da PCR foram purificados usando esferas Agencourt
AMPure (Beckman Coulter, Indianapolis, IN). Os amplicons purificados foram amplificados
com pares Unicos de i5 forward index i7 reverse index fornecidos pelo kit Nextera XT Index
(lllumina, San Diego, CA, EUA). Cada conjunto de PCRs incluiu extragdo e PCR em branco.
Ambos [i5] e [i7] s@o as sequéncias de 10 pb de codigos de barras Unicos, que permitiram que
as bibliotecas agrupadas fossem sequenciadas simultaneamente, conhecido como
multiplexacdo de amostra. Os amplicons com indice em cddigo de barras foram purificados
usando esferas Agencourt AMPure (Beckman Coulter, Indianapolis, IN) e quantificados
utilizando Fluorometro Qubit®2.0 e Qubit™ dsDNA HS and BR Assay Kits (Thermo Fisher
Scientific, EUA). Quantidades iguais de cada amplicon purificado contendo cddigo de barras
foram reunidas para construir bibliotecas. As bibliotecas foram sequenciadas na plataforma
Illumina MiSeq usando o protocolo paired-end 2 x 300 bp MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle)
(IMlumina, San Diego, CA, EUA).

5.6.3.3. Analise de bioinformatica e estatistica

5.7. Os dados brutos da sequéncia foram analisados usando o pipeline QIIME 2
(https://giime2.org/) (versao 2020.6) e 0 pacote phyloseq R
(https://joey711.github.io/phyloseq/)37. Os dados brutos da sequéncia foram removidos usando
DADA2 no pacote QIIME 238. Os arquivos FASTQ de extremidade emparelhada foram
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processados por filtragem de qualidade (average score of <20) baseada em pontuacdo de
qualidade Phred, fusdo das extremidades emparelhadas, remocdo de quimera, remocdo de
singleton e construcdo de uma tabela de recursos que consiste em variantes de sequéncia
amplicon (ASV). Usando o método DADAZ2 denoise-single, regides de baixa qualidade das
sequéncias foram removidas e definida a opcao de sequéncia truncada para 260. Todos 0os ASV
foram alinhados pelo MAFFT por meio do alinhamento g2 e a anélise filogenética foi realizada
usando Fasttree2. Um classificador de taxonomia de aprendizado de maquina scikitlearn naive
Bayes contra as sequéncias de referéncia SILVA 138 SSU (SILVA rRNA database project,
https://www.arb-silva.de/ 16S rRNA RefSeq Versdo 15.1 foi treinado com o plugin g2-feature-
classifier usando as regides V3V4 de sequéncias 16S rRNA A taxonomia foi atribuida a cada
ASV usando o comando ‘classifysklearn’ no q2-feature-classifier. Usando a arvore filogenética
enraizada construida, foram realizadas analises de diversidade usando o plugin de diversidade
dentro do pacote QIIME 2. A diversidade alfa e diversidade beta foram calculadas entre os
grupos usando o teste Mann-Whitney e a andlise de variancia multivariada permutacional
(PERMANOVA), respectivamente. DESeq2 foi usado para identificar filotipos
diferencialmente abundantes com o valor P ajustado (padj) >=0,05 para testes multiplos usando

0 método Benjamini-Hochberg.
5.8. Resultados
5.8.1. Historico e sinais clinicos

Os pintinhos eram da linhagem Ross 308 e pertenciam a dois lotes, um com 10.880 mil
e outro com 25.120 mil pintinhos. Os galpGes eram de pressdo positiva, a cama era reutilizada
(trés vezes) e estava em condigdes inadequadas. A racédo era peletizada (triturada previamente
ao fornecimento), sendo a energia metabolizavel entre 2.920-2.950 kcal, com o teor de 23% de
proteina bruta (sem farinha de carne). Probioticos ndo foram utilizados. O bebedouro era do
tipo automatico com boa regulagem e fornecimento de agua ad libitum. As matrizes do lote
investigado tinham 50 semanas. As aves foram vacinadas contra a doenga de NewcCastle,

Marek, Gumboro e bronquite infecciosa das galinhas.

Os pintinhos comecaram a diminuir o consumo de racdo no quarto dia de idade,
apresentaram diarreia aquosa ou excreta com ra¢do ma digerida e se agrupavam aparentando
estar com desconforto ambiental (Fig.1, Fig. 2b). No sexto e sétimo dia do lote foi notada queda

no desempenho, atraso no crescimento e desuniformidade (cerca de 50%) (Fig.2a), com
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aumento leve da mortalidade. Nao houve diferenca da média dos pesos entre os grupos de

pintinhos com eroséo e sem eroséo.
5.8.2. Achados macroscopicos e histopatologia

Macroscopicamente, dos 22 pintinhos refugos que apresentaram sinais clinicos, em
dezesseis havia lesdes no ventriculo. Foram visualizadas multiplas areas de depresséo e fissuras
da membrana coilina, caracterizadas como &reas de erosdes (Fig.4). Os intestinos dessas aves
estavam frequentemente distendidos por gases e continham conteldo aquoso com alimento ndo

digerido (Fig.3). Nenhuma lesdo macroscopica foi observada em outros 6rgaos.

Na histopatologia, havia degeneracdo e perda da camada coilina (Fig.5), em algumas
areas havia restos de células e infiltrado inflamatério constituido principalmente por heterdéfilos,
além de hemorragia (Fig.6). Na camada da mucosa, heterofilos, linfocitos e fibrina foram
observados em quantidade discreta na lamina propria (Fig.7). Ndo foram encontrados
corpusculos de inclusdo intranucleares na mucosa do ventriculo e ndo havia alteracdes

histol6gicas nos intestinos.

Figura 1: Pintinhos agrupados aparentando estar com desconforto ambiental
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(A) ‘ (B)
Figura 2: (A) Ha desuniformidade entre os pintinhos de 7 dias de idade, todos com atraso no
crescimento, sendo o do meio mais acentuado em comparacdo aos outros. (B) Excretas imidas
com racdo ma digerida

(A) (B)
Figura 3: Intestino delgado, pintinho de 7 dias de idade. (A) O intestino esta mais palido que
o normal, distendido por gases e com conteudo aquoso. (B) Ileo. Alimento mal digerido no
[Gmen.
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(A) (B)
Figura 4: Ventriculo, pintinho de 7 dias de idade. (A) Na membrana coilina ha areas multifocais
deprimidas redondas a ovaladas de bordas elevadas (eroséo) e area de hemorragia discreta. (B)
Erosdo na membrana coilina acentuada com centro marrom.

Figura 5: Ventriculo, pintinhos de 7 dias de idade. Degeneragdo e perda da membrana coilina.
Hematoxilina e eosina (HE). Bar = 500um.
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Figura 6: Ventriculo, pintinhos de 7 dias de idade. Degeneracgdo e perda da membrana coilina
com restos celulares. Hematoxilina e eosina (HE). Bar = 100um.

Figura 7: Ventriculo, pintinhos de 7 dias de idade. Na camada da mucosa, na lamina propria,
ha heterdfilos, linfécitos e fibrina com foco de perda epitelial e fibroplasia discreta.
Hematoxilina e eosina (HE). Bar = 50um.
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5.8.2.1. Dados do sequenciamento

Um total de 1.048.972 reads brutas foram obtidas por sequenciamento do contetdo e
mucosa do ileo dos pintinhos de sete dias de idade. Apds montagem e filtragem de qualidade,
um total de 509.138 leituras passaram pelos filtros aplicados ao QIIME, com um valor médio
de 23.142 leituras/amostra, e um comprimento de sequéncia de 300 pb. A curva de rarefacéo
gerada a partir das OTUs sugeriram que houve uma alta cobertura amostral, portanto as
amostras sequenciadas alcancaram a profundidade necessaria para observar todos os taxons e,
assim, inferir a diversidade total de uma comunidade amostrada. Usando os indices ACE,
Chaol, ndo houve diferenca na riqueza e distribuicdo das espécies, mas nos testes de Shannon
e Simpson houve um aumento da diversidade das espécies na microbiota dos pintinhos com
erosdo do ventriculo (Fig 8), mas ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre a diversidade

dos grupos com e sem erosao.

A diversidade beta foi gerada medindo as distancias de Bray-Curtis entre os grupos de
pintinhos com e sem erosdo do ventriculo. Na analise com Adonis baseada na matriz de
distancia Weighted UniFrac ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos sem
eroséo e com erosao (R2=0.02065, P=0.964). Com base na ordenacdo da matriz de distancia
gerada usando o algoritmo complementar de Bray-Curtis, a PCOA mostrou que as amostras

com erosao ndo estavam separadas das amostras sem erosdo (Fig. 9).
5.8.2.2. Composicédo taxonémica das bactérias

A composicdo dos filos da microbiota entre os grupos foi similar, o mais abundante foi
Firmicutes (91%) seguido de Bacteroidota (Fig.10). A abundancia em nivel de géneros foi
dominada por Lactobacillus (64%) e Enterococcus em ambos os grupos (Fig.11). Ndo houve
diferenca significativa (P>0.05) na abundancia relativa dos taxons das amostras com erosdo de
ventriculo e sem erosao de ventriculo. O mapa de calor (Heatmap) exibiu a abundancia relativa

de taxons bacterianos dos grupos de pintinhos com eroséo e sem eroséo do ventriculo (Fig. 12).
5.9. Discussao

A investigacao diagnostica sobre causa de atraso no crescimento e refugagem necessita
primeiramente de exames macroscopicos e microscopicos. A histopatologia dos intestinos
possibilita excluir ou ndo o diagnéstico de enterite viral (de Oliveira et al., 2021), a qual era a
suspeita clinica inicial, ndo confirmada ap0s o exame histopatolégico nos pintinhos do presente

estudo. Os achados de erosdes de ventriculo em vérias dessas aves, juntamente com conteudo
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intestinal mal digerido, levantaram questdes sobre a causa da lesdo na moela e se nessas aves
ocorreu alteracdo na microbiota intestinal (ileo) em comparagéo as aves sem erosGes na moela.
Considerando causas infecciosas para a erosdo e ulceracdo da moela, corpusculos de inclusbes
intranucleares que indicassem a possibilidade etiologica de adenovirus (Goodwin et al., 1993)
ndo foram encontrados. A PCR do ventriculo dessas aves também resultou negativa para
adenovirus. Dessa forma, outras causas para as lesGes na moela dessas aves devem ser
consideradas com a avaliacdo conjunta de informacgdes epidemioldgicas, ambiéncia e

alimentacédo dessas aves (Hoerr et al., 1981).

Baseado no ambiente no qual essas aves estavam instaladas, havia desconforto
ambiental. Por isso, levantou-se a possibilidade de estresse como responsavel pelo baixo
desempenho e sinais clinicos observados. Similar a relatos anteriores que identificaram
situacOes de desconforto ambiental (Souza et al., 2016; Shi et al., 2019; Han et al., 2021), a
diminuicdo no consumo de racdo e a diminui¢do no ganho de peso foram os principais sinais

clinicos apresentados.

O estresse ocorre como resultado de uma resposta biolégica a um estimulo interno ou
externo que representa uma ameaca ao equilibrio fisiolégico normal de um organismo. As
concentracdes plasmaticas de corticosterona séo elevadas por estressores devido ao aumento da
secrecdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e do hormdnio liberador de corticotropina
(Scanes, 2016). A producdo comercial de aves enfrenta uma variedade de estresses, incluindo
o ambiental, nutricional e interno, que diminuem a producéo e o desempenho reprodutivo e
prejudicam o estado de salde das aves (Akinyemi e Adewole, 2021). As aves podem sofrer
varios estressores ambientais, como estresse por calor (Beuving e VVonder, 1978), estresse por
frio (Beuving e Vonder, 1978), restri¢do alimentar (De Jong et al., 2002), densidade de criacdo
(Mirfendereski e Jahanian, 2015) e altas concentracdes de amonia e poeira (Homidan et al.,
2003). As manifestacfes comportamentais de estresse em aves de producdo varia conforme a
origem do estresse ambiental, podendo apresentar aumento ou diminui¢cdo do consumo de
racao, menor digestibilidade dos nutrientes, redugédo do peso corporal individual, e da eficiéncia
alimentar, piora da conversdo alimentar, os pintinhos se amontoam, diminuem a atividade
locomotora, a ave fica em decubito ou deitada lateralmente, e ha aumento da mortalidade, entre
outros (Branco et al., 2021; Akinyemi e Adewole,, 2021). No presente estudo, 0s pintinhos
apresentaram comportamentos de desconforto ambiental e consequente diminui¢do do consumo

de racdo e atraso do crescimento.
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Hé& pesquisas demonstrando a ocorréncia de erosdo do ventriculo induzida por estresse
(Grabarevic et al., 1993; Dzaja et al., 1996; Grabarevic et al, 1999). No estresse, niveis elevados
de acetilcolina e histamina resultam em aumento da producdo de acido gastrico e
consequentemente erosao na membrana coilina do ventriculo (Grabarevic et al., 1999; Megha
etal., 2022). Foi constatado experimentalmente que a erosdo do ventriculo foi cerca de 10 vezes
mais severa em animais estressados, do que em aves que receberam altas concentracdes de
histamina (Dzaja et al., 1996). O diagndstico diferencial da erosdo do ventriculo em aves inclui
também outras causas nao infecciosas como deficiéncia de vitamina Bs (Daghir e Haddad,
1980), intoxicacdo com gizerosina (Okazaki et al., 1983), histamina (Kim et al., 2016) e
micotoxinas (Hoerr et al., 1981). No presente estudo, a racdo nao continha nenhum derivado da
farinha de peixe, descartando-se, portanto, a toxicidade por gizerosina. N&o foi possivel realizar
a analise da racdo para verificar a presenca de micotoxinas, uma causa que ndo deve ser

desconsiderada no diagnostico diferencial de erosao e ulceracdo da moela em pintinhos.

No presente estudo, a avaliagdo da microbiota do ileo por sequenciamento
metagenémico revelou aumento da diversidade alfa nos pintinhos com eroséo do ventriculo,
em comparacao aos pintinhos sem erosdo no ventriculo. A investigacdo da microbiota intestinal
de aves submetidas ao estresse vem sendo constantemente estudada e h& uma variagcdo nos
resultados das alteracdes dessa comunidade. A avaliacdo da microbiota cecal de frangos de
corte submetidos ao estresse pela alta concentracdo de amonia a 35ppm revelou alteracdo na
diversidade beta e ndo alterou a diversidade alfa. A alteragdo na composigédo da microbiota foi
detectada pelo aumento do filo Proteobacteria e género Escherichia-coli em relagcdo ao grupo
controle (Han et al., 2021). O estresse induzido pelo aumento da densidade de aves ndo alterou
a diversidade alfa e beta que se manteve a mesma do grupo controle, porém a composicao da
microbiota do ileo teve uma diminuicao do género Lactobacillus, Enterococcus e Streptococcus
(Li et al., 2022). O estresse térmico representa uma ameaca aguda a homeostase e tem efeitos
adversos potenciais na saude geral, desempenho de crescimento, fisiologia, imunidade e
morfologia intestinal em aves. A investigagdo da microbiota cecal de frangos de corte
submetido ao estresse termico revelou alteracdo na diversidade beta e alteragdo na composicao
da microbiota cecal com diminuicdo dos géneros Bacteroides, Oscillospira, Faecalibacterium
e Dorea (Shi et al., 2019). A diversidade da microbiota intestinal € importante para promover
estabilidade e desempenho. O aumento da diversidade alfa da microbiota tem sido utilizado
como um indicador para avaliacdo da saude intestinal (Clarke et al., 2014). No presente estudo,

a diferenca encontrada nos grupos foi um aumento dos indices de Shannon e Simpson da
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diversidade alfa dos pintinhos com eroséo de ventriculo, sendo um resultado contrario ao
descrito em outros-estudos. N&o foi investigada a microbiota intestinal do ceco, e devido a sua
funcdo e grande diversidade microbiana, poderia fornecer resultados diferentes do ileo sobre
alteracdes da microbiota intestinal. Mais estudos precisam ser realizados com pintinhos sem
nenhum sinal clinico de estresse para caracterizar melhor a microbiota intestinal e as possiveis

alteracfes que podem ocorrer como consequéncia de erosao e ulceracdo do ventriculo.
5.10. Concluséo

Nesse estudo, foram evidenciados os sinais clinicos e as lesdes do ventriculo em
pintinhos, possivelmente causados pelo estresse ambiental e/ou micotoxinas, mas sem relacao
com causa viral. A erosdo do ventriculo tem maultiplas causas, por isso ressalta-se a importancia
dos exames complementares para o diagnostico definitivo. Além disso, a observacdo do
comportamento do lote é fundamental para esclarecer alteragcdes ambientais que perturbam o
bem-estar dos pintinhos. A investigacdo da microbiota do ileo, dos pintinhos com erosdo do
ventriculo, ndo evidenciou altera¢fes na diversidade e na composicéo da populagédo bacteriana.
Mais estudos devem ser realizados para esclarecer se a erosdo do ventriculo e
consequentemente a méa digestibilidade da racdo causam alteracdes significativas e importantes

da microbiota intestinal.
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Figura 8: Gréafico de diversidade alfa, sendo (A) pintinhos sem erosédo de ventriculo (B)
pintinhos com erosdo de ventriculo. Grafico de riqueza de espécies identificadas (observed) e
medidas de diversidade alfa: Chaol, ACE (Estimador de riqueza de espécies), testes de
Shannon e Simpson (indices de diversidade das espécies). Somente no teste de Shannon e
Simpson houve diferenca com maior diversidade do grupo com erosao de ventriculo. Nao foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos usando os testes de Mann Whitney (P >

0,05).
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Figura 9: Analise de coordenadas principais UniFrac ponderado. (A) pintinhos sem erosédo de
ventriculo (B) pintinhos com eroséo de ventriculo. Cada ponto representa uma amostra. Se as
amostras pertencentes a0 mesmo grupo estiverem mais proximas umas das outras, e a distancia
entre pontos em grupos diferentes for maior, o modelo de classificagdo é bom. Nesse caso, ndo
houve formacao de um cluster.
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Figura 10: Gréfico de barra empilhado com a abundéancia dos principais filos e familias
presente no ileo de pintinhos de 7 dias de idade. Grupo A (sem erosao de ventriculo) e grupo B
(com eroséo de ventriculo).
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Figura 11: Grafico de barra empilhado da abundéncia dos principais géneros presente no ileo
de pintinhos de 7 dias de idade, grupo A (sem erosdo de ventriculo) e grupo B (com erosao de

ventriculo)
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Figura 12: Heatmap demonstrando a abundancia dos géneros no ileo dos pintinhos de 7 dias
de idade. O grupo A sem erosdo de ventriculo e 0 B com eroséo de ventriculo.
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