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RESUMO GERAL
Lima, Pamella Pryscila de Alvarenga Bissoli Maciel de Lima. Analise da resposta
inflamatoria e do microbioma cecal de frangos de corte desafiados com diferentes doses
vacinais contra Eimeria spp. 93 p. Tese (Doutor em Ciéncias Veterindrias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2026.

A coccidiose avidria ¢ uma doenga entérica causada por Eimeria spp., responsavel por
comprometer a integridade do epitélio intestinal, reduzir a absor¢do de nutrientes e prejudicar
o desempenho zootécnico das aves. Entre as espécies de maior importancia para a avicultura
destacam-se Eimeria tenella, E. acervulina ¢ E. maxima. Neste estudo, frangos de corte Cobb
500 foram desafiados por gavagem oral, no primeiro dia de vida, com a vacina Fortegra® (MSD
Satde Animal), contendo oocistos atenuados dessas trés espécies, em doses correspondentes a
10x, 20x e 40x a dose recomendada pelo fabricante, além de um grupo controle tratado com
PBS. Amostras de tecidos intestinais e conteudo cecal foram coletadas aos 7, 14 e 21 dias pos-
desafio. A presenca de Eimeria spp. nos tecidos intestinais foi avaliada por qPCR, e a expressao
de genes relacionados a resposta imune ¢ a integridade intestinal, bem como a composicao da
microbiota cecal, foram analisadas por abordagens moleculares. Os resultados demonstraram
que tanto a dose do desafio quanto o tempo pds-infec¢do influenciaram a resposta imune, a
integridade intestinal e a microbiota cecal dos frangos. No experimento de expressdo génica,
utilizando os grupos 10x e 40x, a maior carga parasitaria induziu respostas imunes mais intensas
e prolongadas, caracterizadas pela modulacdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias e pela
regulacao de genes relacionados as jungdes de adesao do epitélio intestinal. Observou-se um
padrao temporal com picos iniciais de mediadores pro-inflamatorios, seguidos pela ativacdo de
mecanismos moduladores, sugerindo tentativa do hospedeiro de conter a inflamagdo e
restabelecer a homeostase intestinal. Entretanto, a maior carga parasitaria também indicou
possivel supressdao progressiva da resposta imune, o que pode comprometer a eliminacao do
patdgeno e prolongar o reparo tecidual. Em paralelo, no experimento de microbiota, com os
grupos 10x e 20x, a comunidade cecal foi modulada principalmente pelo tempo pds-infeccao,
com aumento progressivo da riqueza, equitabilidade e diversidade até 21 dias, refletindo o
processo de maturagdo intestinal. O efeito da dose sobre o microbioma foi mais limitado, sendo
a menor dose associada a maior equilibrio microbiano e menor presenga de tdxons oportunistas,
enquanto a dose mais elevada esteve relacionada a redugdo de géneros potencialmente
benéficos e ao aumento de taxons potencialmente patogénicos. De forma geral, os achados
demonstram que a interagao entre dose infecciosa e tempo pds-infecgao ¢ determinante para a
compreensdo dos mecanismos imunoldgicos e das alteracdes microbianas associadas a
coccidiose em frangos, contribuindo para o aprimoramento de estratégias de controle, manejo
e prevencao da doenca na avicultura.

Palavras-chave: Gallus gallus, Eimeria tenella, Eimeria acervulina, Eimeria mdxima,
Expressdo génica, NGS, 16S rRNA.



GENERAL ABSTRACT
LIMA, Pamella Pryscila de Alvarenga Bissoli Maciel de Lima. Analysis of the inflammatory
response and cecal microbiome of broiler chickens challenged with different vaccine doses
against Eimeria spp. 93 p. Thesis (Doctorate in Veterinary Sciences). Institute of Veterinary
Medicine, Department of Epidemiology and Public Health, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2026.

Avian coccidiosis is an enteric disease caused by Eimeria spp. that impairs the integrity of the
intestinal epithelium, reduces nutrient absorption, and compromises the zootechnical
performance of birds. Among the species of greatest importance to poultry production are
Eimeria tenella, E. acervulina, and E. maxima. In this study, Cobb 500 broiler chickens were
orally challenged on the first day of life with Fortegra® vaccine (MSD Animal Health),
containing attenuated oocysts of these three species, at doses corresponding to 10%, 20%, and
40x the manufacturer’s recommended dose, in addition to a control group receiving PBS.
Intestinal tissue and cecal content samples were collected at 7, 14, and 21 days post-challenge.
The presence of Eimeria spp. in intestinal tissues was evaluated by qPCR, and the expression
of genes related to immune response and intestinal integrity, as well as the composition of the
cecal microbiota, were analyzed using molecular approaches. The results showed that both
challenge dose and post-infection time influenced the immune response, intestinal integrity, and
cecal microbiota of broilers. In the gene expression experiment, using the 10x and 40x groups,
the higher parasite load induced more intense and prolonged immune responses, characterized
by modulation of pro- and anti-inflammatory cytokines and regulation of genes related to
adhesion junctions in the intestinal epithelium. A temporal pattern was observed, with early
peaks of pro-inflammatory mediators followed by the activation of modulatory mechanisms,
suggesting an attempt by the host to contain inflammation and restore intestinal homeostasis.
However, the higher parasite load also indicated a possible progressive suppression of the
immune response, which may compromise pathogen clearance and prolong tissue repair. In
parallel, in the microbiota experiment, using the 10x and 20% groups, the cecal community was
modulated mainly by post-infection time, with a progressive increase in richness, evenness, and
diversity up to 21 days, reflecting the process of intestinal maturation. The effect of dose on the
microbiome was more limited, with the lower dose being associated with greater microbial
balance and lower representation of opportunistic taxa, whereas the higher dose was associated
with a reduction in potentially beneficial genera and an increase in potentially pathogenic taxa.
Overall, these findings demonstrate that the interaction between infectious dose and post-
infection time is critical for understanding the immunological mechanisms and microbial
alterations associated with coccidiosis in broiler chickens, contributing to the improvement of
control, management, and prevention strategies in poultry production.

Key words: Gallus gallus, Eimeria tenella, Eimeria acervulina, Eimeria mdxima, Gene
expression, NGS, 16S rRNA.
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1. INTRODUCAO GERAL

O crescimento da populagdo mundial tem impulsionado a demanda por alimentos de
origem animal, especialmente carne e ovos de aves, gerando perspectivas de expansdo continua
para o setor avicola nas proximas décadas. O Brasil se destaca nesse cenario como um dos
lideres globais, sendo o maior exportador de carne de frango e o terceiro maior produtor
mundial, atrds apenas dos Estados Unidos e da China. Em 2024, a produc¢ao nacional atingiu
cerca de 15 milhdes de toneladas de carne de frango, das quais 5 milhdes foram destinadas a
exportacdo, € o pais figura ainda como o quinto maior produtor de ovos (ABPA, 2025). Essa
expressiva participacao no mercado internacional reflete o investimento continuo em genética,
nutricdo, manejo, biosseguridade e sanidade avicola.

Em funcdo dos avangos tecnologicos, a intensificagcdo produtiva e a selegdo genética
voltada majoritariamente para caracteristicas zootécnicas, como ganho de peso € conversao
alimentar, houve uma menor énfase na resisténcia a doengas. Esse contexto aumenta a
suscetibilidade das aves a enfermidades que comprometem o desempenho produtivo e a
viabilidade economica da atividade.

Dentre essas enfermidades, a coccidiose aviaria, causada por protozoarios do género
Eimeria, destaca-se como um dos principais desafios sanitarios da avicultura mundial, gerando
perdas superiores a US$ 3 bilhdes anuais (Blake; Tomley, 2014). A coccidiose compromete a
integridade intestinal, a absor¢cao de nutrientes, e consequentemente, o desempenho
zootécnico das aves. Pode, ocorrer de forma clinica ou subclinica, sendo esta tltima de grande
impacto econémico devido a redugdo no ganho de peso e piora na conversao alimentar.

O controle da doencga baseia-se no uso de anticoccidianos ¢ na vacinagao, sendo esta
ultima considerada uma alternativa estratégica para reduzir a pressdo de resisténcia a
medicamentos e promover imunidade protetora contra diferentes espécies de FEimeria.
Entretanto, a resposta imune e a satide intestinal das aves apds a vacina¢do podem variar de
acordo com fatores como manejo, dose vacinal e pressdo de infeccao ambiental.

Além do impacto direto da Eimeria spp. na mucosa intestinal, a infeccao provoca
alteracdes na microbiota e na resposta imune, com repercussdes sobre a barreira epitelial e a
homeostase do trato gastrointestinal. Marcadores moleculares como proteinas de jungdo
estreita (claudinas, ocludinas, JAMs, ZOs) e citocinas inflamatorias (IL-1p, IL-2, IFN-y, IL-
6, IL-8, IL-10, TGF- B) desempenham papéis centrais nesse processo, refletindo o estado de
integridade intestinal e o equilibrio entre respostas inflamatdrias e regulatorias.

Nesse contexto, compreender como diferentes doses vacinais de Eimeria Sppy



modulam a resposta inflamatodria e a composicao da microbiota intestinal ¢ fundamental para
aprimorar protocolos de imuniza¢do e manejo sanitario. A analise integrada de parametros
histopatologicos, expressdo génica de citocinas e proteinas de jun¢do, bem como da dindmica
microbiana, pode fornecer informagdes relevantes para o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes no controle da coccidiose, garantindo produtividade e bem-estar animal.

Assim, o presente estudo foi estruturado em capitulos, com o objetivo de avaliar as
respostas inflamatorias do ceco e as alteragdes no microbioma do ceco de frangos desafiados
com diferentes doses vacinais de Eimeria spp. As hipoteses centrais sao de que doses elevadas
da vacina podem modificar de forma significativa a expressdo de genes relacionados a satde
intestinal e a resposta imune, bem como alterar a composi¢do da microbiota, influenciando a

resisténcia das aves e o equilibrio funcional do trato gastrointestinal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da avicultura brasileira

A avicultura representa um dos setores mais relevantes do agronegocio brasileiro. De
acordo com o Relatorio Anual de 2025 da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA,
2025), em 2024, o Brasil produziu cerca de 15 milhdes de toneladas de carne de frango, das
quais 5 milhdes foram destinadas a exportagao. O pais ¢ o maior exportador de carne de frango
e € o terceiro maior produtor global, atras apenas dos Estados Unidos e da China.

Além da carne de frango, o Brasil destaca-se como o quinto maior produtor mundial
de ovos (ABPA, 2025). Os estudos com material genético avicola, voltados para a selecdo e
melhoria de linhagens, tém ampliado sua atuacao, exportando contetido para sessenta e nove
paises (ABPA, 2025), fortalecendo mais ainda a avicultura brasileira no cenario internacional.
A crescente demanda por produtos avicolas e o alto consumo do mercado tém gerado forte
pressdo sobre todos os setores da cadeia produtiva de aves, exigindo melhorias constantes na
taxa de crescimento, na eficiéncia alimentar e no status sanitario (BASSI; SILVA, 2017).

Nesse contexto, a criagdo intensiva se consolidou como o principal modelo de
producdo de frangos no Brasil, baseada em avangos genéticos, nutricionais e tecnoldgicos,
além de melhorias na formulacdo de vacinas, nas instalagdes e nos equipamentos, o que
contribuiu significativamente para o aumento da produtividade (SAKAMOTO et al.,
2020). Os avancos tecnoldgicos na produgao, e na selecao genética dos frangos de corte tem

priorizado caracteristicas econdmicas, como a taxa de crescimento e a eficiéncia alimentar,
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deixando em segundo plano a resisténcia a doengas (LESHCHINSKY; KLASING, 2001).
Essa falta de selecao especifica pode ter favorecido a emergéncia de caracteristicas
desfavoraveis, como a redugdo da resisténcia imunoldgica geral, aumentando a suscetibilidade
dos animais a infecgdes. Portanto, ¢ essencial desenvolver linhagens com melhor resisténcia
a doencas infecciosas e maior capacidade de adaptacdo, garantindo, assim, tanto o bem-estar
animal quanto a sustentabilidade econdmica da producao avicola (SWINKELS et al., 2007).
Dentre as principais doengas que afetam a avicultura, destaca-se a coccidiose, sendo
um dos maiores desafios associados a doenga sua forma subclinica, que compromete o
desempenho zootécnico das aves sem manifestar sinais clinicos evidentes, resultando em
prejuizos econdomicos expressivos para a producao (REMMAL et al., 2011). O controle e o
tratamento eficazes da coccidiose sdo essenciais para garantir o alto desempenho produtivo da

avicultura brasileira e prevenir prejuizos econdmicos que comprometam o setor.

2.2 Coccidiose aviaria

A coccidiose aviaria ¢ uma doenga entérica que prejudica o crescimento de frangos
e galinhas, e suprime o sistema imunologico, podendo resultar em alta mortalidade, e um gasto
ja estimado de US$ 3 bilhdes na industria avicola (BLAKE; TOMLEY, 2014). E uma doenca
causada por protozodrios intracelulares do filo Apicomplexa, pertencentes ao género Eimeria,
acometendo aves domésticas, tanto industriais como as de subsisténcia. A infec¢ao ocorre pela
ingestao de oocistos esporulados presentes no ambiente, frequentemente misturados a cama,
alimento ou 4gua (ALLEN; FETTERER, 2002).

O oocisto esporulado pode sobreviver fora do hospedeiro por até 60 dias, enquanto o
ndo esporulado pode persistir por até 7 meses no tecido cecal, devido a sua parede dupla
composta por proteinas e lipidios, lhe conferindo alta resisténcia. As proteinas garantem
grande estabilidade estrutural contra calor ou frio extremos, desde que esses parasitos sao
sensiveis a altas temperaturas e a dessecacdo. E provavel que a camada externa proteja sua
estrutura de danos mecanicos, enquanto a camada interna, rica em lipidios, o protege de
ataques quimicos (FATOBA; ADELEKE, 2018; QUIROZ-CASTANEDA,; DANTAN-
GONZALEZ, 2015).

2.3 Ciclo Bioldgico de Eimeria spp.
O ciclo biologico de Eimeria spp. tem uma duragdo média de 4 a 7 dias, dependendo
da espécie considerada, sendo dividido em trés fases principais: esquizogonia (assexuada),

gametogonia (sexuada) e esporogonia (BURRELL et al., 2020). 5



O oocisto, apos ser ingerido, sofre agdo mecanica da moela e a¢do enzimatica no trato
digestivo, alterando a estrutura e a permeabilidade de sua parede, promovendo a liberagao dos
esporocistos. Os esporozoitos contidos em cada esporocisto removem o tampao de proteinas
e carboidratos, chamado de corpo de Stieda, localizado na extremidade pontiaguda e estreita
do esporocisto, permitindo assim que os esporozoitos saiam da cavidade do oocisto (ALLEN;
FETTERER, 2002; KAWAZOE, 2000). Esse processo denominado excistacdo libera os
esporozoitos no limen do intestino (MESA-PINEDA et al., 2021).

Os esporozoitos invadem os enterocitos, e se diferenciam em trofozoitos, iniciando a
esquizogonia. Nesse processo, formam-se esquizontes (merontes) repletos de merozoitos
(MESA-PINEDA etal., 2021). A cada ciclo assexuado ocorre lise celular, seguida da liberagdo
dos merozoitos. Esse mecanismo pode se repetir varias vezes; quanto maior o numero de
ciclos de reprodugao assexuada, maior tende a ser a patogenicidade da espécie, devido a
intensa destrui¢ao do epitélio intestinal. Esse padrao éassim caracteristico de cada espécie de
Eimeria (MESA-PINEDA et al., 2021; PRATA, 2020).

A gametogonia tem inicio quando os merozoitos da Gltima geracdo invadem novos
enterécitos e se diferenciam em gametas, microgametas (masculinos) e macrogametas
(femininos). A fecundacdo origina um oocisto imaturo, que ¢ liberado na luz intestinal. No
ambiente externo, em condicdes adequadas de temperatura, umidade e oxigénio, ocorre a
esporogonia, processo no qual o oocisto amadurece e se torna infectante, completando o ciclo

(ALLEN; FETTERER, 2002; KAWAZOE, 2000).



Figura 1. Ciclo biologico Eimeria spp. Galinhas e frangos se contaminam pela via fecal-
oral, com a reproducao dos protozoarios dentro das células intestinais, resultando em dano

na parede intestinal (EL-SHALL et al., 2021).

2.3.1 Espécies de Eimeria spp

As aves domésticas (Gallus gallus domesticus) podem ser acometidas por diferentes
espécies do género Eimeria. Até o momento, foram descritas sete espécies com relevancia em
frangos de corte: E. praecox, E. acervulina, E. maxima, E. necatrix, E. brunetti, E. tenella e
E. mitis (VRBA et al., 2010). Cada uma dessas espécies apresenta caracteristicas distintas
quanto a patogenicidade, morfologia dos oocistos e localizacao preferencial no trato intestinal

(BURRELL et al., 2020). . Estas caracteristicas podem ser observadas no Quadro 1.

Quadro 1. Comparagao das sete espécies conhecidas de Eimeria spp. que afetam frangos e

galinhas em termos de local de infeccao, patogenicidade e sinais clinicos.



Espécies Local de infeccio Patogenicid Sinais Clinicos

ade
E. tenella  Ceco Severa Excremento sanguinolento, reducao do
consumo de racao.
E. maxima  Jejuno e lleo Moderadoa  pjarréia, excremento pode conter sangue.
Severo
E. Duodeno Brando Anemia, enterite leve, perda de apetite.
acervulina
E. necatrix Jejuno e fleo Severo Enterite com sague, queda no consumo de
proximal alimento.
E. brunetti  1leo distal Severo Enterite, ocasionalmente com sangue.
E. mitis Ileo distal Brando Enterite limitada ao ileo, diarréia aquosa.
E. praecox Duodeno e Jejuno Leve Conteudo intestinal aquoso.

proximal

Fonte: Quiroz-Castafieda e Dantan-Gonzélez (2015)

Embora os sinais clinicos causado pelas diferentes espécies de Eimeria sejam
especificos, de forma geral, as aves apresentam perda de peso, apatia, perda de apetite, diarreia
e tendéncia ao amontoamento (McDONALD; SHIRLEY 2009). Essas manifestacdes estao
relacionadas as alteracdes nas vilosidades intestinais, que reduzem a capacidade de absor¢ao
de nutrientes e comprometem a renovacgao celular. A destrui¢ao das células epiteliais ocasiona
a perda de fluidos, hemorragias e maior susceptibilidade a outras doencas (KAWAZOE,
2000). Além disso, a coinfec¢do com espécies que acometem diferentes regides a0 mesmo
tempo intensificam o quadro, agravando a deficiéncia na absor¢ao de nutrientes (LILLEHOJ

H; LILLEHOJ E, 2000).

2.3.2 Diagnéstico da Coccidiose Aviaria

O diagnostico da coccidiose em aves pode ser realizado por métodos macroscopicos
e microscopicos, sendo o diagndstico cldssico baseado na avaliagdo macroscopica dos
segmentos intestinais (JOHNSON; REID, 1970). Essa avaliagcdo varia conforme a espécie de
Eimeria envolvida: para E. acervulina, observa-se a presenca de placas esbranquicadas no
duodeno; em infeccdes por E. maxima, sdao identificadas lesdes hemorragicas com

espessamento da mucosa no jejuno e inicio do ileo; ja para E. tenella, sdo detectadas areas de
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espessamento e lesdes compativeis com necrose no ceco (PRATA, 2020).

Além da avaliagdo macroscopica dos segmentos intestinais, o diagndstico inclui a
observacao dos sinais clinicos, a andlise da qualidade das fezes no ambiente, o que permite a
identificacdo e caracterizacao dos oocistos quanto ao tamanho e formato (MESA-PINEDA et
al., 2021). Adicionalmente, pode-se recorrer a avaliacdo das alteragdes teciduais e a
confirmagdo da presenca dos parasitas por meio de exames histopatologicos, complementando
as analises anteriores e proporcionando um diagnostico mais preciso (PRATA, 2020).

A coinfeccao por diferentes espécies de Eimeria ¢ comum na coccidiose a campo
(HAUG et al., 2008; JENKINS et al., 2008), o que contribui ndo apenas para o aumento da
patogenicidade, mas também para a dificuldadediagnostica, pois caracteristicas morfologicas
e alteragdes patologicas podem ser semelhantes entre as espécies, dificultando a identificagao
precisa das espécies envolvidas(CARVALHO et al., 2011). Para superar essas limitagoes, ,
utiliza-se o diagnostico molecular, que oferece maior precisdo diagndstica por ser um

método que oferece maior sensibildade e especificidade.

2.3.4 Prevencio, tratamento e controle das coccidioses em aves de produciao

O aumento da densidade de aves nos aviarios, associado a reducao do tempo de vazio
sanitario entre os lotes, favorece a clevacdo da concentracdo de oocistos na cama e,
consequentemente, eleva o risco de infec¢ao parasitaria. Nesse cendrio, medidas de manejo,
higiene e desinfec¢do desempenham papel essencial na reducdo da disseminagdo do parasita
(GAZONI et al., 2020; CEVALLOS-GORDON et al., 2024).

Entretanto, tais medidas nem sempre sdo suficientes para conter todos os desafios
sanitarios do campo, especialmente em ambientes com alta pressao de infeccao (CEVALLOS-
GORDON et al., 2024). Por isso, o uso profilatico de anticoccidianos na ra¢gdo se tornou uma
ferramenta essencial para a prevencdo. Esses compostos, que podem ser classificados como
quimicos ou ion6foros, atuam diretamente no ciclo do parasita, inibindo sua multiplicagao e
resultando em menor dano intestinal.

Em casos de surtos, o tratamento segue protocolos que estabelecem a administracao
de anticoccidianos na dgua de bebida ou na dieta, sendo utilizadas sulfonamidas, amproélio ou
outros compostos sintéticos (PRATA, 2020). Em frangos de corte, os medicamentos sao
adicionados a rag¢do no primeiro dia de idade, e retirados antes do abate, respeitando o periodo
de caréncia de cada molécula, evitando residuos na carne (ANADON; MARTINEZ-
LARRANAGA, 1999).

Embora os anticoccidianos continuem uteis no controle da coccidiose aviaria, o uso
6



continuo da mesma molécula favorece o surgimento de cepas resistentes por parte das diferentes
espécies de Eimeria (CHAPMAN; JOHNSON, 1992; JENKINS et al., 2017; NOGUEIRA et
al., 2009; ABBAS et al., 2011; LIU et al., 2023). Informagdes sobre os perfis de sensibilidade
de isolados de Eimeria spp. a diferentes fArmacos sdo essenciais para o controle eficaz da
coccidiose. O Teste de Sensibilidade a Anticoccidianos (TSA), realizado in vivo em gaiolas,
¢ o principal método disponivel para essa avaliagdo. Apesar de ser um procedimento demorado
e de alto custo, o TSA fornece dados valiosos, e deveria receber mais atengdo nos programas
de preveng¢ao e manejo da coccidiose (PEEK; LANDMAN, 2011).

Para minimizar esses efeitos da resisténcia aos anticoccidianos, sdo utilizados
programas de rotag¢do, nos quais anticoccidianos constituidos por diferentes moléculas e
mecanismos de acao sdo alternados ao longo de periodos especificos (LIU et al., 2023). Sendo
assim, a analise da variagdo genética das Eimeria spp. se torna um fator importante para
entender a dindmica de uso e controle dos coccidios (MORRIS; GASSER, 20006).

Nesse contexto, a vacinagao surge como uma alternativa promissora no controle da
coccidiose, pois previne de forma eficaz a doenga sem induzir resisténcia em cepas de campo
(DALLOUL et al., 2006; ZAHEER et al., 2022). Elas substituem por completo os tratamentos
a campo e os programas anticoccidianos, incluindo ion6foros (PRATA, 2020). Por meio da
exposi¢ao controlada das aves a oocistos vivos atenuados ou virulentos, estimula-se a resposta
imune protetora das aves (PRATA, 2020).

Na década de 1950, foi desenvolvido nos Estados Unidos o primeiro protétipo de
vacina comercial contra a eimeriose, que ¢ usada até hoje. Inicialmente, houve preocupacao
quanto a absor¢ao uniforme da vacina viavel e a viruléncia das cepas vacinais. Como medida
de seguranca, recomendava-se a associagdo comprote¢ao quimioterapica para as aves que
permanecessem suscetiveis apos a vacinagdo. Essa abordagem abriu caminho para as vacinas
vivas atenuadas que continuam sendo utilizadas, predominantemente nos Estados Unidos
(WILLIAMS, 2002).

As vias de aplicacdo da vacina podem ser por spray, realizado em incubatorio no
primeiro dia de idade em pintos de corte ou postura, , € via ocular no campo, esta utilizada
apenas em poedeiras, desde que, essa forma de administragdo induz uma resposta
imunologica considerada adequada para garantir protecdo contra as eimerias presentes nas
vacinas. Essa varia¢@o nas vias de aplicacdo pode estar relacionada a diferentes mecanismos
de ativacdo da resposta imunoldgica, influenciando a eficécia e a seguranga da iminizagao.

A vacinagdo em spray, aplicada em massa, exige padronizagdo cuidadosa da

dosagem e das condi¢des de aplicacdo, para assegurar inoculagdo uniforme entre as aves
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favorecendo a eliminacao de oocistos na cama e a reinfeccao controlada do lote. A aplicagdo
via ocular ¢ individual, o que garante maior uniformidade, pois cada ave recebe a dose
adequada da vacina. Aves que ndo recebem uma dose adequada podem manter infecg¢des
subsequentes, resultando em uma imunidade assincronica no plantel, comprometendo o
desempenho das aves e aumentando a suscetibilidade futura a doenca (DANFORTH, 1998;
PRATA, 2020).

Vacinas elaboradas a partir de oocistos virulentos, amplamente utilizadas em grande
parte da América do Norte, regides da Africa e da Asia, apresentam riscos, como o
comprometimento do desempenho do lote e a ocorréncia de doenca clinica, especialmente se
o manejo nao for realizado de forma adequada (BLAKE et al., 2020). Por isso, a vacina viva
atenuada, na qual apatogenicidade do parasita ¢ diminuida, minimiza os efeitos deletérios
no hospedeiro (ZAHEER et al., 2022).

Existem diversos métodos de atenuagdo dos oocistos, como sele¢do de precocidade,
irradiagdo, tratamento quimico e passagens seriadas em embrides de galinha. As linhagens
precoces de Eimeria sdo caracterizadas por um ciclo de vida endogeno encurtado devido a
eliminagdo de uma ou mais esquizogonias (MESA-PINEDA et al., 2021; LIU et al., 2023).
Tentativas de desenvolver novas vacinas utilizaram a tecnologia de identifica¢do de antigenos
protetores, o que resultou na descoberta de numerosos candidatosvacinais em potencial
(MESA- PINEDA et al., 2021).

Entre as vantagens de determinadas vacinas, destaca-se o fato de que, além de
induzirem uma resposta imune capaz de conferir protecdo contra os efeitos patoldgicos da
infeccdo, seu uso pode levar a restauragdao da sensibilidade aos farmacos (VEREECKEN et
al., 2021). No entanto, a escolha da vacina ideal requer cuidados quanto a seguranca, eficacia
e as caracteristicas do plantel, considerando fatores como idade, via de aplicagdo,

imunogenicidade, protecdo cruzada e sensibilidade aos farmacos (ZAHEER et al., 2022).

2.4 Barreira Intestinal e Resposta Imune do Intestino

As células epiteliais intestinais sdo as principais responsaveis pela manutencdo da
integridade da barreira intestinal e atuam como reguladoras fundamentais da imunidade inata
e adaptativa (YUN et al., 2000). O epitélio da mucosa do trato digestivo funciona como uma
barreira seletiva, permeavel a ions, nutrientes ¢ macromoléculas. Além de sua fungao fisica,
essa barreira secreta substancias quimicas que combatem bactérias, virus e parasitas (TURNER,
2009; YUN et al., 2000).

A manutencao dessa barreira depende de complexos multiproteicos formados pog



proteinas transmembrana, como claudinas, ocludina e moléculas de adesdo juncional (JAMs),
que se conectam ao citoesqueleto de actina por meio de proteinas citoplasmaticas, como as
Zonulas Occludens (ZO-1, ZO-2). As claudinas sdo os principais reguladores do transporte
paracelular de ions, enquanto a ocludina controla a permeabilidade, sendo sensivel a estresse
oxidativo e processos inflamatorios. O ZO-1 ¢ essencial para a estabilidade estrutural das
jungdes, assegurando a vedagdo que mantém a polaridade celular e regula a passagem seletiva
de solutos entre os compartimentos luminal e basolateral (TURNER, 2009; CHENG et al.,
2019; AWAD, 2017). A ZO-2 atua de forma complementar, participando da organizacao das
jungdes de oclusdo e também desempenhando fung¢des nucleares, como regulacdo da
transcri¢do génica e sinalizagdo celular, o que a torna importante ndo apenas para a integridade
da barreira epitelial, mas também para processos de diferenciacdo e resposta ao estresse celular
(GONZALEZ-MARISCAL et al., 2000; RODRIGUEZ-BASURTO et al., 2017).

Essa barreira fisica ndo atua isoladamente. Suas proteinas e marcadores celulares
interagem diretamente com componentes do sistema imunoldgico, formando uma rede
complexa que modula a resposta contra o parasita e mantém a homeostase tecidual do intestino
(LIMA et al., 2025). O desenvolvimento da imunidade ¢ fundamental para a resisténcia das
aves a coccidiose, diminuindo a liberagdo de oocistos (CHAPMAN; JOHNSON, 1992). A
infeccao por Eimeria desencadeia respostas imunes especificas e inespecificas. A imunidade
especifica envolve mecanismos celulares e humorais, conferindo prote¢ao contra reinfecgoes
(LILLEHOJ et al., 1996; LILLEHOJ et al., 2004). Essa imunidade ¢ especifica para cada
espécie de Eimeria, de modo que frangos imunes a uma espécie podem permanecer suscetiveis
a outras (YUN et al., 2000).

Esse complexo sistema de defesa envolve a producao de citocinas por diversos tipos
celulares, que ativam e regulam o sistema imunoldgico durante a infec¢ao e/ou apos a vacinagao
(WIGLEY et al., 2003). Os mondcitos sao algumas das primeiras células a responderem a
infecgdo, e produzem Interleucina-1 beta (IL-1B) em casos de lesdo intestinal. Essa citocina
contribui para a manutencao da tolerancia a microbiota benéfica e para o combate a patdogenos,
sendo essencial tanto para a defesa contra protozoarios quanto para o equilibrio do ambiente
intestinal, participando da resposta inflamatoria inicial (DUAN et al., 2024).

A Interleucina-6 (IL-6), uma citocina multifuncional envolvida em reagdes de fase
aguda, doencas autoimunes e processos hematopoiéticos, com papel relevante na doenca
inflamatoria intestinal, também ¢é produzida no inicio da inflamag¢ao. IL-6 atua na maturagao
final das células B produtoras de anticorpos (YU et al., 2020; LEE et al., 2022). Enquanto a

Interleucina-8 (IL-8), produzida por diversas células, incluindo epiteliais e endoteliais, exercg



funcdao quimiotatica, recrutando células imunes ao local da lesdo, contribuindo tanto para a
resisténcia contra patdogenos quanto para a reparacao tecidual (WIGLEY et al., 2003; YU et
al., 2020).

Os linfécitos T auxiliares do subtipo Thl produzem citocinas como o Interferon-
gama (IFN-y), que desempenha papel fundamental na imunidade contra Eimeria. A ativacao
dessas células ocorre no local da infec¢ao, promovendo a produgao local de [IFN-y e regulando
a resposta anticoccidiana. O subtipo Thl também produz Interleucina-2 (IL-2), responsavel
pelo crescimento de células T e pela ativagao de macrofagos, estimulando o desenvolvimento
da resposta imune mediada por células (WIGLEY et al., 2003; KIM et al., 2019). Estudos
demonstraram aumento significativo dos niveis de IL-2 no bago e intestino apds infecgdes
primarias e secundarias por Eimeria acervulina, enquanto em infecg¢des por Eimeria tenella
houve reducao expressiva dessa citocina (HONG et al., 2006).

Células produtoras de IFN-y também estdo presentes no sangue e no bago, podendo
migrar ap6s infec¢do secundaria. Em aves com coccidiose, essa citocina ¢ produzida por
linfécitos do sangue periférico estimulados por Eimeria, sendo que células T citotoxicas (CD8")
também secretam IFN-y, contribuindo para a imunorregulagdo da infecgdo primaria. Frangos
imunizados com IFN-y recombinante apresentaram menor eliminacdo de oocistos e maior
ganho de peso apos infeccdo por E. acervulina, além de inibir a invasdo de esporozoitos de E.
tenella em células de galinhas in vitro (WIGLEY et al., 2003; KIM et al., 2019; LEE et al.,
2022; DIMIER et al., 1998).

Os linfécitos Th2 produzem Interleucina-10 (IL-10) que induz a resposta humoral e
inibe a sintese de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B, TNF-a e IL- 6, modulando a
resposta inflamatoria Thl. A expressao de mRNA de IL-10 aumenta significativamente apos
infeccdo por Eimeria maxima, enquanto outras infec¢des primarias por E. acervulina ou E.
tenella apresentam aumento moderado, destacando a importancia das células Th2 na defesa
humoral contra a invasao parasitaria (WIGLEY et al., 2003; HONG et al., 2006).

De forma semelhante, células Th3 produzem o Fator Transformador de Crescimento
Beta (TGF-f) em resposta ao antigeno. Essa citocina ¢ fundamental para o desenvolvimento de
linfocitos T e exerce atividade anti-inflamatoria (WIGLEY et al., 2003). Segundo HONG et al.
(2006), o TGF-B apresenta leve aumento nos estagios finais da infec¢do primaria por E.
acervulina e um padrio bifasico em infec¢des por E. tenella, possivelmente relacionado a
supressao da resposta inflamatoria.

As citocinas IL-10 e TGF-P estdo associadas ao perfil das células T reguladoras (Tregs),

assim como o antigeno 4 de linfécito T citotoéxico (CTLA-4), presente na superficie das células



T. A infeccao por Eimeria desencadeia a expressao de Tregs, que aumentam a producao dessas
citocinas anti-inflamatérias (YU et al., 2021; PU et al., 2023).

Em infec¢des primarias por Eimeria em galinhas, observa-se aumento na quantidade
de células CD8+ com antigenos especificos, ressaltando o papel crucial dessas células na
imunidade anticoccidiana. Durante a resposta imune, linfocitos T auxiliares (CD4+) e
citotoxicos (CD8+) sdo ativados e modulam a expressio de diferentes reguladores
imunoldgicos distintos, contribuindo de maneiras distintas para a defesa do hospedeiro em
infeccoes primarias e secundarias (LEE et al., 2022).

As interleucinas e os marcadores celulares formam uma rede complexa que modula
a resposta imune contra o parasita, contribuindo para a manuten¢do da homeostase tecidual
(LIMA et al., 2025). A analise dessa interacdo entre hospedeiro e parasita - envolvendo a
barreira intestinal, a expressdo de marcadores celulares e a produgao de citocinas — € essencial

para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle da coccidiose (YUN et al., 2000).

2.5 Microbiota

O trato gastrointestinal das aves domésticas abriga uma microbiota complexa e
diversa, composta por bactérias, virus, protozoarios e fungos, sendo a populagdo bacteriana
predominante e estabelecendo uma relagao simbidtica benéfica com o hospedeiro (DAS et al.,
2021). Essas bactérias podem ser classificadas em dominantes, subdominantes e residuais,
conforme sua concentragcdo. Do papo ao ileo distal, observa-se o predominio de bactérias
Gram-positivas anaerdbias facultativas, enquanto os cecos apresentam maior diversidade
microbiana, incluindo bactérias Gram positivas como Lactobacillus e Enterococcus; Gram
negativas, como os coliformes; além de leveduras, todos também capazes de sobreviver tanto
na presenca quanto na auséncia de oxigénio (YADAV; JHA, 2019).

A microbiota intestinal desempenha um papel essencial na forma¢do e manutencdo da
estrutura epitelial, além de estimular respostas imunoldgicas, proteger contra patdgenos
luminais e participar da digestao e absor¢ao de nutrientes (DAS et al., 2021; LIU et al., 2024).
Uma de suas fungdes mais relevantes € a fermentacao de polissacarideos complexos presentes
nas paredes celulares das plantas, promovendo a liberagcdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), como acetato, propionato e butirato (MAHMOOD; GUO, 2020). Entre os grupos
bacterianos responsaveis pelo metabolismo de carboidratos e proteinas, que contribuem para
a fermentacao de substratos ndo digeriveis e a produgdo de energia por meio da geragao desses
metabolitos, destacam-se os filos Firmicutes e Bacteroidetes. (OAKLEY et al., 2014). Juntos,

esses filos compreendem mais de 80% da microbiota intestinal total de frangos (ONRUST e{



al. 2015). Uma microbiota saudavel pode apresentar alta diversidade (DUCATELLE et al.,
2015). Entretanto, uma diversidade mais limitada também pode ser desejavel, uma vez que
nem todos os microrganismos que compdem uma microbiota altamente diversa sdo benéficos
ao hospedeiro, seja por incluirem patdgenos, seja por englobarem cepas oportunistas com
baixa contribui¢ao funcional (GONG et al., 2019).

A composi¢do da microbiota intestinal pode variar devido a fatores como dieta, sexo,
idade, genética, tipo e condicdes da cama (POWER et al., 2014; XUE et al., 2025). O
desenvolvimento da microbiota intestinal nos primeiros dias de vida € crucial para a conversao
alimentar ¢ o desempenho de crescimento de frangos de corte (RYCHLIK, 2020). Nos
primeiros dias, a microbiota intestinal ainda estd na fase de formacao, sendo gradualmente
substituida por uma comunidade estdvel a medida que as aves se adaptam ao ambiente.
Durante o periodo de rapido crescimento, entre 14 e 21 dias, a estrutura microbiana se mantém
relativamente constante. No entanto, alteragdes na dieta, podem provocar modifica¢des
significativas, observadas entre os dias 35 e 42, periodo de rapido ganho de peso, resultando
em uma diminui¢do expressiva da diversidade da microbiota intestinal (LI et al., 2022).

Além dos fatores mencionados, caracteristicas bioquimicas do intestino, como o pH,
também influenciam a composi¢do microbiana. Valores baixos de pH limitam o crescimento
bacteriano, inibindo a maioria das bactérias e patogenos. Espécies como Lactobacillus
produzem acido latico e AGCC nos intestinos das aves, reduzindo o pH intestinal e,
consequentemente, modulando a composicdo e a diversidade da microbiota (XIAO et al.,
2021).

Em casos de infeccao por Eimeria, ha comprometimento da integridade da mucosa
intestinal, desencadeando a disbiose no sitio-alvo da infeccdo. Esse quadro ¢ caracterizado
pela redugcdo de bactérias benéficas e pelo aumento de microrganismos potencialmente
patogénicos, prejudicando o funcionamento fisioldgico do trato intestinal e favorecendo a
colonizagdo e proliferacdo de outros patogenos, o que pode agravar os danos a mucosa e
comprometer a saude do hospedeiro (DUCATELLE et al., 2015; MADLALA et al., 2021).

Dentre os efeitos da disbiose cecal, observa-se a redu¢do da populacao de bactérias
comensais, como os Firmicutes (principalmente Ruminococcaceae) e produtores de AGCC,
além de bactérias imunomoduladoras, como Candidatus savagella e grupos Bacillales e
Lactobacillales. Por outro lado, ocorre o aumento de bactérias potencialmente patogénicas,
como Clostridium spp., que favorecem a replicagdo da coccidia e provocam danos severos a
mucosa intestinal (MADLALA et al., 2021).

O aumento da abundancia de cepas bacterianas comensais pode conferir maior
1



resisténcia a infeccdo por Eimeria, inibindo a colonizacao de patdogenos intestinais. Espécies
do género Lactobacillus sao capazes de modular o sistema imunoldgico inato e adaptativo das
aves, contribuindo para a resisténcia a infec¢des bacterianas e parasitarias (MACDONALD et
al., 2017).

Dessa forma, a alteragdo da microbiota intestinal pode comprometer funcdes
essenciais, evidenciando a necessidade de aprofundarmos o conhecimento sobre microbiomas
saudaveis e compreender os impactos da exposi¢ao a patdgenos no microbioma, de modo a

aprimorar estratégias de controle e contribuir para a manutengao da satide intestinal das aves.
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CAPITULO1

Este capitulo foi publicado como artigo em:
Lima et al. Dose and age-dependent effects of Eimeria spp. infection on cytokine and
intestinal integrity gene expression in broiler chickens. Vet Parasitol. 2025 Aug;

338:110550. doi: 10.1016/j.vetpar.2025.110550.

EFEITOS DA INFECCAO POR EIMERIA SPP. NA EXPRESSAO DE CITOCINAS E GENES
DE INTEGRIDADE INTESTINAL EM FRANGOS DE
CORTE: INFLUENCIA DA DOSE E DA IDADE

RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da dose do desafio vacinal com Eimeria spp. e da
idade na expressao génica de citocinas pré e anti-inflamatérias, além de marcadores de
integridade intestinal em frangos de corte. Pintinhos de um dia de idade foram desafiados por
via oral com uma vacina comercial em doses 10x (G1) e 40x (G2) maiores do que as
recomendadas pelo fabricante, enquanto o grupo controle (GC) recebeu PBS. Os frangos de
corte foram eutanasiados aos 7, 14 e 21 dias pos-infec¢@o (dpi) para coleta de tecido cecal. Os
resultados revelaram uma ruptura precoce da barreira intestinal aos 7 dpi, especialmente em
G2, quando os genes das jungdes apertadas (ZO-A, claudina-C e JAM) foram significativamente
regulados para baixo. Aos 14 dpi, a expressao do gene occludina aumentou em G2, sugerindo
uma tentativa compensatoria de restaurar a integridade intestinal. A resposta imune seguiu um
padrao distinto, dependendo da dose e da idade. Aos 14 dpi, as citocinas pro-inflamatorias IL1J3,
IL2 e IFN-y atingiram pico em ambos os grupos, embora a resposta tenha sido mais forte em
G1, indicando uma ativagao mais controlada. Entretanto, aos 21 dpi, G2 mostrou uma supressao
marcada de IL10 e IFN-y. Em contraste, a expressao de CD8 foi fortemente regulada para cima
em G2 aos 21 dpi, indicando uma resposta citotoxica retardada, porém intensificada.
Curiosamente, apesar das alteragdes na expressao das citocinas, os marcadores de integridade
intestinal apresentaram mudancas limitadas ao longo do tempo, sugerindo que a resposta imune
foi mais afetada pela carga parasitaria do que por danos estruturais no intestino. Esses achados
destacam como a dose e a idade moldam a resposta do hospedeiro a infeccao por Eimeria spp.,
e enfatizam a importancia de estratégias especificas de manejo da coccidiose na producao

avicola.
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DOSE AND AGE-DEPENDENT EFFECTS OF EIMERIA SPP. INFECTION ON
CYTOKINE AND INTESTINAL INTEGRITY GENE EXPRESSION IN BROILER
CHICKENS

ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the effects of Eimeria spp. challenge dose and age on
gene expression of pro-and anti-inflammatory cytokines and intestinal integrity markers in
broiler chickens. One-day-old chicks were orally challenged with a commercial vaccine at
doses of 10 x (G1) and 40 x (G2) higher than those recommended by the manufacturer, whereas
the control group (GC) received PBS. Broiler chickens were euthanized at 7, 14, and 21 days
post-infection (dpi) for cecal tissue collection. The results revealed early intestinal barrier
disruption at 7 dpi, particularly in G2, when tight junction genes (ZO-A4, claudin-C, and JAM)
were significantly downregulated. By 14 dpi, occludin gene expression had increased in G2,
suggesting a compensatory attempt to restore gut integrity. The immune response followed a
distinct pattern depending on dose and age. At 14 dpi, the pro-inflammatory cytokines IL1/,
IL2, and IFN-y peaked in both groups, although the response was stronger in G1, indicating
more controlled activation. However, by 21 dpi, G2 showed marked suppression of /L/0 and
IFN-y. In contrast, CDS§ expression was strongly upregulated in G2 at 21 dpi, indicating a
delayed but heightened cytotoxic response. Interestingly, despite shifts in cytokine expression,
intestinal integrity markers showed only limited changes over time, suggesting that the immune
response was more affected by parasite load than by structural damage to the gut. These findings
highlight how dose and age shape the host response to Eimeria spp., and emphasize the

importance of tailored coccidiosis management strategies in poultry production.

Key-words: Eimeria tenella, Eimeria acervulina, Eimeria maxima, Coccidiosis, Cytokine

expression, Gut health, Broilers.
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1. INTRODUCAO

A coccidiose aviaria ¢ uma doenga parasitaria intestinal causada pelo protozoario
intracelular Eimeria spp. O custo total associado a profilaxia, tratamento e perdas na producao
devido a coccidiose ¢ estimado em aproximadamente 13 bilhdes de doélares por ano na industria
avicola (Alam et al., 2022). Sete espécies de Eimeria sao reconhecidas pelo seu impacto
significativo na produg¢do avicola: E. acervulina, E. maxima, E. brunetti, E. praecox, E. mitis,

E. necatrix e E. tenella. Cada espécie apresenta patogenicidade variavel e tropismo em
diferentes regides do trato intestinal (Blake; Tomley, 2014; El-Shall et al., 2022). Entre essas
espécies, Eimeria tenella ¢ uma das mais patogénicas, causando enterite hemorragica aguda
devido a sua agdo sobre as células epiteliais das criptas cecais (Tomal et al., 2023; Blake et al.,
2015). A destruicao do epitélio cecal compromete a homeostase intestinal, prejudicando a
absor¢do de agua, eletrdlitos e acidos graxos volateis resultantes da fermentacao microbiana,
(Svihus et al., 2013), ocasionando redu¢do no ganho de peso e aumento na conversiao
alimentar, o que afeta significativamente a producdo avicola (Zhang et al., 2012; Huang et al.,
2018).

Em condi¢des normais, o epitélio intestinal funciona como uma barreira protetora
natural, com células epiteliais interconectadas por jungdes de adesdo (tight junctions - TJs), que
previnem e regulam a invasao microbiana (Rodriguez et al., 2023; Hu et al., 2015; Al-Sadi et
al., 2009). As jungdes de adesdo contém proteinas como occludina (Occludin), claudina
(Claudin-C) e moléculas de adesdo jun¢dao (JAM), que facilitam a adesdo célula a célula no
epitélio cecal. Além disso, fibras de actina-miosina do citoesqueleto, ligadas por proteinas
citoplasmaticas das jungdes de adesao, formam a zonula Occludinens (ZO), estabelecendo uma
barreira a entrada de macromoléculas entre as células. Portanto, a regulagao adequada da
expressdo génica ¢ essencial para a manutencio da integridade intestinal (Kaminsky et al.,
2021; Cheng et al., 2019).

Durante a infec¢ao por Eimeria spp., 0s esporozoitos ndo apenas rompem as jungoes
de adesdao, mas também estimulam respostas imunes inatas e adaptativas, tanto humoral
quanto celular (Wang et al., 2024). A resposta imune desencadeada pelos esporozoitos de
Eimeria spp. leva a uma forte reagdo imune especifica da espécie que pode prevenir a
reinfeccdo (Zhou et al., 2023). Nas infec¢des por Eimeria spp., a invasao e destruicao tecidual
podem alterar a expressdo génica de citocinas pro-inflamatérias, como IL1B, 1L2, 116, 1.8 e
IFN-v, nos locais de infec¢do e lesdes. Esses processos regulam e ativam células T (CD4 e
CD8) e modificam a expressdo génica de reguladores imunes, como a proteina associada a

linfocitos T citotoxicos 4 (CTLA-4) e citocinas anti-inflamatorias, como TGF-p e IL-10.



Assim, as interleucinas e marcadores celulares formam uma rede complexa que interage e
modula a resposta imune contra o parasita, a0 mesmo tempo em que mantém a homeostase
(Nawab et al., 2019; Macdonald et al., 2017; Wattrang et al., 2023).

Entre as citocinas pro-inflamatorias, IL-1p e IL-6 desempenham papéis importantes
durante os estagios iniciais da inflamagao. IL-1 promove febre e letargia, enquanto IL-6 regula
a maturagdo e ativacdo de neutréfilos e macrofagos, além de contribuir para a diferenciagdo e
manutengao de linfocitos T citotdxicos e células natural killer (NK) (Duan et al., 2024; Yu et
al.,2020). Subsequentemente, IL-2 estimula a ativagao, crescimento e diferenciacao das células
T CD4+ e CD8&+; IL-8 recruta e ativa neutréfilos; e IFN-y estimula a ativagdo de macréfagos
(Li et al., 2015; Pu et al., 2023; Arendt et al., 2019). O influxo de neutréfilos no epitélio
intestinal causado pela IL-8 aumenta o dano tecidual e a secre¢dao de fluidos, agravando a
diarreia (Wigley e Kaiser, 2003). Finalmente, IL-10, TGF-B e CTLA-4 atuam como reguladores
negativos da resposta imune. IL-10 inibe tanto a imunidade inata quanto a adaptativa ao
suprimir a sintese de IL-1p e IFN-y, enquanto TGF-B e CTLA-4 regulam negativamente a
ativacao das células T efetoras (Wigley; Kaiser, 2003).

O painel de genes selecionados incluiu marcadores relacionados as jungdes de adesao
para avaliar a integridade da barreira intestinal e os alvos de danos durante a invasdo por
Eimeria spp. Além disso, foram incluidas citocinas para analisar as intera¢des dindmicas entre
as respostas pro e anti-inflamatdrias nas células. Citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-2, IL-
6, IL-8 e IFN-y) foram selecionadas por seus papéis centrais em induzir e sustentar a resposta
imune, recrutando c¢lulas inflamatorias e mediando a inflamacao no local da infeccao. Em
contraste, citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e TGF-f3) e a molécula reguladora CTLA-4 foram
incluidas para investigar mecanismos imunorregulatdrios capazes de atenuar o dano tecidual
e promover a restauracao da homeostase. Este painel abrangente fornece um entendimento
mais profundo de como a infec¢do por Eimeria compromete a func¢do intestinal e modula a
imunidade do hospedeiro, contribuindo assim para a interpretagdo dos padrdes de expressao
génica durante a progressao da doenca e a recuperacao.

Assim, compreender a expressao génica dos marcadores de satde intestinal e das
citocinas envolvidas na resposta inflamatéria pode fornecer uma visdo mais detalhada da
infeccdo por Eimeria spp. no ceco de frangos de corte. Nesse contexto, o objetivo deste estudo
foi avaliar a dindmica da expressdo génica de citocinas relacionadas a resposta imune, bem
como de marcadores moleculares de saude intestinal, em frangos de corte de diferentes idades

desafiados com diferentes doses de Eimeria spp.
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2. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta de amostras e desafio de vacinal

Pintinhos de corte da linhagem Cobb-500 com um dia de idade foram desafiados por
gavagem oral com a vacina Fortegra® (MSD Saude Animal), que contém oocistos atenuados
de Eimeria tenella, E. acervulina e E. maxima, logo ap0s a chegada a instalacdo experimental.
Os animais receberam doses 10 e 40 vezes maiores ao volume da dose recomendada. Para
padronizar a dose infecciosa, os oocistos foram contados usando uma camara de Neubauer
para determinar o nimero de oocistos por unidade da dose da vacina. As doses inoculadas
foram de 8.4 x 10° oocistos para o grupo 10x e 3,36 x 107 oocistos para o grupo 40x. Essas
diferentes doses de vacina foram usadas para simular niveis variados de desafio com Eimeria
spp.

Os frangos de corte foram alojados em gaiolas (90 x 45 x 40 cm) dispostas em gaiolas
metalicas de trés andares, com uma densidade aproximada de quatro aves por metro quadrado.
Cada gaiola experimental foi equipada com um comedouro tipo calha de 90 cm e um
bebedouro tipo copo. As gaiolas sdo dispostas em baterias metalicas de 3 andares, cada bateria
com 12 gaiolas.

O aquecimento nas gaiolas metabolicas foi feito através de lampadas de cerdmica
incandescentes e fornecimento ad libitum de racdo e agua. As condigdes climaticas
(temperatura maxima e minima e umidade relativa do ar) foram monitoradas durante todo o
periodo experimental. As gaiolas foram colocadas dentro de um galpao avicola protegido por
tela para impedir o acesso de outros animais, e o ambiente era climatizado com lampadas de
aquecimento em dias frios e ventiladores em dias quentes. A dieta basal foi formulada
conforme as exigéncias nutricionais recomendadas nas Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos
(Rostagno et al., 2017), utilizando milho e farelo de soja como ingredientes base, ndo contendo

produtos coccidiostaticos e coccidiocidas, nem aditivos antimicrobianos.

Ap0s o desafio experimental, os animais foram divididos em trés grupos: grupo controle
(GC), composto por frangos desafiados com PBS 1% via administragao oral; G1, composto por
frangos desafiados com 10x a dose padrdo da vacina; e G2, que incluiu frangos desafiados com
40x a dose padrdo da vacina. Inicialmente, quatro frangos foram colocados em cada gaiola no
inicio do experimento. Cada grupo (GC, G1 e G2) continha 24 frangos. Aos 7, 14 e 21 dias pos-
vacinagao, oito aves de cada grupo foram eutanasiadas por deslocamento cervical, seguindo as
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diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), em
conformidade com a Resolu¢do Normativa 37/2018. Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) (CEUA n°
1852071223). No momento da eutandsia, fragmentos de tecido cecal foram coletados,
armazenados em tubos Eppendorf® contendo 500 plL de RNAlater (Thermo Fisher Scientific,

CA, EUA) e mantidos congelados a —20°C at¢ a extracdo do material genético.

5.2 Extracido de DNA e RNA

O DNA foi extraido da vacina, e de fragmentos de tecido do duodeno, jejuno e ceco
utilizando o método de fenol-cloroférmio descrito por Sambrook et al. (1989). Para a extracao
de RNA, os fragmentos de tecido cecal foram imediatamente preservados em 500 pl de
RNAlater™ (Thermo Fisher Scientific) e armazenados a—80°C por até 4 semanas até a extragao
do RNA. As amostras foram descongeladas lentamente, lavadas duas vezes com dgua tratada
com DEPC e incubadas com 500 pLL de reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
CA). Em seguida, os microtubos foram imersos em nitrogénio liquido e o tecido cecal foi lisado
mecanicamente utilizando um disruptor de tecidos L-BEADER 6 (Loccus Biotecnologia,
Brasil). A amostra foi homogeneizada em trés ciclos de 30 segundos, com intervalos de 1
minuto no gelo entre os ciclos para evitar a degradacao do RNA, usando trés microesferas de
aco inoxidavel. O tecido lisado foi entdo submetido a extragdo de RNA utilizando o kit
PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), seguindo as instru¢des do
fabricante. A pureza e concentragdo do DNA e RNA foram medidas utilizando um

espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Inc.).

5.3 Ensaio molecular e curva padrio

As amostras de DNA extraido foram analisadas para detectar E. tenella, E. acervulina
e E. maxima na vacina, duodeno, jejuno e ceco, seguindo o método descrito por Vrba et al.
(2010). A reacao foi realizada utilizando 1x TagMan® Advanced Master Mix, 250 nM de
sonda, 900 nM de primers forward e reverse, e 3 L. de DNA. A PCR em tempo real foi
conduzida utilizando o sistema StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) sob as seguintes condi¢gdes de ciclagem térmica: desnaturagdo inicial
a 95°C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos a 95°C por 20 segundos e 60°C por 1 minuto.

Para avaliar a linearidade e a sensibilidade analitica do protocolo de qPCR, dilui¢des
seriais em dez vezes (variando de 10° a 1 copia) foram analisadas em triplicata para cada etapa

de diluicao, utilizando uma curva padrao gerada com o software SigmaPlot® versao 10.%



(Systat Software Inc., San Jose, Califéornia, EUA). A eficiéncia da reagdo foi determinada a
partir do declive da curva padrdo, usando a formula [Eficiéncia = 10"(—1/declive) — 1] (Svec et

al., 2015).

5.4 Sintese de cDNA e analise de expressiao génica

Um total de 500 ng de RNA foi submetido a transcri¢ao reversa utilizando o kit High-
Capacity RNA-to-cDNA Kit (ThermoFisher Scientific, EUA), seguindo as instru¢des do
fabricante. A mistura da reagdo continha 1 ul. de Enzyme Mix 20x (incluindo transcriptase
reversa MuLV e inibidor de RNase), 4 pl. de RT Buffer Mix 2% (incluindo dNTPs, octameros
aleatorios e oligo dT-16) e 1 ug de RNA total (4 pL. da amostra de RNA), em um volume final
de 20 pL. Asreacdes foram realizadas em um termociclador Veriti® (Thermo Fisher Scientific,
EUA) sob as seguintes condig¢des: 37°C por 60 minutos, seguido de 95°C por 5 minutos.
Ensaios de qPCR foram utilizados para avaliar a expressdo de citocinas e marcadores
moleculares relacionados ao sistema imune e a satide intestinal das aves (Tabela 1). As reagdes
de qPCR foram realizadas em um sistema StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) em volume final de 12 pL., contendo 1x FastStart SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems®), 400 nM de primers e 150 ng/pl. da amostra (3 pL).
As condigdes de ciclagem térmica foram 95°C por 20 segundos, seguidos por 40 ciclos de 95°C
por 3 segundos e 60°C por 30 segundos, com andlise de curva de dissociacao (melting curve).
A linha limiar (threshold) foi padronizada para o mesmo valor de baseline em todas as placas
de qPCR.

Os niveis relativos de expressao génica no grupo controle em comparagao aos grupos
de desafio 10x e 40x foram normalizados utilizando a média geométrica dos valores de Cq dos
genes (-actina ¢ GAPDH (Tabela 1). A estabilidade da expressdo dos genes referenciais
candidatos GAPDH e B-actina foi avaliada pelo algoritmo geNorm (Vandesompele etal., 2002).
Genes com valor M < 1,0 e CV <40% foram considerados suficientemente estaveis, de acordo
com as diretrizes MIQE (Bustin et al., 2009). A expressao génica foi calculada pelo método

~~(AACq) (Livak e Schmittgen, 2001).

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizadas em qPCR para andlise da expressdao génica de
citocinas e marcadores moleculares do sistema imunologico e da saude intestinal em amostras
cecais de frangos de corte.

Gene Sequencia Referencia
Glyceraldehyde-3- F:CAACCCCCAATGTCTCTGTT Barekatin et al. (2019)
phosphate R: TCAGCAGCAGCCTTCACTAC
dehydrogenase
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Beta-actina F:GCCAACAGAGAGAAGATGACAC Puetal.
R: GTAACACCATCACCAGAGTCCA (2023)
Interleucina 1 beta F:GGAGGTTTTTGAGCCCGTC Dunislawskaetal et al.
R:TCGAAGATGTCGAAGGACTG (2017)

Interleucina 2

F:TTCATCTCGAGCTCTACACACCAA
R:TGTCATCTTCAGTTTCTTTCTTCAGAG
T

Pu et al. (2023)

Interleucina 6

F:AGGACGAGATGTGCAAGAAGTTC
R:TTGGGCAGGTTGAGGTTGTT

Chiang et al. (2009)

Interleucina 8

F:CCGATGCCAGTGCATAGAGA
R:GGTGTCTGCCTTGTCCAGAA

Rodriguez et al. (2023)

Interleucina 10

F:CTTTGGCTGCCAGTCTGTGTC
R:GCTCTGCTGATGACTGGTGCT

Puetal. (2023)

Diferenciagao 8

R:GTCTTTTGGCAGAGCACGAT

Cluster de F:GGAGGAAGCTCATGTTTGGA Ingrao et al. (2018)
Diferenciagao 4 R:CTGCCACCTCATACCAGTGA
Cluster de F:AGCTCAGAGCCAGGAACAAG Ingrao et al. (2018)

Antigeno 4 de linfocitos
T citotdxicos

F:CAAGATGGAGCGGATGTACC
R:TGGCTGAGATGATGATGCTG

Pu et al. (2023)

Fator de Crescimento
Transformador Beta

F:GCCGACACGCAGTACACCAA
R:TGCAGGCACGGACCACCAT

Pu et al. (2023)

Interferon Gamma

F:ATCATACTGAGCCAGATTGTTTCG
R:TCTTTCACCTTCTTCACGCCAT

Pu et al. (2023)

Claudina C

F:GCCAAGATCACCATCGTCTC
R:CACCAGCGGGTTGTAGAAAT

Barekatin et al. (2019)

Zonula Oclusdo-1

F:CCGCAGTCGTTCACGATCT
R:GGAGAATGTCTGGAATGGTCTGA

Barekatin et al. (2019)

Zonula Oclusdo-2

F:GCCCAGCAGATGGATTACTT
R:TGGCCACTTTTCCACTTTTC

Barekatin et al. (2019)

Molecula de Jung¢ao de
Adesdo

F:AGACAGGAACAGGCAGTGCT
R:TCCAATCCCATTTGAGGCTA

Barekatin et al. (2019)

Ocludina

F:ACGGCAAAGCCAACATCTAC
R:ATCCGCCACGTTCTTCAC

Barekatin et al. (2019)

F: Forward; R: Reverse.

5.5 Analise estatistica

A expressdao génica dos marcadores de saude intestinal e das citocinas pr6 e anti-

inflamatorias foi analisada comparando as doses 10x e 40x em frangos da mesma faixa etaria.

Adicionalmente, a expressao génica foi avaliada para investigar o efeito da idade dos frangos

na mesma dose de desafio com Eimeria spp. Em ambos os casos, a normalidade dos dados foi

avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os valores de expressdo génica foram normalizados em

relacdo a idade e a dose usando calibradores de tratamento diferentes, resultando em escalas

relativas de expressao que ndo sdo comparaveis entre si. Devido a essa estrutura independente

de normalizacdo génica, foi realizado ANOV A unidirecional, e a intera¢ao entre dose e idade

nao foi avaliada neste estudo. Para os valores delta Cq que apresentaram distribui¢do normal,

foi realizada ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey, com nivel de significancia de

95%. Para os valores delta Cq que ndo apresentaram distribui¢do normal, foi aplicado o teste

28



de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, considerando nivel de significancia de 95%.

3. RESULTADOS

6.1 Deteccao de Eimeria spp. no ceco de frangos

Os ensaios moleculares demonstraram eficiéncias de 95,78% para E. acervulina,
95,37% para E. maxima e 96,65% para E. tenella. A presenca das trés espécies de Eimeria (E.
acervulina, E. maxima e E. tenella) na vacina foi confirmada por qPCR. Eimeria acervulina
e E. maxima foram detectadas por gPCR no duodeno e jejuno dos animais desafiados. Todos
os fragmentos de tecido cecal analisados neste estudo de animais desafiados com 10x (G1) e
40x% (G2) foram positivos para deteccao por qPCR de E. tenella e negativos para E. acervulina

e E. maxima. Nenhuma espécie de Eimeria foi detectada no grupo controle.

6.2 Expressao dos genes de saude intestinal em funcio da dose de desafio

No sétimo dia apds a infecgdo, a expressdo dos genes JAM, ZO-A e claudin-C foi
reduzida. No grupo G1, o gene ZO-A foi significativamente regulado para baixo (p = 0,0032),
com niveis de expressao 2,32 vezes menores, enquanto o gene transmembranar claudin-C foi
3,26 vezes menos expresso em relagdo ao controle (p =0,0071). No grupo G2, o gene JAM foi
significativamente regulado para baixo, com niveis de expressao 3,62 vezes menores que no
grupo controle (p = 0,0043) (Figura 1). Além disso, a expressao de ZO-A foi regulada para
baixo em 1,92 vezes no G2 em comparagao com o grupo controle (p = 0,0356) (Figura 1).

No 14° dia pos-infecgdo, o grupo G2 apresentou aumento significativo na expressao
do gene occludina, que foi 2,72 vezes maior que no grupo controle (p = 0,0019) (Figura 1).
No vigésimo primeiro dia, a expressao do gene claudin-C no G1 foi significativamente regulada
para baixo, com niveis 2,18 vezes menores do que os observados no grupo controle (p =

0,0193) (Figura 1).
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Figura 1. Niveis relativos de expressao génica das proteinas de juncao estreita (TJ) — JAM,
claudina-C, ZO-A, ZO-B e ocludina — no ceco de frangos de corte desafiados com Eimeria
spp. em doses vacinais de 10x (G1) e 40x (G2), comparados ao grupo controle. Os dados
sao apresentados como média + erro padrao. Diferengas estatisticamente significativas entre
os grupos estdo indicadas por asteriscos (*p < 0,05, **p < 0,01), com linhas horizontais

marcando as comparagées.

6.3 Expressao dos genes de saude intestinal em fun¢io da idade

No grupo G1, os genes JAM, ZO-A, occludina e claudin-C mantiveram expressao
relativamente estdvel de mRNA (p > 0,05) aos 14 e 21 dias pos-infecg¢do. A expressao do gene
occludina foi regulada para cima, exibindo um aumento de 2,06 vezes aos 14 dias de idade
(p= 0,0249), com diferenca significativa observada entre os dias 14 e 21 (p = 0,0152) (Figura
2). No grupo G2 (desafio vacinal 40x), a expressio do gene ZO-A diminuiu
significativamente, apresentando niveis duas vezes menores aos 21 dias de idade (p=0,0013).
A expressao do gene ZO-B também apresentou uma tendéncia de reducao, com expressao 1,46
vezes menor aos 14 dias de idade em comparacao com os 7 dias, e essa reducao foi mantida aos

21 dias de idade (Figura 2).
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Figura 2. Niveis de expressao génica de marcadores de satude intestinal (claudina-C, ZO-A,
Z0-B,JAM e ocludina) avaliados aos 14 ¢ 21 dias, em resposta a doses de 10x e 40x deEimeria
spp. Os niveis de expressdo génica foram calculados em fun¢do da idade dos frangos de
corte, utilizando aves com 7 dias de idade como tratamento calibrador. O efeito da dose de
Eimeria spp. foi avaliado em cada idade, comparando-se as variagdes na expressao génica
aos 14 e 21 dias. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo. Diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos estdo indicadas por asteriscos (*p < 0,05, **p

<0,01), com linhas horizontais marcando as comparagdes.

6.4 Expressao génica de citocinas em fun¢ao da dose de desafio

No sétimo dia apds infeccdo, a expressdo do gene da citocina IL1J foi
significativamente reduzida em ambos os grupos, sendo 13,37 vezes menor que no controle em
GI1 (p=0,0011) e 7,98 vezes menor em G2 (p =0,0175) (Figura 3). Enquanto isso, a expressao
do gene IL2 foi significativamente aumentada, sendo 6,72 vezes maior em G1 (p = 0,0024) e

12,94 vezes maior em G2 (p < 0,0001) que no controle. Os niveis de IFN-y foram elevados
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mostrando um aumento de 9,27 vezes em G1 (p <0,0001) e 30,82 vezes em G2 (p < 0,0001),

demonstrando uma resposta inflamatdria robusta imediatamente apo6s o desafio.
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Figura 3. Niveis relativos de expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias (IL13, IL2,

IL6, IL8 e IFN-y) e marcadores de linfocitos T (genes CD4 e CDS8) no ceco de frangos de

corte desafiados com Eimeria spp. nas doses vacinais de 10x (Gl) e 40x (G2), em

comparagdo ao grupo controle. Os dados sdo apresentados como média + erro padrio.

Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos estdo indicadas por asteriscos (*p

< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001), com linhas horizontais indicando as

comparacoes.
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Quanto aos linfocitos T, a expressdo do gene CD4 ndo apresentou mudancas
significativas, enquanto a expressao do gene CD8 em G2 foi significativamente aumentada,
sendo 3,82 vezes maior que no controle (p = 0,0050) (Figura 3). Entre as citocinas
reguladoras, IL10 ndo apresentou diferenca em GI; no entanto, em G2, foi
significativamente aumentada, sendo 6,49 vezes maior (p = 0,0003). Para TGF-p, G2
apresentou aumento na expressdo, com niveis 2,57 vezes maiores que o controle (p =
0,0063). De forma semelhante, CTLA-4 foi regulado para cima em G2, com niveis de
expressdo 2,62 vezes maiores que no controle (p = 0,033) (Figura 4).

No décimo quarto dia, a expressdo de IL1P foi significativamente aumentada,
alcancando niveis 8,26 vezes maiores em G1 (p < 0,0001) e 9,40 vezes maiores em G2 (p <
0,001) comparado ao controle, marcando o pico da resposta inflamatéria. De forma
semelhante, a expressao do gene IL2 foi significativamente elevada, sendo 5,51 vezes maior
em Gl e 5,22 vezes maior em G2 (p < 0,0001) que o controle (Figura 3). Os niveis de
expressdo do gene IFN- y ndo diferiram significativamente em G1, mas em G2 foram
aumentados, apresentando um aumento de 10,41 vezes em rela¢ao ao controle (p < 0,0001)
(Figura 4).

No vigésimo primeiro dia pos-infeccaoOs niveis de expressao de IL2 foram
significativamente aumentados, sendo 20,78 vezes maiores em G1 (p < 0,0001) e 12,53
vezes maiores em G2 (p < 0,0001), com diferenca significativa entre as doses (p = 0,0170)
(Figura. 3). A expressdo do gene IFN-y permaneceu aumentada, sendo 7,40 vezes maior que

no grupo controle em G1 (p <0,0001) e 6,48 vezes maior em G2 (p = 0,001) (Figura 4).
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Figura 4. Niveis relativos de expressdo génica de citocinas pro-inflamatérias (IL1J3, 1L2,

IL6, IL8 e IFN-y), anti-inflamatéria (IL10) e do marcador de linfécitos T (gene CDS),
avaliados aos 14 ¢ 21 dias em resposta as doses de 10x e 40x de Eimeria spp. Os niveis de



expressao génica foram calculados em funcdo da idade dos frangos de corte, utilizando
frangos com 7 dias de idade como tratamento calibrador. O efeito da dose de Eimeria spp. foi
avaliado em cada idade, comparando-se as variagdes na expressao génica entre 14 e 21 dias.
Os dados sdo apresentados como média £+ erro padrao. Diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos estdo indicadas por asteriscos (*p < 0,05, **p < 0,01), com

linhas horizontais indicando as comparagdes.

6.5 Expressao génica de citocinas em funcao da idade

No grupo G1, o gene IL1f foi significativamente regulado para cima no 14° dia, com
um aumento de 22,94 vezes em comparagdo ao 7° dia (p < 0,0001). Contudo, no 21° dia, sua
expressao foi regulada para baixo em 1,90 vezes, aproximando-se dos niveis basais. O gene IL6
apresentou uma modesta regulagdo para cimano 14° dia (2,17 vezes, p > 0,05), enquanto o gene
IL8, associado as respostas inflamatdrias iniciais, apresentou regulacao negativa de —5,19 vezes
no 14° dia e 4,87 vezes no 21° dia (p < 0,01), sugerindo uma possivel regulagdo negativa na
fase tardia da infec¢ao (Figura 4). Além disso, a expressao do gene CD8 foi significativamente
regulada para cima no 21° dia, alcangando um aumento de 17,33 vezes em relacao ao 7° dia
(p <0,001), sugerindo um papel potencial da resposta citotéxica na imunidade contra Eimeria
spp. No 14° dia, a expressdo do gene IFN-y foi fortemente regulada para baixo, com uma
reducdo de 8,02 vezes em relagdo ao 7° dia (p < 0,05). No 21° dia, a expressao do IFN-y
mostrou recuperacao parcial e foi regulada para cima em 3,50 vezes em comparagdo ao 7° dia
(p>0,05) (Figura 4).

No grupo G2, o gene IL 1 também foi regulado para cima no 14° dia, embora em menor
intensidade que no grupo G1, alcangando um aumento de 14,67 vezes em relagdo ao 7° dia (p
< 0,0001). Contudo, no 21° dia, a expressdo do gene IL1[ foi ainda mais regulada para baixo,
caindo para 1,03 vez, indicando um retorno completo aos niveis basais. No 21° dia, a expressao
do gene IL6 foi regulada para baixo, atingindo —6,19 vezes em relacao ao 7° dia (p <0,01). Os
genes IL8 e IL2 apresentaram regulacdo progressiva para baixo, com IL8 diminuindo —3,64
vezes no 14° dia e —7,08 vezes no 21° dia (p < 0,0001), enquanto o gene IL2 foi regulado para
baixo em —3,22 vezes no 14° dia e —3,99 vezes no 21° dia (p < 0,001) (Figura 4). No 21° dia, a
expressao do gene IL10 foi regulada para baixo em —4,21 vezes (p < 0,001), indicando uma
resposta anti-inflamatéria enfraquecida, enquanto o gene IFN-y foi negativamente regulado em
—8,57 vezes (p < 0,0001), sugerindo severo comprometimento da resposta imune mediada por
Thl (Figuras 4 e 5). Em contraste, a expressao do gene CD8 foi significativamente regulada

para cima, com aumento de 7,36 vezes (p < 0,001) (Figura 4). 36
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4. DISCUSSAO

Parasitas do género Eimeria invadem o epitélio intestinal e causam ruptura das
estruturas e membranas celulares, resultando em lesdes que variam em gravidade dependendo
da espécie e da carga parasitaria. Quanto maior a carga parasitaria, maior o dano ao tecido
intestinal e mais intensa a ativagao do sistema imunologico, que inclui a producdo de citocinas
e o recrutamento de células imunes ao local da infec¢cdo (Cheng et al., 2019; Lopez-Osorio et
al., 2020;). Diferentes estratégias para mitigar os danos causados pela coccidiose e os efeitos
de Eimeria spp. nos organismos hospedeiros tém sido foco de diversos estudos (Soutter et al.,
2020; Bremner et al., 2021; Gaghan et al., 2022; El-Shall et al., 2022; Nouri, 2024).

A expressao anormal de genes relacionados as junc¢des de adesao no epitélio intestinal
esta associada a diminui¢do da fun¢do da barreira intestinal e ao aumento da permeabilidade
intestinal, estando diretamente relacionada ao ciclo de vida de Eimeria spp. (Xu et al., 2016).
A fase endogena do ciclo do parasita ¢ caracterizada por multiplas rodadas de replicagdao do
DNA e mitose dentro do endotélio (Marugan-Hernandez et al., 2020). Além disso, segundo
Shao et al. (2013), 14 dias apds a infecg¢do (dpi) com Salmonella Typhimurium, o jejuno de
frangos apresentou diminuicdo na expressao gé€nica de marcadores de saude intestinal,
resultando em aumento da permeabilidade paracelular e rompimento da barreira intestinal,
permitindo a difusdo de macromoléculas e seu reconhecimento pelo sistema imune.

De acordo, este estudo observou regulacao negativa da expressao do gene claudin-C
em G1, JAM em G2, e ZO-A em ambos G1 e G2 no 7° dia ap6s o desafio, confirmando os
resultados de estudos anteriores. De forma similar a este estudo, Criado-Mesas et al. (2021)
descreveram a regulacdo negativa do gene claudin-C. Entretanto, em contraste com nossos
achados, este estudo relatou aumento da expressao do gene JAM ao examinar o ileo de frangos
de 15 dias seis dias apos o desafio com Eimeria spp. Quando odcistos de E. tenella foram
inoculados em frangos de 14 dias, Zhou et al. (2023) observaram altos niveis de expressao
génica dos genes que codificam ZO e claudinas trés dias apos a infec¢@o, enquanto a expressao
do gene occludina permaneceu similar ao grupo controle. O aumento na expressao dos genes
relacionados a saude intestinal pode estar associado a um processo de remodelamento tecidual,
seguido pela estabilizagdo dos niveis de expressdo. Esse padrao foi observado no presente
estudo, em que a expressao do gene occludina aumentou significativamente apenas no 14° dia
no grupo desafiado com a maior dose de odcistos, retornando aos niveis do controle no 21° dia,
sugerindo um mecanismo compensatorio transitorio.

Neste estudo, tanto a dose do desafio com Eimeria spp. quanto a idade dos frangos

afetaram de forma diferenciada a expressao dos genes relacionados a integridade intestinal. %



grupo G2 apresentou variagdes marcantes na expressao génica para marcadores especificos ao
longo do tempo, enquanto o grupo G1 apresentou uma resposta mais estavel, exceto para o gene
Z0-B, que foi significativamente regulado para baixo no ultimo dia da andlise. Esses resultados
ressaltam a importancia de considerar tanto o nivel de desafio parasitario quanto o estagio de
desenvolvimento dos frangos para compreender os mecanismos que regulam a satde intestinal
na produc¢do avicola.

As diferengas nos resultados de expressao relacionados a satide intestinal podem estar
relacionadas a especificidade dos tecidos analisados, as diferentes espécies de Eimeria, aos dias
de inoculagdo e ao ciclo de vida do patdgeno. Além disso, a regulagdo prolongada dos genes
Z0-A e ZO-B no grupo G2 sugere uma ruptura mais severa da integridade epitelial com alta
carga parasitaria, que poderia comprometer a homeostase intestinal por um periodo estendido.
Embora esses genes de citocinas ndo sejam altamente expressos no ceco, a integridade do
epitélio cecal ¢ extremamente importante para a homeostase intestinal.

A resposta imune do hospedeiro a infeccdo por Eimeria spp. ¢ complexa e envolve
varios mediadores da resposta pro-inflamatéria (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8 e IFN-y), imunidade
celular (linfocitos CD4 e CDS) e resposta anti-inflamatoria (IL-10 e CTLA-4), além do TGF-
B, que possui fungdes regulatdrias e inflamatorias (Tomal et al., 2023). A expressdao do gene
IL1p é regulada para cima em resposta a desafios parasitarios e é rapidamente induzida devido
ao seu papel como mediador pro-inflamatorio (Gibson et al., 2014). Baseado em Laurent et al.
(2001), o gene IL 1P é regulado para cima no ceco de frangos de 21 dias infectados com odcistos
de E. tenella sete dias apds a infec¢do. O aumento da expressdo génica de IL1J observado
apenas no 14° dia para ambas as doses neste estudo pode ser explicado pelo uso de odcistos
atenuados, que passam por menos ciclos de merogonia (Shirley, 1994). Esse pico retardado na
expressao de IL 1 sugere uma ativagdo imune mais lenta em comparagdo com cepas virulentas,
possivelmente contribuindo para a redu¢ao da inflamacao tecidual no inicio da infec¢ao.

Durante a fase pro-inflamatdria, o gene IL2, uma citocina essencial para a modulagao
do sistema imune, foi relatado por Yu et al. (2021) como regulado para cima entre os dias 6 ¢
8 pos-infec¢do em frangos de 18 dias desatiados com suspensdo oral de 2,5x10* odcistos
esporulados de E. tenella. Nossos resultados corroboram essa observacao, mostrando expressao

génica aumentada dessa interleucina em todos os dias analisados. Contudo, na dose de desafio
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mais alta, observou-se regulagdo progressiva para baixo ao longo do tempo, destacando a
importancia da resposta imune celular nas infec¢des por Eimeria spp.

A importancia do IL6 e do ILS8 na fase inicial da resposta imune foi enfatizada por
Yuetal. (2020), que observaram aumento na expressao desses genes de citocinas em amostras
cecais de frangos desafiados com odcistos de E. tenella. De forma semelhante, Attia et al.
(2023) relataram aumento de 3 e 8 vezes na expressao génica de IL6 e IL8, respectivamente,
entre os dias 0 e 4 pés-infecgdo, seguido por regulacio negativa no dia 12 em pintinhos de 14
dias infectados com E. tenella (2,5%10* o6cistos esporulados). Contudo, no presente estudo, a
expressao génica do IL8 foi significativamente regulada para baixo no grupo G2 nos dias 14
e 21, sugerindo que a infeccdo em alta dose pode suprimir o recrutamento de neutrofilos,
levando potencialmente a respostas inflamatorias iniciais reduzidas e aumento da
suscetibilidade a infec¢des secundarias.

Além disso, a regulagao negativa simultanea dos genes IFN-y e IL10 no grupo G2 no
21° dia sugere um efeito profundo de supressdo imune em altas cargas parasitarias. O IFN-y
desempenha papel crucial na resisténcia a protozodrios intracelulares, enquanto a IL-10 ajuda
a regular a inflamagdo excessiva. A regulagdo negativa simultanea indica um desequilibrio na
homeostase imune, que pode comprometer tanto a elimina¢ao do patdégeno quanto o controle
da inflamag¢do, aumentando a severidade da doenca.

Este estudo utilizou uma vacina mista no desafio experimental, e as evidéncias
indicaram que os resultados foram principalmente devido a infecc¢ao por E. tenella (Cornelissen
etal., 2009), devido ao seu tropismo especifico para o ceco, 6rgao estudado no artigo, e por ser
a espécie mais patogénica e causadora das maiores perdas na producdo. Contudo, a presenca
de outras espécies de Eimeria na regiao nao pode ser completamente descartada, mesmo em
niveis extremamente baixos de significancia. Dado o alto poder de detec¢ao do qPCR, ¢
teoricamente possivel detectar uma tinica copia de DNA de outras espécies. Assim, a auséncia
de detec¢do neste estudo pode refletir concentragdes abaixo do limite minimo detectavel do
ensaio. Portanto, embora os dados indiquem fortemente que os achados locais estdo
relacionados a infecgdo por E. tenella, a possibilidade de infeccao mista em niveis subclinicos
ou com carga parasitaria abaixo do limite de detec¢do nao pode ser completamente descartada.
Por essa razdo, a andlise de outros segmentos intestinais poderia ampliar a compreensao das
respostas imunes sistémicas, mas neste estudo focamos no que ocorre no ceco devido ao seu
papel fundamental na fermentagdo de fibras, absor¢ao de dgua e regulacao da microbiota em
frangos. Acreditamos que ele desempenha papel chave na resposta imune local, pois € o sitio

da infecgdo por E. tenella. Além disso, a auséncia de pardmetros zootécnicos, como ganho dﬁO



peso e conversdo alimentar, limita a correlagdo entre os achados moleculares e os efeitos
clinicos da infec¢do. Essas limitacdes devem ser abordadas em estudos futuros.

Assim, este estudo demonstrou que a expressdao génica dos marcadores de resposta
imune e saude intestinal em frangos de um dia desafiados com Eimeria spp. variou com a dose
de desafio e o tempo apods a infecgdo. Citocinas pro-inflamatérias, como IL1J3, IL2 e IFN-y,
mostraram padrdes distintos de expressao génica com picos no 14° dia, enquanto IL10e CTLA-
4 sugeriram um papel modulador na resposta imune. A regulagdo progressiva para baixo de IL8
e IL2 no grupo G2 destaca um possivel efeito de supressao imune em altas doses de infecgao,
que pode prejudicar a eliminacdo do patdgeno e prolongar o periodo de recuperagdo. Os
marcadores de satude intestinal apresentaram varia¢des limitadas, com expressdo reduzida de
Z0-A, JAM e claudin-C, especialmente no 7° dia. Uma carga parasitaria maior resultou em
uma resposta imune mais intensa, sugerindo que a modulacdo da expressao gé€nica esta
diretamente relacionada a dose do desafio. Esses resultados reafirmam a importancia de
compreender 0s mecanismos imunologicos subjacentes a coccidiose aviaria e contribuem para

o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que a expressao génica dos marcadores
relacionados a resposta imune e a integridade intestinal em frangos desafiados com Eimeria
spp. ¢ influenciada tanto pela dose do desafio quanto pelo tempo pds-infecgao.

A carga parasitdria mais elevada promoveu respostas imunes mais intensas e
prolongadas, refletidas na modulacdo diferencial de citocinas pro- e anti-inflamatdrias, bem
como na regulacdo dos genes envolvidos nas jun¢des de adesdo do epitélio intestinal. A
resposta imune mostrou um padrdo dinadmico, com picos de expressdo de mediadores pro-
inflamatorios, seguidos por mecanismos moduladores que indicam a tentativa de controlar a
inflamacao e restaurar a homeostase intestinal. Além disso, a maior carga parasitaria sugeriu
supressao do sistema imune progressivamente, podendo comprometer a eliminagao eficiente
do patdgeno e prolongar a recuperacio do tecido intestinal.

Por fim, este trabalho refor¢a a importancia de considerar a dose infecciosa e o estagio
de desenvolvimento do hospedeiro ao investigar os mecanismos imunopatologicos da
coccidiose em aves, contribuindo para o aprimoramento das estratégias de controle e manejo

da doenga na avicultura.
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CAPITULO I

EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE Eimeria SPP. SOBRE A COMPOSICAO E
DIVERSIDADE TAXONOMICA DA MICROBIOTA INTESTINAL DE FRANGOS
AO LONGO DO TEMPO POS-INFECCAO

Resumo
A coccidiose, causada por espécies do género Eimeria, compromete a integridade intestinal de
frangos e pode alterar a composi¢cdo da microbiota, impactando negativamente a saude e o
desempenho produtivo das aves. Diante disso, o presente estudo avaliou a composi¢ao
taxondmica e a diversidade da microbiota cecal de frangos submetidos a diferentes cargas
parasitarias de Eimeria spp. ao longo do tempo pos-infec¢ao. Frangos da linhagem Cobb, com
um dia de vida, foram desafiados via oral com a vacina Fortegra em doses correspondentes a
10x e 20x a recomendacdo do fabricante, enquanto o grupo controle recebeu PBS. O desafio
foi padronizado por contagem de oocistos, sendo administrados 8,4 x 10° e 1,68 x 107 oocistos
para as doses de 10x e 20x, respectivamente. O contetido cecal foi coletado aos 7, 14 e 21 dias
pos-infeccdo (dpi). O DNA foi extraido pelo método fenol-cloroférmio, seguido de
amplificacdo da regido V3—-V4 do gene 16S rRNA e sequenciamento na plataforma Illumina
NextSeq 2000. As analises bioinformaticas foram conduzidas na plataforma QIIME 2, com
atribui¢ao taxonomica baseada no banco SILVA. A diversidade alfa foi avaliada por multiplos
indices e a diversidade beta por analises de distincia ¢ PERMANOVA. O sequenciamento
apresentou elevada profundidade e qualidade, com manutencao de aproximadamente 81% das
leituras apds o processamento. A microbiota cecal foi predominantemente composta pelo filo
Firmicutes em todos os grupos, seguido por Bacteroidota, Proteobacteria, Verrucomicrobiota e
Actinobacteriota. Firmicutes apresentou maior abundancia aos 7 dpi, especialmente no grupo
10x, enquanto Bacteroidota nao foi detectado aos 7 dpi nos grupos desafiados, apresentando
maior abundancia aos 14 dpi, principalmente no grupo 20x. Proteobacteria exibiu maiores
proporg¢des aos 7 dpi no grupo 20x a dose, com redugdo progressiva nos periodos subsequentes.
Verrucomicrobiota e Actinobacteriota foram detectados apenas a partir de 14 dpi em ambos os
grupos desafiados, em baixas propor¢des. Em nivel de género, observou-se predominancia de
Ruminococcus, Clostridia e Lactobacillus, com variagdes temporais e entre doses. A andlise de
diversidade alfa demonstrou aumento progressivo da riqueza e da diversidade filogenética ao

longo do tempo em ambos os tratamentos, enquanto diferencas entre doses foram mais
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evidentes nos periodos iniciais. A diversidade beta indicou maior modulagao da comunidade
microbiana no grupo 10x ao longo do tempo, enquanto o grupo 20x apresentou maior
estabilidade composicional. De modo geral, os resultados indicam que o tempo pds-infeccao
exerce influéncia mais consistente sobre a estrutura e diversidade da microbiota cecal do que a
intensidade do desafio por Eimeria spp., evidenciando um processo dinamico de reorganizacao

microbiana ao longo do periodo avaliado.

Palavra -chave: Microbioma, 16S, NGS, Eimeria tenella, Eimeria maxima, Eimeria

acervulina, Gallus gallus domesticus.
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EFFECT OF DIFFERENT DOSES OF Eimeria SPP. ON THE COMPOSITION AND
TAXONOMIC DIVERSITY OF THE INTESTINAL MICROBIOTA OF BROILER
OVER THE POST-INFECTION PERIOD

Abstract
Coccidiosis, caused by species of the genus Eimeria, compromises intestinal integrity in
broiler chickens and can alter the composition of the microbiota, negatively affecting bird
health and performance. Therefore, the present study evaluated the changes in the taxonomic
composition and diversity of the cecal microbiota of broiler chickens subjected to different
parasitic loads of Eimeria spp. over the post-infection period. One-day-old Cobb broiler
chickens were orally challenged with the Fortegra vaccine at doses corresponding to 10x and
20x the manufacturer’s recommended dose, whereas the control group received PBS. The
challenge was standardized by oocyst counting, with 8.4 x 10° and 1.68 x 107 oocysts
administered for 10x and 20x doses, respectively. Cecal contents were collected at 7, 14, and
21 days post infection (dpi). DNA was extracted using the phenol—chloroform method,
followed by amplification of the V3—V4 region of the 16S rRNA gene and sequencing on the
NextSeq 2000 platform (Illumina, San Diego, CA, USA). Bioinformatic analyses were
performed using QIIME 2, with taxonomic assignments based on the SILVA database. Alpha
diversity was assessed using multiple indices, and beta diversity was evaluated using distance
analyses and PERMANOVA. Sequencing showed high depth and quality, with approximately
81% of'the reads retained after processing. The cecal microbiota was predominantly composed
of the phylum Firmicutes in all groups, followed by Bacteroidota, Proteobacteria,
Verrucomicrobiota, and Actinobacteriota. Firmicutes showed higher abundance at 7 dpi,
especially in the 10x group, whereas Bacteroidota was not detected at 7 dpi in the challenged
groups and exhibited higher abundance at 14 dpi, particularly in the 20x group. Proteobacteria
displayed higher proportions at 7 dpi in the group with 20 times the dose, with a progressive
reduction at subsequent time points. Verrucomicrobiota and Actinobacteriota were detected
only from 14 dpi in both challenged groups, at low proportions. At the genus level,
Ruminococcus, Clostridia, and Lactobacillus predominated, with temporal and dose-related
variations observed. Alpha diversity analysis demonstrated a progressive increase in richness
and phylogenetic diversity over time in both treatments, whereas differences between doses
were more evident at earlier points. Beta diversity indicated greater modulation of the
microbial community over time in the 10x group, whereas the 20x group showed greater

compositional stability. Overall, the results indicate that post-infection time exerts a m05r8



consistent influence on the structure and diversity of the cecal microbiota than the intensity of
the Eimeria spp. challenge, highlighting the dynamic process of microbial reorganization

throughout the evaluation period.

Key-word: Microbiome, 16S, NGS, Eimeria tenella, Eimeria maxima, Eimeria acervulina,

Gallus gallus domesticus.
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1. INTRODUCAO

A coccidiose ¢ uma enfermidade parasitaria que acomete o trato gastrointestinal de aves
domésticas, sendo responsavel por relevantes perdas econdmicas na indudstria avicola em nivel
mundial. Essa doenga ¢ causada por protozoarios do género Eimeria, cujas espécies apresentam
tropismo especifico por diferentes segmentos do intestino. Dentre elas, destacam-se Eimeria
acervulina, Eimeria maxima e Eimeria tenella, sendo esta ultima de maior relevancia devido
ao seu elevado grau de patogenicidade (MACDONALD et al, 2017; BLAKE 2020; LOPEZ-
OSORIO et al., 2020; EL-SHALL et al., 2022).

As infecgdes por Eimeria spp. podem causar lesdes no epitélio da mucosa intestinal,
resultando em atrofia das vilosidades e reducdo da populagdo de células epiteliais funcionais.
Essas alteragdes afetam diretamente a morfologia intestinal, alterando parametros como altura
e largura das vilosidades e profundidade das criptas, que sao importantes indicadores de saude
intestinal. Como consequéncia das lesdes, ocorre aumento da permeabilidade da barreira
intestinal (SONG et al., 2013; ZHOU et al., 2023; CHEN et al., 2025). O comprometimento da
integridade e da funcionalidade da barreira intestinal interfere nos processos digestivos € na
absor¢ao de nutrientes, levando ao desequilibrio da homeostase intestinal, redu¢do da conversao
alimentar, menor ganho de peso e queda na produtividade dos lotes, com prejuizos a produgao
avicola (MADLALA et al., 2021).

O intestino dos frangos ¢ composta por uma microbiota altamente diversa, organizada em
um sistema dinamico e estavel, desempenhando um papel fundamental na manutengdo da saude
intestinal do hospedeiro (ZHOU et al, 2020). Adicionalmente, a microbiota intestinal contribui
para a nutri¢ao do hospedeiro, por meio da produgdo de energia e nutrientes, como vitaminas,
aminoacidos e acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Além disso, exerce papel importante na
modula¢do da resposta imunoldgica, incluindo a estimulacao da produ¢dao de muco protetor no
intestino (SHANG et al., 2018; MAHMOOD; GUO, 2020).

A composicao da microbiota intestinal pode variar em fungdo de diversos fatores, como
dieta, genética, idade e processos infecciosos, incluindo a coccidiose (POWER et al., 2014;
DUCATELLE et al., 2015). Nesse contexto, as lesdes intestinais induzidas por Eimeria spp.
promovem alteragdes significativas no ambiente intestinal (MADLALA et al., 2021). Como
consequéncia da modificagdo da microbiota, ocorre alteracdo no metabolismo dos AGCC,
fundamentais para a manuten¢do da homeostase intestinal, pois contribuem para a reducao do
pH luminal limitam a proliferagdo de bactérias oportunistas (CHEN et al., 2025).

As modificagdes na microbiota intestinal associadas a infec¢ao por Eimeria spp. podem ser

avaliadas por meio de analises de diversidade alfa, que refletem a riqueza e a uniformidade



microbiana dentro de um mesmo grupo experimental, e de diversidade beta, que permitem
identificar diferengas na composicdo microbiana entre diferentes condi¢cdes experimentais
(MACDONALD et al., 2017; HAMILTON et al., 2020; ZHOU et al., 2020; CAMPOS et al.,
2024; DU et al., 2024). Essas abordagens sdo fundamentais para compreender como a infecg¢ao
influéncia na estabilidade da homeostase da microbiota intestinal.

Diferentes regides do intestino apresentam composi¢cdes microbianas distintas. Entre elas,
o ceco se destaca por apresentar maior diversidade e abundancia, devido a retencao prolongada
do contetudo digestivo e a intensa atividade fermentativa (GONG et al., 2002; OAKLEY et al.,
2014). Dessa forma, a analise do contetido cecal constitui uma estratégia adequada para avaliar
alteracdes do microbioma em resposta a infeccao por Eimeria spp.

Diante disso, embora existam estudos que descrevem o impacto de espécies de Eimeria
sobre a microbiota intestinal de aves de produgao, ainda sdo necessarias mais informagdes sobre
as alteragdes microbianas ao longo de diferentes dias pds-infec¢do e sob diferentes doses do
patdgeno. Assim, o presente estudo avaliou as modifica¢cdes na composi¢do taxondmica e na
diversidade da microbiota cecal de frangos submetidos a diferentes doses de oocistos vacinais

de Eimeria spp. ao longo do tempo pos infecgao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Desafio vacinal e condicées experimentais

Frangos da linhagem Cobb, com 1 dia de vida, foram desafiados oralmente com a vacina
Fortegra® (MSD Satde Animal), que contém oocistos atenuados de FEimeria tenella, E.
acervulina e E. maxima, no momento da chegada ao local do experimento. As aves receberam
doses equivalentes a 10 e 20 vezes a recomendada pelo fabricante. Para padronizar a dose
infectante, realizou-se a contagem de oocistos em camara de Neubauer para estabelecer o
numero de oocitos/dose vacinal. Foram inoculados nas aves 8.4 x 10° oocistos para o grupo
10x, e, 1,6 x 107 oocistos para o grupo 20x.

As aves de 1 dia de idade, foram mantidas em gaiolas metélicas (90 x 45 x 40 cm),
dispostas em baterias de trés andares, com densidade aproximada de quatro aves por metro
quadrado. As gaiolas foram instaladas em um galpao telado, com ambiente climatizado,
equipado com lampadas de aquecimento e ventiladores, usados conforme a idade das aves e as
condig¢des climaticas. Durante todo o periodo experimental, as aves tiveram acesso ad libitum

a agua e ao alimento. Todas animais receberam o mesmo tipo de ra¢ao de acordo com sua fase



de crescimento, pré inicial, de 1 a 7 dia de idade (Tabela 1), e inicial, de 8 a 21 dia de idade

(Tabela 2), formulada de acordo com as recomendagdes de Rostagno et al. (2017).

Tabela 1. Composicao e valores nutricionais calculados das dietas experimentais fornecidas a

frangos de corte de 1 a 7 de idade, e 8 a 21 dia de idade.

Composicao Alimentar

Ingredientes Pré- Inicial Inicial
Milho (Kg) 54,63 58,63
Farelo de soja (Kg) 38.91 35,02
Oleo de soja (Kg) 1,94 2,4
Fosfato bicalcico (Kg) 1,90 1,55
Calcario (Kg) 1,00 0,84
Sal Comun (Kg) 0,44 0,42
DL-Metionina (Kg) 0,35 0,30
L-Lisina (Kg) 0,30 0,28
L-Treonina (Kg) 0,12 0,09
Cloreto de Colina (60%) (Kg) 0,06 0,12
Min-Aves (Kg) 0,12 0,12
VITINI-AVE (Kg) 0,12 0,12
Atendimento das Exigéncias Nutricionais
Ingredientes Pré- Inicial Inicial
Acido linoleico (%) 2,37 2,70
Arginina dig.aves (%) 1,42 1,31
Arginina total (%) 1,51 1,40
Calcio (%) 1,00 0,84
Cloro (%) 0,29 0,28
Energ. Met.aves (Mcal/Kg) 2,96 3,05
Fibra bruta (%) 3,36 -
Fosforo disponivel (%) 0,47 0,40
Fosforo total (%) 0,71 2,00
Gordura (%) 4,35 4,96
Lisina dig.aves (%) 1,33 1,22
Lisina total (%) 1,46 1,34
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Met.+cist.dig.aves (%) 0,96 0,88

Met.+cistina total (%) 1,05 0,96
Metionina dig.aves (%) 0,66 0,60
Metionina total (%) 0,70 0,63
Potassio (%) 0,88 0,82
Proteina bruta (%) 23,00 21,49
Sadio (%) 0,22 0,21
Treonina dig.aves (%) 0,87 0,79
Treonina total (%) 0,99 0,91
Triptofano dig.aves 0,25 0,23
Triptofano total (%) 0,28 0,26
Valina dig.aves (%) 0,92 0,86
Valina total (%) 1,04 0,98

Ap6s o desafio, os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais: GC (grupo
controle - aves desafiadas com PBS; Gl (aves desafiadas com Eimeria spp em dose
correspondente a 10x a recomendacgao basal); G2 (aves desafiadas com Eimeria spp em dose
correspondente a 20x a recomendacdo basal) . Cada grupo foi composto por 24 aves. Nos dias
7, 14 e 21 apos a vacinagdo, oito aves de cada grupo foram eutanasiadas por deslocamento
cervical de acordo com as normas do CONCEA e as recomendag¢des da Resolugao Normativa
37/2018. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA n°® 1852071223).

2.2. Coleta das amostras e extracio de DNA

Apbs a eutanasia, oito aves de cada grupo foram necropsiadas e os cecos foram
coletados. O conteudo cecal foi retirado, acondicionado em tubos estéreis e armazenado a
—80 °C até a extracdo do material genético.

Foram pesados 50 mg do contetido cecal, a partir dos quais o DNA foi posteriormente
extraido. A extracdo do DNA do contetido cecal foi realizada pelo método fenol-cloroférmio,
conforme descrito por Sambrook et al. (1989). As amostras foram diluidas e padronizadas em
Sng de DNA por pL. A pureza e as concentragcdes de DNA e RNA das amostras foram
determinadas em espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Applied Biosystems; Thermo Fisher

Scientific, Inc.).
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2.3. Construcao da Biblioteca

Para a constru¢do da biblioteca foram utilizados primers que amplificam a regido V3
e V4 do gene 16S ( KLINDWORTHet al., 2013). Foram utilizados 0,15uM de cada primer, 1X
de SuperFi II (ThermoFisher Scientific) e 5Sng de DNA de cada amostra. As condigdes de
termociclagem foram: 98 °C por 30 s, seguidas de 25 ciclos de 98 °C por 10 s, 60 °C por 20 s €
72 °C por 30 s, com extensao final a 72 °C por 5 mim. Os amplicons obtidos foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 2%. Em seguida, as amostras foram purificadas com o método
de beads magnéticas (ThermoFisher Scientific). Apos purificagdo, realizou-se a reacdo de
indexacdo, com 10 pL de index, 25 pL de SuperFi II (ThermoFisher Scientific) e 5 uL de
amostra. Sob ascondi¢des: 98°C 3 min, seguidas de 8 ciclos de 98 °C por 10 s, 60 °C por 20 s,
72 °C por 30 s, com extensao final a 72 °C por Smin. As amostras foram novamente purificadas
e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% para verificar a presenga de dimeros de
index. Apds a construgdo e purificacdo da biblioteca, as concentragdes foram novamente
determinadas em espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Applied Biosystems; Thermo Fisher
Scientific, Inc.) e as amostras diluidas e padronizadas em 2 nM. Posteriormente, 4 L. de cada
amostra foram reunidos em um Unico microtubo de 2 mL, formando a biblioteca final de 2nM,
que foi sequenciada com 40% de phiX em modo paired-end (2 x 300pb) em uma flowcell P1
(100 milhdes de reads). O sequenciamento foi realizado no equipamento NextSeq 2000

(ITlumina, San Diego, CA, USA).

2.4. Bioinformatica

As andlises de bioinformatica foram conduzidas utilizando a plataforma QIIME 2
(CAPORASO et al., 2010). As amostras foram submetidas ao processo de denoising utilizando
a metodologia DADA2 (CALLAHAN et al., 2016), aplicando corte de 17 pb na ponta 5" e 21
pb na extremidade 3’, resultando em leituras de 260 pb . Durante esse processo, sequéncias
quiméricas foram identificadas e removidas, sendo mantida, em média, 81,3 % das leituras
iniciais como de alta qualidade e ndo quiméricas para as analises subsequentes. A atribui¢do
taxonomica foi realizada utilizando o banco de dados SILVA (QUAST et al., 2012). Em
seguida, foi realizada a analise de alpha rarefacdo para padronizar a profundidade (niimero de
reads) entre as amostras, requesito necessario para as analises de diversidade, sendo utilizada
uma profundidade de 30.000 reads. A composi¢do microbiana foi avaliada por meio do
Diagrama de  Venn, gerado pela ferramenta online Interactive  Venn
(https://www.interactivenn.net/), e por mapas de calor construidos a partir dos dados de

abundancia relativa das amostras, apos transformagao pelo método CLR (centered log—ratig%



A diversidade alfa foi estimada pelos indices de Evennes, Faith PD (FAITH, 1992), Observed
e Shannon. Para a analise de diversidade beta, a matriz de dissimilaridade entre amostras foi
calculada pelo método de Bray—Curtis, utilizando o pacote “Vegan™ do R (DIXON, 2003).
Adicionalmente, foi realizada a matriz de distancia da diversidade entre amostras, com base na
analise permutacional multivariada de varidancia (PERMANOVA). A visualizacao grafica da
dispersdo dos dados da diversidade beta foi obtida por meio da analise de coordenadas

principais (PCoA).

2.5. Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no Prisma, para Alfa-diversidade, e software
R, interface RStudio para Beta-diversidade. Para a andlise dos indices ecoldgicos da alfa
diversidade, foi aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. As amostras com distribuicao
normal foram submetidas a ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey (p < 0,05), enquanto
amostras com distribuicdo ndo paramétrica foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido do pds-teste de Dunn (p < 0,05). Para a analise de diversidade beta, foi utilizada
PERMANOVA com 999 permutagdes, a fim de avaliar se a composicao microbiana diferia

significativamente entre os grupos, considerando significancia estatisticapara p < 0,05.
3. RESULTADO

3.1 Analise dos dados brutos das sequéncias 165

A demultiplexagem das sequéncias permitiu a separacao dos reads por amostra com
base nos indices de cada biblioteca. A mediana do nimero de reads por amostra foi de 217.849
tanto para as leituras forward quanto para as reverse. O numero maximo de reads por amostra
foi de 583.480, totalizando 15.031.209 reads em cada direcdo. Esses resultados indicam que a
demultiplexagem foi eficiente e que todas as amostras apresentaram profundidade de
sequenciamento adequada para as analises subsequentes.

Apobs o processamento denoising, que inclui corre¢do de erros de sequenciamento e
remocdo de quimeras, foram obtidas 12.242.548 observagdes totais, com aproximadamente
81% das leituras mantidas, o que indica a maior parte das sequéncias era de boa qualidade para

as analises subsequentes.

3.2. Composicao taxonomica

Aos 7 dpi, a intersecao entre os trés grupos analisados incluiu 57 taxons (Figura 1A5)7



O grupo 10x apresentou 9 tdxons exclusivos, o controle 13 tdxons exclusivos, e o grupo 20x 6
taxons exclusivos.

Em 14 dpi (Figura 1B), a interse¢@o entre os trés grupos analisados foi de 82 taxons.
O nuimero de taxons exclusivos diminuiu nos grupos tratados e aumentou em 4 taxons no grupo
controle. J& em 21 dpi (Figura 1C), a interse¢do de tdxons entre os trés grupos aumentou para

97 taxons, enquanto o nimero de tdxons exclusivos em cada grupo diminuiu.
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Figura 1: Diagrama de Venn mostrando os taxons exclusivos e compartilhados entre os grupos
controle e os tratamentos 10 e 20x a dose vacinal, nos diferentes tempos de analise 7 dpi (A),
14 dpi (B), e 21 dpi (C). Os nimeros dentro dos circulos correspondem ao niumero de Variante

de Sequéncia de Amplicon (ASVs) observados em cada grupo, enquanto os nimeros nas
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intersegdes indicam os ASVs compartilhados entre os grupos.

Para a analise da composi¢do taxonomica dentro de cada dose ao longo dos dias, na
dose 10x (Figura 2A), os trés dias de andlise apresentaram uma intersecao de 69 taxons, valor
semelhante ao observado na dose 20x (Figura 2B), que apresentou 67 tdxons comuns entre os
trés dias avaliados. Na dose 10x, aos 7 dpi, foram observados sete taxons exclusivos desse
grupo, além de um taxon em interse¢do com 14 dpi e seis taxons em interse¢do com 21 dpi. Na
dose 20x, aos 7 dpi, foram identificados nove taxons exclusivos do grupo, quatro taxons em
intersecdo com 14 dpi e cinco tdxons em interse¢ao com 21 dpi.

Em ambos as doses, aos 14 dpi, foram observados apenas trés taxons exclusivos de
cada grupo. A interse¢do entre 14 dpi e 21 dpi apresentou 16 tdxons na dose 10x e 26 taxons na
dose 20x. Aos 21 dpi, foram observados 24 taxons exclusivos na dose 10x e 18 taxons na dose

20x.

69
67

24
18

Figura 2: Diagrama de Venn mostrando os taxons exclusivos e compartilhados entre os grupos
7, 14, 21 dpi dentro de 10 x a dose (A) e 20x a dose (B). Os nimeros dentro dos circulos
representam o numero de Variante de Sequéncia de Amplicon (ASVs) observados em cada

grupo, enquanto os niimeros nas interse¢des indicam os ASVs compartilhados entre os grupos.

Ao nivel de filo (Figura 3), o mais abundante foi Firmicutes, seguido por Bacteroidota,
Proteobacteria, Verrucomicrobiota, Actinobacteriota. O filo Firmicutes foi presente em todas
em todos os grupos analisados, isto €, controle, 10x e 20x a dose. Exceto no grupo 14 dpi 20x
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a dose (65,78%), todos os outros grupos tiveram porcentagem de Firmicute em torno de 80%,
sendo o grupo 7 dpi 10x a dose, o qual apresentou maior porcentagem de abundancia com
90,45%.

O segundo filo mais abundante, Bacterioidota, ndo foi detectado nos grupos 7dpi 10x
a dose e 20x a dose, e no grupo controle apresentou 2,08%. No tratamento 10x a dose, o grupo
14dpi apresentou 16,08% enquanto em 21dpi a abundancia foi de 14,68%. J& no tratamendo
20x a dose, foram observados 28,46% em 14 dpi e 10,94% em 21 dpi. No grupo controle, as
porcentagens observadas foram 10,3% em 14 dpi e 8,39% em 21dpi.

Considerando o filo Proteobacteria, as maiores porcentagens de abundancia sdo
referentes a 7 dpi. Nesse périodo de andlise, o grupo controle apresentou 8,91%, o grupo 10x a
dose 9,13% e o grupo 20x a dose 20,73%. Em 14dpi, a abundancia foi de 0,34% no grupo
controle, e 0,51% em 10x a dose e 4,64% 20x a dose. Para 21 dpi, os valores observados foram
0,15% no controle, 0,3% em 10x a dose € 2,38% em 20x a dose.

Quanto ao filo Verrucomicrobiota, ndo foi observada sua presenca em nenhuma das
analises realizadas em 7 dpi. Para 14 dpi, o controle apresentou 0,29%, enquanto os grupos 10x
e 20x a dose apresentaram 2,83% e 4,71%, respectivamente. Em 21 dpi, a abundancia foi de
2,05% para o controle, 4,93% e 1,51% para 10 e 20x a dose, respectivamente.

De forma semelhante ao observado para Verrucomicrobiota, o filo Actinobacteriota
nao foi detectado em nenhum dos grupos em 7 dpi. Nos demais grupos de tempos e dose a

porcentagem de abundancia do filo foi inferior a 1%.
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Figura 3: Perfil taxondmico das amostras analisadas.

As amostras analisadas no mapa de calor, chegaram ao nivel de famila e género. Aos
7 dpi (Figura 4), apresentaram dominio de taxons como Lachnospiraceae, Ruminococcus,
Escherichia_Shigella, Lactobacilluse com baixa quantidade de Alistirpes, Bacterioides,
Bacillus, Parabacterioides, Gordonibacter, Eubacterium_nodatum.

Em 14 dpi (Figura 5), apresentou abundancia relativa dos taxons com predominancia
de Clostridia, Lachnospiraceae, Ruminococcus, Alistipes, Ruminococcaceae, Lactobacillus,
Incerteae e Subdoligranulum. E os tdxons com baixa abundancia relativa, pode-se encontrar
Enterobacteriaceae, Oscillospira, Stenothophomonas, Bacterioides.

Aos 21 dpi (Figura 6), a composi¢do taxondmica apresentou predominancia relativa
Lachnospiraceae, Rominococcus, Clostridia, Erysipelatoclostridium, Lactobacillus e com
menor abundancia relativa, Sphiingomonadaceae, Enhydrobacter, Rhodospirillales e

Bacterioides.
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Figura 4: Mapa de calor exibindo a abundancia relativa média da microbiota do ceco, em 7

dpi, comparando controle, 10x e 20x dose. O mapa de calor representa a o valor dos dados

transformados de abundancia relativa dos taxons microbianos cada amostra. Os valores

relativos das bactérias s3o indicados pela intensidade da cor, quanto maior a tonalidade em

vermelho, maior o valor representado da abundancia, quanto mais azul menor abundancia.
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Figura 5: Mapa de calor exibindo a abundancia relativa média da microbiota do ceco, em 14

dpi, comparando controle, 10x e 20x dose. O mapa de calor representa a o valor dos dados
transformados de abundancia relativa dos tdxons microbianos cada amostra. Os valores
relativos das bactérias sdo indicados pela intensidade da cor, quanto maior a tonalidade em

vermelho, maior o valor representado da abundancia, quanto mais azul menor abundancia.
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Figura 6: Mapa de calor exibindo a abundancia relativa média da microbiota do ceco, em 21
dpi, comparando controle, 10x e 20x dose. O mapa de calor representa a o valor dos dados
transformados de abundancia relativa dos tdxons microbianos cada amostra. Os valores
relativos das bactérias sdo indicados pela intensidade da cor, quanto maior a tonalidade em

vermelho, maior o valor representado da abundancia, quanto mais azul menor abundancia.
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Figura 7: Mapa de calor exibindo a abundancia relativa média da microbiota do ceco, nos

animais controle, comparando 7dpi, 14 dpi e 21 dpi. O mapa de calor representa a o valor dos

dados transformados de abundancia relativa dos taxons microbianos cada amostra. Os valores

relativos das bactérias sao indicados pela intensidade da cor, quanto maior a tonalidade em

vermelho, maior o valor representado da abundancia, quanto mais azul menor abundancia.
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Figura 8: Mapa de calor exibindo a abundancia relativa média da microbiota do ceco, em 10x
dose ao longo do tempo, comparando 7, 14 e 21 dpi. O mapa de calor representa a o valor dos
dados transformados de abundancia relativa dos tdxons microbianos cada amostra. Os valores
relativos das bactérias sdo indicados pela intensidade da cor, quanto maior a tonalidade em

vermelho, maior o valor representado da abundancia, quanto mais azul menor abundancia.
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Figura 9: Mapa de calor exibindo a abundancia relativa média da microbiota do ceco, em 20x
dose ao longo do tempo, comparando 7, 14 e 21 dpi. O mapa de calor representa a o valor dos
dados transformados de abundancia relativa dos tdxons microbianos cada amostra. Os valores
relativos das bactérias sdo indicados pela intensidade da cor, quanto maior a tonalidade em

vermelho, maior o valor representado da abundancia, quanto mais azul menor abundancia.

Os taxoéns Eubacterium coprostanoligenes, Clostridia, Ruminococcus torques €
membros da familia Lachnospiraceae, foram os mais abundantes no grupo controle. Tendo
como menor abundancia géneros como Pseudomonas, Staphylococcus, Bacterioides.

O padrao taxondmico (Figura 8) das amostras tratadas com 10x a dose apresentou
predominio de taxons como Lactobacillus, Clostridia, Ruminococcus, Lachnospiraceae,
Alistipes, Incertae, Eubacterium, além de menor abundancia relativa de tdxons como

Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Muribaculaceae e Pseudomonas.
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As amostras tratadas com 20x a dose (Figura 9) apresentaram predominancia de
Ruminococcus, Lachnospiraceae, Eubacterium e Clostridia, evidenciada pela maior intensidade
das cores. Também foram observados tdxons predominantes em outros grupos, como Alistipes
e Lactobacillus, porém com menor grau de abundancia relativa. Em menor abundancia, nessas
amostras, encontram-se taxons como Pseudomonas ¢ Acinetobacter, de forma semelhante ao
grupo 10x. Além disso, o tdxon Enterobacteriaceae também esta presente em baixa quantidade,

porém em maior propor¢do quando comparado ao grupo 10x.
3.3.Diversidade microbiana

3.3.1 Alfa-diversidade

A analise de alpha-rarefagdo foi realizada com um corte de 30.000 reads, utilizando as
métricas Faith, Shannon e Observed Features. Em seguida, foi avaliada a diversidade alfa das
amostras com base nos indices Evenness, Faith, Observed Features € Shannon.

Ao longo do tempo, para o tratamento com 10x a dose vacinal (Figura 10A), a
equitabilidade microbiana, avaliada pelo indice de Pielou, apresentou diferenga significativa
entre 7 € 14 dpi (p-valor =0,04), sendo 14 dias. A diversidade filogenética, avaliada pelo indice
de Faith, diferiu significativamente entre todos os tempos analisados, com diferencas
observadas entre 7 ¢ 14 dpi, 7 e 21 dpi e 14 e 21 dpi (para todas as comparagdes, p-valor <
0,0001), tendo a diversidade filogenética crescente ao longo do tempo. A riqueza microbiana,
avaliada pelo indice Observed, foi mais alta em 14 dpi, e 7 dpi o valor mais baixo.
Adicionalmente, o indice Obserdeved apresentou diferencas significativas entre todos os
tempos, sendo observadas diferencas entre 7 e 14 dpi (p-valor = 0,002), 7 e 21 dpi (p-valor <
0,0001) e 14 e 21 dpi (p-valor < 0,0001). A diversidade, avaliada pelo indice de Shannon,
apresentou diferenca significativa apenas entre 7 e 14 dpi (p-valor = 0,001), tendo o valor de
diversidade crescente ao longo do tempo.

Para o tratamento com 20x a dose vacinal (Figura 10B), em todos os indices analisados
nessa dose, houve aumento progressivo ao longo do tempo. A equitabilidade microbiana,
avaliada pelo indice de Evenness, apresentou diferenca significativa apenas entre 7 ¢ 21 dpi (p-
valor = 0,02), ndo havendo diferengas entre os demais tempos analisados. A diversidade
filogenética, avaliada pelo indice de Faith, aumentou ao longo do tempo, e diferiu
significativamente entre todos os tempos, com diferencas observadas entre 7 e 14 dpi (p-valor
<0,0001), 7 e 21 dpi (p-valor <0,0001) e 14 e 21 dpi (p-valor =0,007). A riqueza microbiana,

avaliada pelo indice Observed, assim como indice Faith, apresentou aumento seu valor ao lonéo
9



do tempo. Além disso, também apresentou diferencas significativas entre todos os tempos, com
diferengas entre 7 e 14 dpi (p-valor = 0,009), 7 e 21 dpi (p-valor < 0,0001) e 14 e 21 dpi (p-
valor = 0,001). A diversidade, avaliada pelo indice de Shannon, apresentou diferenca

significativa apenas entre 7 e 21 dpi (p-valor = 0,0004).

A
1.0 20 500 8—
G b
b c ab
0.84 ga ab 15 400 a
i -
@ b -] b &
@ 0.6 £ 2 300 5
= = a [ a c
s g 10 2 § 47
= 0.4+ 2 200 =
w o % 7]
5+ -
0.2 100} 2
0.0 0 0 0

B
1.0 20— 500 8-
ab b c ¢ b
084 a - 400 b & ab
i b o = a
@ 0.6 = g 300 ] "
c T 104 a @ a < 4+
2 0.4 uw 2 200 2
w =] 73]
0.2 7 100- 27
0.0 0 0 0

7 dias p6s infecgao
14 dias po6s infecgédo
21 dias pds infecgio
Figura 10: Analise da diversidade alfa dos indices de Evenness, Faith, Observed, Shannon, nas

diferentes doses ao longo do tempo. (A) analises das amostras em 10x a dose vacinal (B) analise

das amostras em 20x a dose vacinal.

A comparagdo entre o grupo controle e as duas doses vacinais foi realizada em cada
um dos dias avaliados. Aos 7 dpi (Figura 11A), a equitabilidade microbiana, avaliada pelo
indice de Evenness, ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos analisados, com
maior equitabilidade em 10x a dose, seguidos pelo controle e 20x a dose. A diversidade
filogenética, avaliada pelo indice de Faith, apresentou diferenca significativa entre as doses
vacinais 10x e 20x (p-valor = 0,007), com menor valor de diversidade filogenética pra 20x a
dose, e maior em 10x a dose. Diferenca significativa entre esses mesmos tratamentos também
foi observada no indice de Shannon (p-valor = 0,009), onde 10x a dose apresentou maior

diversidade, seguido do controle e 20x a dose. A riqueza microbiana, avaliada pelo indice
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Observed, apresentou valores muito proximos do controle e o 10x a dose, € 20x a dose mostrou
o menor valor de riqueza. Houve diferenca significativa no indice Observerd entre o grupo
controle e o tratamento com 20x (p-valor = 0,01), bem como entre os tratamentos com 20x e
10x (p-valor =0,002).

Aos 14 dpi (Figura 11B), ndo foram observadas diferengas significativas entre os
grupos em nenhum dos indices analisados, indicando similaridade na riqueza, equitabilidade e
diversidade microbiana entre os tratamentos nesse periodo. Para a analise do indice de
Evenness, o valore do grupo controle e 10x a dose com mesmo valor de equitabilidade, e 20x a
dose com uma equatibilidade menor. O mesmo ocorreu no indice Faith, o grupos controle e 10x
tiveram o mesmo valor, assim, mesma diversidade filogenética, e 20x a dose com menor valor
de diversidada filogenética.

Aos 21 dpi (Figura 11C), a equitabilidade microbiana, avaliada pelo indice de
Evenness, apresentou diferenca significativa entre as doses vacinais 10x e 20x (p-valor = 0,01).
A diversidade filogenética, avaliada pelo indice de Faith, e a riqueza microbiana, avaliada pelo
indice Observed, ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos analisados. Por
outro lado, a diversidade microbiana, avaliada pelo indice de Shannon, diferiu

significativamente entre o grupo controle e o tratamento com 10x (p-valor = 0,03).
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Figura 11: Anélise da diversidade alfa dos indices de Evenness, Faith, Observed, Shannon, nos
diferentes tempos de andlise 7, 14, 21 dpi. (A) andlises das amostras 7 dpi (B) andlise das

amostras 14 dpi (C) andlise das amostras 21 dpi.

3.3.2 Beta-diversidade

A beta diversidade foi utilizada para calcular a matriz de dissimilaridade entre os grupos
controle, 10x e 20x da dose em cada periodo avaliado. Aos 7 dias pos-infeccao (dpi) (Figura
12), a comunidade microbiana apresentou diferencas significativas entre os grupos controle,
10x e 20x (F = 3,44; p = 0,042). As comparagdes pareadas indicaram diferencas entre 10x e

20x (p = 0,022) e entre controle e 10x (p = 0,035), enquanto ndo houve diferenca significativa
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entre 20x e controle (p = 0,392). Aos 14 dpi (Figura 13), ndo foi observada dispersao
significativa da comunidade microbiana entre os grupos analisados. A analise por
PERMANOVA confirmou a auséncia de diferenca global entre os grupos (F = 0,033; p =
0,972), e, consequentemente, as comparagdes pareadas também nao apresentaram diferengas
significativas (p > 0,5). Aos 21 dpi (Figura 14), as comparagdes pareadas evidenciaram
diferenga significativa na composi¢do microbiana entre o grupo 10x e o grupo controle (p =
0,027). Por outro lado, o grupo 20x nao diferiu significativamente nem do controle nem do
grupo 10x (p > 0,5). A auséncia de diferenca significativa na composi¢do microbiana entre
alguns grupos pode estar relacionada a variagdo intragrupo, conforme indicado pela analise de

PERMANOVA (F = 1,964; p = 0,171).
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Figura 12: Beta diversidade das comunidades microbianas nos diferentes grupos experimentais
controle, 10x e 20x a dose em 7dpi. A analise foi baseada em distancias de dissimilaridade
Bray-Curtis, e as diferengas entre grupos foram avaliadas por PERMANOVA com 999
permutagdes. Valores significativos nas comparagdes pareadas entre grupos e tempos estdo

indicados com asteriscos (p — valor < 0,05).
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Figura 13: Beta diversidade das comunidades microbianas nos diferentes grupos experimentais
controle, 10x e 20x a dose em 14dpi. A andlise foi baseada em distancias de dissimilaridade
Bray-Curtis, e as diferengas entre grupos foram avaliadas por PERMANOVA com 999
permutagdes. Valores significativos nas comparagdes pareadas entre grupos e tempos estdo

indicados com asteriscos (p-valor < 0,05).
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Figura 14: Beta diversidade das comunidades microbianas nos diferentes grupos experimentais
controle, 10x e 20x a dose em 21dpi. A analise foi baseada em distancias de dissimilaridade
Bray-Curtis, e as diferengas entre grupos foram avaliadas por PERMANOVA com 999
permutacdes. Valores significativos nas comparagdes pareadas entre grupos e tempos estdo

indicados com asteriscos (p-valor < 0,05).
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Figura 15: Beta diversidade das comunidades microbianas nos diferentes grupos experimentais
7, 14 e 21 dpi em 10x a dose. A analise foi baseada em distancias de dissimilaridade Bray-
Curtis, e as diferencas entre grupos foram avaliadas por PERMANOVA com 999 permutacgdes.
Valores significativos nas comparagdes pareadas entre grupos e tempos estdo indicados com

asteriscos (p-valor < 0,05).
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Figura 16: Beta diversidade das comunidades microbianas nos diferentes grupos experimentais
7, 14 e 21 dpi em 20x a dose. A andlise foi baseada em distancias de dissimilaridade Bray-
Curtis, e as diferencgas entre grupos foram avaliadas por PERMANOVA com 999 permutagdes.
Valores significativos nas comparagdes pareadas entre grupos e tempos estao indicados com

asteriscos (p-valor < 0,05).

As mesmas analises foram realizadas para avaliar as mudangas na composi¢do
microbiana ao longo do tempo. O grupo desafiado com 10x a dose (Figura 15) apresentou

diferenca significativa entre os tempos avaliados pelo teste de PERMANOVA (F = 3,206; pﬁ



0,047). As comparagdes pareadas evidenciaram diferengas na estrutura da microbiota entre 14
e 21 dias pds-infecgdo (dpi) (p = 0,031) e entre 7 e 21 dpi (p = 0,017), indicando modulagdo
temporal da comunidade microbiana nesse grupo. Em contraste, o grupo desafiado com 20x a
dose (Figura 16) manteve a dispersao da composi¢ao microbiana relativamente estavel ao longo
do periodo experimental (F = 0,822; p = 0,47). A analise por PERMANOVA indicou maior
variabilidade intragrupo, e as comparagdes pareadas entre 7, 14 e 21 dpi ndo revelaram

diferencas significativas na composi¢do microbiana (p > 0,5).

4. DISCUSSAO

A composicao e a diversidade da microbiota intestinal sdao amplamente reconhecidas
como fatores determinantes para a saude intestinal de frangos, especialmente durante infecg¢des
por Eimeria spp. (MACDONALD et al., 2017; WANG et al., 2019; HAMILTON et al., 2020;
ZHOU et al., 2020; LIN et al., 2023; CAMPOS et al., 2024; DU et al., 2024). Nesse contexto,
as alteragdes no microbioma ao longo da infecgdo, associadas a intensidade do desafio
parasitario, podem explicar a dinamica da resposta da microbiota intestinal frente ao agente
infeccioso. Assim, a analise das mudancas na composicdo e na diversidade microbiana em
diferentes doses de desafio e em distintos dias pds-infec¢ao permite aprofundar a compreensao
das interacdes entre a infec¢do por Eimeria spp. € a microbiota intestinal, contribuindo para
uma visdo mais integrada dos mecanismos envolvidos na patogénese e na recuperacao
intestinal.

As comunidades bacterianas variam consideravelmente conforme a localizagao ao
longo do trato gastrointestinal das aves. Entre os diferentes segmentos, o ceco se destaca por
apresentar maior abundancia e diversidade bacteriana. Por essa razdo, a maior parte das
informagodes detalhadas sobre a microbiota intestinal de frangos concentra-se nessa regiao
(OAKLEY et al., 2014; POURABEDIN; ZHAO, 2015; GONG et al., 2022).

Nesse contexto, a analise da composi¢ao taxondmica do contetido cecal por meio de
diagrama de Venn revelou um aumento gradual no niimero de taxons compartilhados entre os
tratamentos e o grupo controle, bem como entre as diferentes doses ao longo do tempo. Esse
achado indica que, apesar do desafio por Eimeria spp., a comunidade bacteriana tende a se
tornar mais homogénea entre os grupos a medida que o tempo avan¢a. Embora o niimero total
de ASVs tenha permanecido relativamente estavel entre os tratamentos, observou-se uma
reducdo temporaria de aproximadamente 10 taxons no grupo 10x aos 14 dpi, sugerindo que essa

dose pode promover alteragdes transitdrias na estrutura microbiana.
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De modo geral, a analise da composi¢ao cecal demonstrou que Firmicutes foi o filo
predominante em todos os tratamentos, seguido por Bacteroidota, Proteobacteria,
Verrucomicrobiota e Actinobacteriota. Esse padrdo estd de acordo com observagdes prévias em
frangos, reforgcando que Firmicutes constitui a base da microbiota cecal (POURABEDIN e
ZHAOQ, 2015; JESSEBA et al., 2022; GRAHAM et al., 2023). Entretanto, diferentemente do
relatado por JESSEBA et al. (2022), que avaliaram infeccdo isolada por E. maxima e
observaram predominancia de Proteobacteria aos 7 dpi, no presente estudo Firmicutes manteve-
se como filo dominante. Esse resultado sugere que o desafio por Eimeria spp. pode modular a
estrutura inicial da microbiota cecal de maneira distinta daquela observada em infecg¢des
isoladas. No grupo desafiado com 20x a dose, verificou-se uma redug¢do temporaria na
abundancia de Firmicutes aos 14 dpi, com retorno aos niveis médios aos 21 dpi. Essa variacao
indica que cargas parasitarias elevadas podem induzir um desequilibrio transitério na
microbiota cecal em fases mais tardias da infecc¢do, possivelmente em decorréncia das lesdes
na mucosa intestinal, que comprometem a digestao e favorecem o desenvolvimento da doenca
clinica (MADLALA et al., 2021).

Por outro lado, Bacteroidota nao foi detectado aos 7 dpi nos grupos desafiados,
apresentando maior abundéncia aos 14 dpi no grupo 20x. De acordo com FENG et al. (2023),
que avaliaram a microbiota intestinal ao longo do tempo, o filo Bacteroidota apresenta aumento
de abundancia por volta dos 14 dias de vida das aves. Além disso, alguns géneros pertencentes
a esse filo podem proliferar ao longo do tempo e associar-se a efeitos potencialmente
patogénicos na microbiota, impactando negativamente a eficiéncia alimentar, especialmente em
condig¢des de infecgdao (VIEIRA et al., 2020). A auséncia de Bacteroidota aos 7 dpi nos grupos
desafiados sugere que a fase aguda da infec¢do promoveu redugdo acentuada desse filo, o qual
estd frequentemente associado a degradacdo de polissacarideos complexos e a geracdo de
metabolitos fermentativos, incluindo AGCC, no ecossistema intestinal (THOMAS et al., 2011).
Dessa forma, sua ndo deteccao nesse periodo pode refletir uma alteracao abrupta do ambiente
intestinal, possivelmente decorrente de inflamagdo, modificagdo na disponibilidade de
substratos e instalacdo de disbiose intestinal (OAKLEY et al., 2014; KOGUT, 2019).

O filo Proteobacteria apresentou maior abundancia aos 7 dpi, com redu¢do progressiva
até os 21 dpi em todos os grupos experimentais. Esse filo inclui bactérias fermentativas
envolvidas na producdo de energia a partir de proteinas, mas também abrange ampla variedade
de microrganismos potencialmente patogénicos. Assim, a diminuicdo de sua abundancia
relativa ao longo do tempo pode indicar que, aos 21 dpi, os frangos apresentam um ambiente

intestinal mais estavel e saudavel (DAI et al.,, 2018; CHOI et al., 2023). Os ﬁl;);



Verrucomicrobiota e Actinobacteriota foram detectados apenas aos 14 e 21 dpi, sugerindo uma
colonizacdo mais tardia, possivelmente associada a maturacdo da microbiota cecal. A
abundancia de Verrucomicrobiota variou conforme a dose de desafio, indicando que tanto o
tempo quanto a intensidade da infecgao modulam sua presenca, o que pode estar relacionado a
mecanismos de reorganizacao e restauragdo do equilibrio microbiano. Por sua vez, o filo
Actinobacteriota manteve-se pouco representativo (<1%) ao longo do periodo experimental,
sugerindo participagdo quantitativamente limitada na composi¢cdo da microbiota de frangos.
Ainda assim, sua presenca nos periodos mais tardios pode refletir processos de adaptacao e
maior estabilidade da comunidade microbiana intestinal, indicando possivel papel funcional na
consolida¢dao do microbioma apds o desafio infeccioso.

Aos 7 dias pés-infecgdao (dpi), a andlise da abundancia dos taxons revelou que a
microbiota cecal foi predominantemente composta por Lachnospiraceae, Ruminococcus,
Escherichia_Shigella e Lactobacillus. Em contrapartida, géneros como Alistipes, Tuzzerella,
Gordonibacter e Subdoligranulum apresentaram baixa abundancia, indicando que a
comunidade microbiana ainda se encontrava em fase de maturagdo. A reduzida presenca de
Alistipes pode comprometer a produgao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e a conversao
de acidos biliares, impactando negativamente a digestao, bem como a modulacao da inflamagao
e do estresse oxidativo (LONG et al., 2024; LI et al., 2025). De forma semelhante, a menor
abundancia de Tuzzerella pode afetar a disponibilidade de glutamina, prejudicando a
integridade da mucosa intestinal, a manutengdo do pH e a sintese de mucina, o que
possivelmente contribui para maior ativacao da resposta inflamatoria intestinal (CHEN et al.,
2024; SELLE et al., 2024; CHAGNEAU et al., 2025). A diminui¢ao de Gordonibacter pode
indicar um ambiente intestinal mais oxidativo, associado a maior vulnerabilidade da mucosa
(KONG et al., 2022). Ja a baixa presenga de Subdoligranulum reforga o perfil de imaturidade
da microbiota, considerando seu papel protetor na satde intestinal de aves e mamiferos
(WESIERSKA et al., 2025). Esse conjunto de alteragdes pode estar relacionado a maior
susceptibilidade inicial ao desafio por Eimeria spp., bem como as respostas inflamatoérias
desencadeadas durante o periodo inicial da infeccio (GONG et al., 2019; XUE et al., 2025).

Ao longo do tempo, alguns taxons apresentaram variagdes importantes na abundancia
relativa. Eubacterium notatum aumentou progressivamente, atingindo seu pico aos 21 dpi.
Streptococcus, por sua vez, apresentou maior abundancia aos 14 dpi, com redugdo subsequente,
enquanto Shuttleworthia também demonstrou aumento gradual até os 21 dpi. Esses padrdes
indicam que a microbiota cecal encontra-se em constante adaptacdo, com sucessivas

substitui¢des e reorganizacdes de tdxons a medida que o ecossistema intestinal amadurece. Tal



dindmica pode modular interagdes metabolicas e imunologicas no hospedeiro, refletindo
processos de ajuste funcional da comunidade microbiana (MENG et al., 2025). A presenca
consistente de Lactobacillus em todos os tempos e tratamentos reforga seu papel estabilizador
da microbiota ¢ modulador do sistema imunoldgico das aves. Esse género € reconhecido por
estimular citocinas pro-inflamatdrias e por atuar na resposta ao desafio parasitario, contribuindo
para o equilibrio entre ativa¢do imune e manutenc¢ao da homeostase intestinal (KIM et al., 2015;
VIEIRA et al., 2020; JESSEBA et al., 2022).

Adicionalmente, deve-se considerar que, conforme as exigéncias nutricionais do
frango ao longo do desenvolvimento, houve altera¢do da dieta do sétimo para o oitavo dia de
vida. Essa mudanga foi caracterizada pelo aumento da energia metabolizdvel e reducdo da
proteina bruta, fator que, segundo a literatura, pode influenciar a composi¢ao da microbiota
intestinal (DE CESARE et al., 2019). Mathlouthi et al. (2022) observaram que a substitui¢ao
de dietas a base de milho por formulagdes com trigo ou cevada resulta em aumento da
abundancia de Lactobacillus, o que ndo foi verificado no presente estudo. Cabe destacar que,
neste experimento, o ingrediente utilizado para incremento energético foi o milho. Mesmo com
o aumento da energia metabolizdvel, o género Lactobacillus manteve elevada abundancia aos
7, 14 e 21 dpi, sugerindo estabilidade funcional frente as altera¢des dietéticas e ao desafio
parasitario. Em estudo que avaliou o incremento de 7% da proteina bruta da exigéncia de
alimentacdo do animal, verificou-se que o filo Proteobacteria foi influenciado tanto pela dieta
quanto pelo tempo (DE CESARE et al., 2019). De forma semelhante, os resultados aqui
apresentados demonstraram maior abundancia relativa de Proteobacteria no periodo com maior
disponibilidade de proteina bruta, seguida de redugdo progressiva ao longo do tempo,
refor¢cando a interacao entre fatores nutricionais e dindmica microbiana.

A andlise da abundancia relativa indicou auséncia de um efeito dose—resposta evidente
entre os grupos desafiados por Eimeria spp. Ambos os tratamentos apresentaram predominancia
de taxons fermentadores e associados a manutencdo da homeostase intestinal, como
Ruminococcus, Lachnospiraceae, Eubacterium e Clostridia, embora diferencgas sutis tenham
sido observadas entre as doses. O grupo 10x apresentou maior abundancia de Lactobacillus e
Alistipes, concomitantemente a menor representacdo de tdxons oportunistas, sugerindo um
perfil microbiano mais equilibrado e possivelmente maior resisténcia a infec¢ao, favorecendo
a recuperacdo das aves (JESSEBA et al., 2022). Em contrapartida, no grupo 20x, apesar da
predominancia de taxons fermentadores, observou-se reducdo de Alistipes e aumento de
Enterobacteriaceae, grupo frequentemente associado a maior risco de infec¢ao e inflamacao

tecidual (YIN et al., 2025; MESA-PINEDA et al., 2021). Além disso, a abundancia relativa %18



géneros como Shuttleworthia e Tuzzerella foi superior no tratamento 10x em comparagao ao
20x, indicando que a dose mais elevada pode ter intensificado o processo inflamatorio,
comprometendo a manuten¢do de géneros benéficos envolvidos na modulagcdo da resposta
imunologica e na integridade da fungao intestinal (TIAM et al., 2025). De forma geral,
diferentemente do esperado, a maior dose ndo resultou em disbiose proporcionalmente mais
acentuada da microbiota intestinal, demonstrando que o impacto do desafio por Eimeria spp.
ndo foi estritamente dose-dependente, mas provavelmente influenciado pela interacdo entre
intensidade do desafio, tempo pds-infecgdo e capacidade adaptativa da microbiota.

A andlise da alfa diversidade revelou alteragdes significativas na microbiota intestinal
ao longo do tempo em ambas as doses (10x e 20x), evidenciando uma reorganizag¢do gradual
da comunidade microbiana, conforme descrito por Gong et al. (2019). Em contraste, McDonald
et al. (2017), ao avaliarem frangos infectados por E. tenella com diferentes graus de lesdo na
mucosa intestinal, ndo observaram altera¢des na alfa diversidade, mesmo nos casos de lesoes
mais severas, resultado semelhante ao relatado em estudos com infec¢ao mista por Eimeria spp.
(MARTYNOVA-VAN KLEY etal., 2012). Essas divergéncias sugerem que a alfa diversidade
pode ser mais influenciada pelo tempo de avaliagdao do que pela carga parasitaria ou pela espécie
de Eimeria sp., estando possivelmente relacionada a capacidade de reorganizacio e adaptagao
da microbiota intestinal ao longo do desafio infeccioso. No entanto, aos 7 dpi, observou-se
aumento da alfa diversidade no grupo desafiado com 10x a dose, enquanto no grupo 20x a
diversidade apresentou valores inferiores em todos os indices analisados. Esse resultado pode
estar associado ao fato de que a maior dose de Eimeria spp. intensifica o processo inflamatorio,
reduzindo determinados taxons sensiveis a inflamagao, conforme discutido anteriormente.

Ao longo do tempo, também foi observada modulagao na composi¢ao da microbiota
cecal no grupo 10x, sendo que aos 21 dpi a estrutura microbiana apresentou dispersdo em
relacdo aos periodos de 7 e 14 dpi. Esse cendrio sugere que os periodos iniciais de vida do
frango constituem uma janela estratégica para a modulagdo da microbiota intestinal,
corroborando os achados de Gong et al. (2019), que destacam essa fase como particularmente
responsiva a intervengdes capazes de direcionar a microbiota. Adicionalmente, a fase inicial de
vida coincidiu com o pico de infec¢do por Eimeria spp., o que pode ter contribuido para maior
diferenciacdo entre os grupos experimentais. Aos 7 dpi, os grupos 10x e 20x apresentaram
dispersdo na composi¢ao microbiana entre si. Por outro lado, aos 21 dpi, apenas o grupo 10x
diferiu significativamente do controle. Segundo Stanley et al. (2014b), a presenca ou auséncia
de FEimeria sp. promove alteracdes mais pronunciadas na estrutura das comunidades

microbianas, conforme andlise pelo método UniFrac. Esses achados reforcam a hipotese de q1818



a dose de Eimeria spp. exerce maior impacto sobre a estrutura da comunidade microbiana nos
periodos iniciais de vida do frango, uma vez que aves jovens podem apresentar infecgdo mais
intensa devido as particularidades do desenvolvimento intestinal (KO et al., 2025).

De forma geral, as analises realizadas para compreender a abundancia, a composi¢ao
e a dinamica da microbiota cecal em frangos desafiados com diferentes doses de Eimeria spp.
ao longo do tempo fornecem subsidios importantes para a adocdo de estratégias mais

direcionadas, visando a melhoria da saude intestinal e do desempenho produtivo das aves.

5. CONCLUSAO

A microbiota cecal de frangos foi modulada principalmente pelo tempo pds-infeccao,
com aumento progressivo da riqueza, equidade e diversidade até¢ os 21 dias pods-infecgao,
refletindo o processo de maturagao da comunidade intestinal. As diferentes doses de Eimeria
spp. exerceram efeitos pontuais sobre o microbioma, sem evidenciar um padrdo claramente
dose-dependente. No entanto, a menor dose de oocistos vacinais esteve associada a menor
desequilibrio da microbiota, caracterizado por maior abundancia de taxons relacionados a
homeostase intestinal, como Lactobacillus e Alistipes, ¢ menor representacdo de grupos
oportunistas. Por outro lado, a dose mais elevada associou-se a reducdo de tdxons
potencialmente benéficos e ao aumento de grupos frequentemente vinculados a disbiose e a
inflamacdo intestinal, como FEnterobacteriaceae, indicando maior comprometimento da
estabilidade microbiana cecal. Esses resultados indicam que a modulagdo da microbiota
intestinal foi determinada principalmente pelo tempo pos-infec¢do, enquanto o efeito da dose
ocorreu de forma mais discreta, sem evidéncia de resposta proporcional sobre a estabilidade da

microbiota intestinal de frangos desafiados com Eimeria spp.
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7. CONCLUSAO GERAL

Diferentes doses de FEimeria spp. influenciam a expressao génica relacionada a
integridade intestinal e a resposta imune em frangos, determinando a intensidade da infec¢@o
e o processo de recuperacdo. Doses elevadas causam maior desregulacdo da barreira
intestinal e respostas imunes mais intensas, impactando negativamente a saude e o
desempenho produtivo das aves. Esses achados ressaltam a necessidade de estratégias
ajustadas de manejo e controle da coccidiose para proteger a satide intestinal e otimizar a
produtividade na avicultura.

A compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta ao desafio por
Eimeria permite o desenvolvimento de intervengdes mais eficazes, como vacinas e
protocolos de manejo, que possam minimizar os efeitos da infec¢do. Assim, o controle

eficiente da coccidiose contribui diretamente para a sustentabilidade e lucratividade da
86



avicultura, promovendo a saude e o bem-estar das aves.
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8. ANEXOS
8.1 Etapa de purificacdo dos amplicons

A purificacao dos produtos dos amplicons da PCR foi realizada utilizando beads
magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter), conforme protocolo do fabricante. Inicialmente, a
placa contendo os produtos da PCR foi centrifugada a 1.000g por 1 minuto a 20 °C para
concentrar o volume no fundo dos pogos. As beads AMPure XP foram previamente equilibradas
a temperatura ambiente e homogeneizadas em vortex por 30 segundos. Foram adicionados 20
pL de beads AMPure XP a cada pogo contendo 25 puL do produto de PCR, seguido de
homogeneizagao por pipetagem (10 vezes) ou agitacao a 1800 rpm por 2 minutos. As amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos para ligagdo do DNA as particulas
magnéticas. A placa foi posicionada em suporte magnético por 2 minutos, até completa
clarificacdo do sobrenadante, que foi entdo cuidadosamente removido e descartado.
Procederam-se duas lavagens consecutivas com 200 pL de etanol 80% recém-preparado,
mantendo a placa no suporte magnético, com incubagao de 30 segundos em cada lavagem. Apos
a segunda lavagem, o etanol residual foi removido e as beads foram mantidas em secagem ao
ar por 10 minutos. Em seguida, a placa foi removida do suporte magnético e adicionaram-se
52,5 uL de tampao Tris 10 mM (pH 8,5) para eluicio do DNA. Apo6s homogeneizagdo e
incubacado a temperatura ambiente por 2 minutos, a placa foi novamente posicionada no suporte
magnético por 2 minutos. Por fim, 50 pL do sobrenadante contendo o DNA purificado foram
transferidos para uma nova placa de PCR, sendo armazenados a —15 °C a —25 °C até a

realizagdo da etapa subsequente.
8.2 Etapa de purifica¢io do Index

A purificacao final da biblioteca, apés PCR do INDEX, foi realizada utilizando beads
magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter), com o objetivo de remover fragmentos
inespecificos, primers residuais e componentes da reacdo antes da etapa de quantificacao.
Inicialmente, a placa contendo os produtos da Index PCR foi centrifugada a 280 x g por 1
minuto a 20 °C para concentrar o volume no fundo dos pogos. As beads AMPure XP foram
previamente equilibradas a temperatura ambiente e homogeneizadas em vortex por 30
segundos. Foram adicionados 56 pL de beads AMPure XP a cada poco contendo o produto da

Index PCR, seguidos de homogeneizacao por pipetagem (10 vezes) ou agitagao a 1800 rpm p§§



2 minutos. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos para permitir a
ligagdo do DNA as particulas magnéticas. A placa foi posicionada em suporte magnético por 2
minutos, até completa clarificagdo do sobrenadante, que foi cuidadosamente removido e
descartado. Realizaram-se duas lavagens consecutivas com 200 pL de etanol 80% recém-
preparado, mantendo a placa no suporte magnético, com incubacao de 30 segundos em cada
lavagem. Apoés a segunda lavagem, o etanol residual foi removido cuidadosamente, e as beads
permaneceram em secagem ao ar por 10 minutos. Em seguida, a placa foi retirada do suporte
magnético e adicionaram-se 27,5 uL de tampao Tris 10 mM (pH 8,5) para eluicdo do DNA.
Apos homogeneizacao completa das beads e incubagdo a temperatura ambiente por 2 minutos,
a placa foi novamente posicionada no suporte magnético por 2 minutos. Por fim, 25 pL do
sobrenadante contendo a biblioteca purificada foram transferidos para uma nova placa de PCR,
sendo armazenados a —15 °C a —25 °C até a etapa de quantificagdo, normalizagdo e

agrupamento da biblioteca.

8.3 Tabela com o processamento de dados pelo programa DADA2 apés etapa de denoising

Tabela 1. Resumo do processamento de dados pelo DADA?2 ap6s denoising.

Leitur % Leitur % %
as Leitur Leituras as Leitura Leituras Leituras
de as passaram  apds  Leituras S nao- nao-
Amostr  entrad filtrad pelo denois mesclad mescla quiméri quiméric
a a as filtro ing as das cas as
84.2 23170
2C 276867 233164 2 233060 3 83.69 231581 83.64
84.4
3C 90553 76435 1 76379 76044  83.98 73807 81.51
84.2 13579
4C 162279 136660 1 136539 9 83.68 135666 83.6
84.1 25135
5C 301187 253382 3 253276 9 83.46 250963 83.32
84.4 48854
6C 581788 491464 7 491256 9 83.97 487137 83.73
7C 141663 119291 84.2 119206 11842  83.6 118355 83.55
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29655

1

23644

3
9159

78.99

83.23

79.99

83.68

83.18

69.09

83.07

77.96

82.34

83.5

83.62

244395

31739

49924

248076

243044

669

242666

216411

295072

232055

9134

73.13

82.8

79.99

83.56

81.91

66.5

82.48

75.61

81.93

81.95

83.39

Legenda: C (controle); 10x (10 x a dose vacinal); 20x (20 x a dose vacinal).
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