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RESUMO

Na avicultura, ha varios processos e etapas, de acordo com a finalidade de produgdo da ave e
também da sua idade ou fase no processo de produgdo. O pintinho de um dia ndo tem o sistema
imune totalmente formado e passa por varias situagdes estressantes que podem comprometer
ainda mais a imunidade desse animal. Trabalhos mostram o efeito da Libidibia ferrea sobre o
estresse oxidativo e o controle desses efeitos pode representar uma alternativa para fortalecer a
imunidade do pintinho na primeira semana, especialmente por meio da imunomodulacdo
intestinal. Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar um produto a base do extrato da
vagem da Libidibia ferrea sobre secre¢do das citocinas [L-10 e IL-4 no intestino que sdo
importantes citocinas imunomoduladoras. Pintinhos nos primeiros 3 dias de idade ingeriram o
produto e foram estressados ou ndo com estresse térmico e eutanasiados no sétimo dia de vida.
Os resultados mostraram que ndo houve diferenga nos niveis de IL4 nos grupos testados. Por
outro lado, houve aumento estatisticamente significativo da produg¢@o de IL-10 nos pintinhos que
receberam o produto a base de L. ferrea nos grupos que foram estressados e ndo estressados.
Além disso, o estudo foi capaz de demonstrar o efeito negativo do estresse sobre a produgio de
IL-10. Logo, esse trabalho mostra que o produto é ttil para minimizar os impactos negativos do

estresse e melhorar a imunidade intestinal das aves.

Palavras-chave: pintinhos de um dia; nutri¢do avicola; Libidibia ferrea; il4; i110.



ABSTRACT

In poultry farming, there are several processes and stages, depending on the purpose of
producing the bird and also its age or stage in the production process. The one-day-old chick
does not have a fully formed immune system and goes through several stressful situations that
can further compromise the immunity of this animal. Studies show the effect of Libidibia
ferrea on oxidative stress and the control of these effects may represent an alternative to
strengthen the immunity of the chick in the first week, especially through intestinal
immunomodulation. Thus, this study aimed to evaluate a product based on the extract of the
pod of Libidibia ferrea on the secretion of the cytokines IL-10 and IL-4 in the intestine, which
are important immunomodulatory cytokines. Chicks in the first 3 days of age ingested the
product and were stressed or not with heat stress and euthanized on the seventh day of life.
The results showed that there was no difference in the levels of IL4 in the groups tested. On
the other hand, there was a statistically significant increase in IL-10 production in chicks that
received the product based on L. ferrea in both the stressed and non-stressed groups. In
addition, the study was able to demonstrate the negative effect of stress on IL-10 production.
Therefore, this work shows that the product is useful for minimizing the negative impacts of

stress and improving the intestinal immunity of birds.

Keywords: day one chick; poultry nutrition; Libidibia ferrea; 1L4; IL10.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil é o maior exportador de carne de frango do mundo e segundo
maior em producdo (ABPA, 2024). O pais produziu pelo menos 5.294 milhdes de toneladas de
carne de frango no ano de 2024 (ABPA, 2024). Nesse contexto, nota-se que a avicultura é
muito importante para a economia do pais, por isso, deve haver esfor¢cos para que o setor se
mantenha forte e para que se melhore os processos de producdo. Uma forma de se fazer isso ¢
através da alimentagdo.

Para que o pais se mantenha em destaque no setor, ¢ necessario que haja o
desenvolvimento de novas tecnologias que ajudem a aumentar a produ¢do, e a melhorar a
saude das aves a0 mesmo tempo em que garantem bem-estar animal (Alexandrino et al.,
2020). Dentre as novas tendéncias de mercado se destaca a producdo de suplementos
alimentares. Esses produtos tém a capacidade de melhorar a qualidade da microbiota
intestinal, a defesa contra o estresse oxidativo, melhorar imunidade e, dessa forma, aumentar a
resisténcia das aves a situa¢des desafiadoras (Lemos et al., 2016; Alexandrino et al., 2020).

Nos seus primeiros dias de vida, os pintinhos passam por inimeros processos até a
chegada a granja, como, por exemplo, o transporte, que pode resultar em estresse oxidativo
(Jacobs et al., 2017) e ocasionar o aumento de substancias pro-inflamatdrias. Considerando
que as aves nesse periodo ainda ndo tém o sistema imune completamente desenvolvido, ha
dificuldade na resposta intestinal de imunomodulagdo, prejudicando o estabelecimento de
uma microbiota saudéavel (de Castro Tavernari et al., 2009).

Na resposta imune em aves, além de células de defesa, citocinas estdo envolvidas,
entre elas as interleucinas quatro (IL-4) e dez (IL-10). Considerando que as aves geralmente
enfrentam situa¢des de estresse nos primeiros dias, ha recrutamento de células da resposta
imune inata e adaptativa (linfécitos T e B) em tentativa de combater o dano pela inflamagao
ocasionada pelas adversidades mencionadas, porém, o estresse pode levar ao
comprometimento da resposta imune inata, principalmente, mas células especificas ainda
estardo presentes, sendo possivel que o produto estimule essas células a produzir IL-10. A
diminui¢do de células da resposta inata pode predispor o animal a outras complicagdes e
consequentemente aumentar a permeabilidade gastrointestinal e predisposi¢ao a infecgdes.

Havendo presenca de linfocitos Th2, ha também producdo de IL-4 e IL-10. Essas
citocinas atuam no processo inflamatério ao inibir a produgdo de outras citocinas
inflamatoérias, mantendo a inflamagdo sob controle ¢ evitando mais danos aos tecidos. A
imunomodulagdo ¢ muito importante para o intestino das aves porque a etiologia das doengas
estd altamente associada a resposta imune inadequada visto que o intestino € sensivel a

respostas imune continuas podendo levar a atrofia das vilosidades intestinais e hiperplasia dos



enterocitos das criptas de Lieberkuhn (Davison et al., 2008; Strober et al., 2002)

Dentre os aditivos, extratos de plantas podem ser uma boa alternativa para estimular a
produgdo de moléculas mediadoras da inflamagdo (Vieira et al., 2024). A planta Libidibia
ferrea tem se mostrado como substrato promissor, pois possui efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes (Almeida et al., 2021; de Menezes, 2022).

Este trabalho tem como objetivo analisar o efeito imunomodulatério de um produto a
base de extrato de L. ferrea pela avaliagdo dos niveis de IL-4 e [L-10 em pintinhos submetidos

ou ndo a estresse e tratados com o extrato.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento inicial do intestino

Sabe-se que varios fatores podem influenciar o desenvolvimento das aves, como por
exemplo: a idade da matriz, genética, peso do ovo, sistema de criagdo, vacinagdo, alimentagdo e
acesso a agua nas primeiras horas de vida, transporte, estresse térmico, entre outros (Furlan et al.,
2001). Sendo assim, a qualidade dos pintinhos pode ser determinada quantitativa e
qualitativamente e, por meio desses resultados, € possivel estimar o desempenho de frangos de
corte (Decuypere e Bruggeman, 2007). Além disso, estudos de Willemsen et al. (2008) mostram
que a melhor idade para se prever o peso final do abate é aos 7 dias de vida.

Nos primeiros momentos de vida, o arragcoamento ajuda no desenvolvimento do trato
gastrointestinal das aves, aumentando o peso e melhorando as fungdes fisioldgicas (Pakiding et
al., 2020). Nesse sentido, os estudos dos pesquisadores Maiorka et al. (2000) e Agostinho et al.
(2012) compararam a velocidade de absor¢ao do saco vitelino entre aves com acesso a comida e
em jejum e mostraram que houve aumento da absor¢ao do vitelo nas primeiras 48 horas naqueles
que foram alimentados e que eram provenientes de matrizes com 30 ou 33 semanas.

O desenvolvimento e aumento do peso intestinal implica em maior producdo de enzimas
para a digestdo e consequente melhora na absor¢do de nutrientes da dieta, que poderdo ser
usados na formagdo inicial dos 6rgdos, inclusive da musculatura (Cuervo et al., 2002; Noy et al.,
2001). Além disso, nos primeiros dias apos a eclosdo ha a colonizagdo do trato gastrointestinal
(TGI) por microrganismos aerdbicos e anaerdbios (Tavernari et al., 2020), que deve ocorrer de
forma a manter equilibrio da microbiota intestinal. Portanto, nessa fase pode surgir um dos
primeiros desafios para o sistema imune, que durante os primeiros dias de vida ainda esta

imaturo (Vieira, 2004).

2.2 Libidibia ferrea

A planta conhecida popularmente pelos nomes jucé, pau de jucéd ou pau de ferro, possui o
nome cientifico de Libidibia ferrea (Figura 1) e pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinioideae e ¢ uma espécie nativa e endémica do Brasil (Santos Rodrigues et al.). Juca é
uma arvore e € tida como planta com propriedades medicinais pelo conhecimento popular,
geralmente consumida em forma de ché e a popularmente chamada “garrafada”, uma preparagéo
alcodlica, a partir das folhas e sementes da planta (Rodrigues, 2020). Dessa forma, varios
estudos cientificos foram inspirados a investigar as propriedades da Libidibia ferrea procurando

utiliza-la formalmente na medicina (Martins et al.,2005).



O extrato do fruto (vagem) da Libidibia ferrea apresenta mais atividade antioxidante e
prevaléncia de compostos fendlicos totais em comparagdo com as outras partes da planta (folha e
caule), sendo esta uma das partes mais utilizadas em pesquisas, porém sabe-se que todas as suas
partes possuem propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes (Almeida, et al., 2021; de
Menezes, 2022). O fruto dessa arvore é encontrado em todas as épocas do ano, mas a frutifica¢do
ocorre mais significativamente nos meses de marco, junho, setembro e outubro em todo territorio

nacional, além de ter relagdo direta com a precipitacdo pluviométrica (Ramires et al., 2019).

Figura 1: Imagens de Libidibia ferrea. A. Arvore de Libidibia ferrea. B. Detalhes do tronco. C. Detalhes
da folha. D. Detalhes das flores. E. Inflorescéncia e frutos. F. Detalhes dos frutos e sementes.

Fonte: Costa (2015)

Figura 2: Constituintes fitoquimicos isolados da Libidibia ferrea.
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Ademais, todas as partes da planta Libidibia ferrea mostradas na figura 1 possuem
compostos fitoquimicos de interesse farmacoldgico, como flavonoides, compostos fendlicos,
taninos e cumarinas, sendo que a partir da analise do extrato bruto da folha foram encontrados
alcaloides, flavonoides, derivados cindmicos, terpenos e taninos (Luna et al., 2020; Almeida, et
al., 2021; de Menezes, 2021). A casca da arvore apresenta o composto pauferrol A, que possui
atividade indutora de apoptose, varios compostos com atividades biologicas, e ndo induz
atividade mutagénica (Nozaki et al., 2007; Wyrepkowski et al., 2014) .A partir do extrato dos
frutos foi encontrado principalmente os compostos: acido linoleico, palmitico, elaidico,
gama-sitosterol, estedrico e lupenona. Esses acidos também sdo classificados como acidos graxos
saturados, insaturados e terpenoides (Dias et al., 2013).

Os flavonoides sdo capazes de agir como antioxidantes, inativando radicais livres em
ambos os compartimentos celulares, hidrofilico e lipofilico (Bianchi et al., 1999). Moreira &
Mancini Filho (2003) sugerem que a atividade antioxidante de compostos fenolicos presentes em

especiarias (canela, erva doce e mostarda) difere entre sistemas aquoso e lipidico.

2.3 Estresse oxidativo



O organismo dos animais utiliza o oxigénio para reagdes que, como consequéncia natural,
geram radicais livres (RL) ou espécies reativas de oxigénio (EROS) (Barbosa et al., 2010;
Vellosa et al., 2021; Sies, 1985). Os RL e os EROS sdo moléculas instaveis, e para conseguirem
a sua estabilidade, elas reagem com moléculas organicas como lipidios e proteinas oxidando-as,
causando dano aos tecidos (Barbosa et al., 2010; Vellosa et al., 2021; Sousa et al., 2022).
Fisiologicamente, o organismo possui mecanismos antioxidantes, enzimaticos ou ndo, para
manter a homeostase. O sistema antioxidante enzimatico inclui a superoxido dismutase, catalase
e glutationa peroxidase, enquanto o sistema ndo enzimatico é feito por compostos como
vitaminas, minerais e compostos fenolicos e flavonoides (Barbosa et al., 2010).

Embora as células possam responder até certo nivel de RL e EROS, h4 situagdes que
podem gerar uma producdo exacerbada desses elementos, como, por exemplo, intensa ativagdo
de fagoécitos, problemas no metabolismo do oxigénio, diminui¢do dos processos antioxidantes
por fatores exdgenos como luz UV e polui¢do (Filippin et al., 2008). Quando ha inflamagdo ou
ativagdo do sistema imune, por exemplo por doengas ou estresse, também ocorre uma producio
de RL e EROS acima do limite que o sistema antioxidante consegue combater, gerando lesdes
em tecidos (Harrison et al., 2011; Harrison et al., 2012).

O estresse ¢, independente da fonte, um fator que leva a ativagdo do eixo
hipotadlamo-hipéfise-adrenal, que estd associado ao aumento da produgdo de cortisol,
corticosterona e adrenocorticotropina, podendo afetar a imunidade inata das aves submetidas a
fontes de estresse (Siegel, 1960). O pintinho passa por varios fatores estressantes desde a ecloséo
como, por exemplo, a espera do saque, manejos como debicagem, sexagem, vacinagdo e espera
no carregamento (Van Poucke et al., 2023). O estresse térmico € um exemplo que pode ocorrer
com pintinhos e ¢ capaz de causar ativagdo do sistema mencionado acima, fazendo com que seja
necessario um gasto energético para manutengdo da homeostase, além de diminuir o consumo de
racdo, ocasionar imunossupressdo da resposta imune inata e desequilibrar a microbiota intestinal

(May et al., 1986; Lan et al., 2004; Sansonetti, 2004; Sohail et al., 2010, Sohail et al., 2011).

2.41L-4elIL-10

O intestino das galinhas (Gallus gallus) ¢ um complexo microambiente imunoldgico onde
a homeostase ¢ mantida por um delicado equilibrio entre respostas pro-inflamatorias e
anti-inflamatorias. As interleucinas IL-4 e IL-10 emergem como citocinas cruciais na
orquestragdo dessa regulagdo (Arendt et al., 2019; Rothwell et al., 2004). A IL-4, classicamente
associada a imunidade de células T helper tipo 2 (Th2), e a IL-10, reconhecida por suas
propriedades imunomoduladoras, desempenham varios papeis na modula¢do da resposta imune

intestinal em aves (Arendt et al., 2019).

A elevagdo aguda dos niveis de corticosterona estimula a fung¢do do eixo



hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), promovendo a redistribui¢do de leucocitos e intensificando
a imunidade mediada por células, o que pode ser benéfico em situagdes de estresse de curta
durag¢do (Dhabhar e McEwen, 1997; Martin et al., 2005). Além disso, a corticosterona diminui a
resposta inata e modula a resposta imune adaptativa, promovendo um deslocamento do perfil
Th1 para Th2, caracterizado pela supressdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-12 e [FN-y, e
pela inducdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4 e IL-10 (Wigley e Kaiser, 2003). Esse
deslocamento pode ser benéfico para prevenir respostas inflamatorias excessivas, mas também
pode comprometer a capacidade do organismo de combater patégenos intracelulares. Por outro
lado, a elevacdo cronica dos niveis de corticosterona exerce efeitos imunossupressores, inibindo
a proliferacdo de linfocitos e suprimindo respostas imunes, o que pode aumentar a

suscetibilidade a infec¢des (Dhabhar e McEwen, 1997; Mashaly et al., 1998).

A IL-4 também possui efeitos anti-inflamatorios, reduzindo os efeitos das IL-1, TNF-a,

IL-6 e IL-8, e, além disso, inibe a produg¢io de radicais livres (De oliveira, et al. 2011).

Estudos demonstram que a IL-4 em galinhas pode induzir a ativacdo alternativa de
macrdéfagos, promovendo a expressdo de marcadores associados ao fendtipo M2, como a
arginase e o receptor de manose tipo C (MRCI1L-A), enquanto suprime a producdo de 6xido
nitrico e a expressdo de iNOS, caracteristicas do fendtipo M1 (Chaudhari et al., 2018). Esse
mecanismo sugere que a IL-4 contribui para a modulagdo da resposta inflamatoria e para a

promogdo de uma resposta imune humoral eficiente em aves (Chaudhari et al., 2018).

Além disso, a IL-4 é capaz de direcionar a diferenciagdo de células T auxiliares naive em
efetoras Th2-like, que secretam citocinas como IL-4 e IL-5, essenciais para a resposta imune

contra parasitas extracelulares e para a regulacdo de reagdes alérgicas (Swain et al., 1950)

Em galinhas, a IL-4 também desempenha um papel na imunidade intestinal. Estudos
demonstraram um aumento na expressdo de IL-4 na mucosa intestinal durante infec¢des por
parasitas como Eimeria spp., sugerindo seu envolvimento na resposta imune local para a
eliminacdo do parasita (Dalloul et al., 2005). A IL-4 pode promover a diferencia¢do de células
Th2 no intestino aviario, que por sua vez secretam outras citocinas como IL-5 e IL-13,
contribuindo para a resposta humoral e a producdo de IgA, importante para a imunidade de

barreira (Kaiser, 2010).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que inibe a liberagdo de citocinas préd
inflamatérias (como TNF-a e IFN-y) e diminui a liberacdo de radicais livres (Ouyang et al.,
2011; Pezzilli et al., 1997), portanto, tem papel central na manutencdo da homeostase. Ela ¢
produzida pelas células T (Tregs), por macréfagos e por células dendriticas (Ouyang et al.,
2011). Ha relatos de que a IL-10 conseguiu regular negativamente as moléculas EROS e o 6xido

nitrico (NO), além de atuar como sinal negativo sobre a expressdo no priming induzido por



citocinas pré-inflamatorias da explosdo oxidativa (Gougerot-podicalo et al., 1996). A presenca
desta citocina também € observada com o uso de glicocorticoides como dexametasona, que
atuam inibindo a gera¢do de EROS e aumentando as concentra¢des de IL.-10 (Dandona et al.,

1999).

Além disso, trabalhos recentes fornecem evidéncias de que a IL-10 protege a fungdo
endotelial quando ha estimulos inflamatérios ao limitar o aumento local do anion superdxido

(Gunnett et al., 2000).



3. METODOLOGIA

A primeira parte da pesquisa foi realizada no Laboratorio de Pesquisa Animal do
Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a segunda parte
no Laboratorio de Doengas Infectocontagiosas (LADOC) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU).

3.1 Extracio e preparacio do produto

A preparagdo se deu pela obtencdo do extrato bruto de Libidibia ferrea (ELF) a partir de
suas vagens, seguindo a metodologia descrita em (de Macedo et al., 2024). Para isso, as vagens
passaram por moinho de duas facas até atingir 20 mm de granulometria. Depois disso, a mistura
foi submetida a maceragdo exaustiva por sete dias em solugdo contendo 70% de etanol e 30% de
agua para extrato bruto e em solucdo de etanol PA 100% da marca Synth, do Brasil, com 30% de

agua destilada para obteng¢do do extrato hidroalcoolico.

A extracdo do extrato bruto de Libidibia ferrea ocorreu em até 72 h entre procedimentos
consecutivos até a exaustdo completa do material vegetal. Para obtencdo do extrato, a solugdo
extrativa passou por destilagdo do solvente em evaporador rotativo de pressdo (802, Fitsom
Equipamentos Cientificos) sob pressdo reduzida a 78°C e 35 rpm. Apds o processo de
evaporador rotativo, a solugdo foi colocada em uma placa de aquecimento para secagem

completa.

3.2 Tratamentos

Um total de 480 pintinhos de corte machos de um dia de idade da linhagem Cobb de
matrizes de 26 semanas oriundas de Sdo Sebastido do Oeste, Minas Gerais foram usados neste
estudo. Os pintinhos de um dia foram vacinados no incubatério contra as doencas de Marek e
Gumboro. Os grupos foram divididos em: o grupo T1 se tratou de um controle negativo onde as
aves ndo foram estressadas nem tratadas com o produto de Libidibia ferrea; o grupo T2 nio foi
estressado, porém foi tratado com o produto; o grupo T3 foi estressado e ndo tratado com o

produto; e por fim, o grupo T4 foi estressado e tratado com o produto.

Os pintinhos foram transportados por 160 km, totalizando 3 horas de viagem. No centro
de pesquisa, eles foram alojados em 32 baias (2,0 x 1 m) com 15 aves por baia, que tinham um
sistema de cama com bebedouros tipo nipple, e comedouros tubulares. O experimento seguiu um
delineamento totalmente casualizado com quatro tratamentos e oito repeti¢des e, em cada
repeti¢do, 15 aves. A dieta, que foi baseada em milho e farelo de soja, foi formulada de acordo

com Bertechini (2021) para a fase pré-inicial.



Os pintinhos tratados receberam o produto (62.5,g/mL) durante os trés primeiros dias,
sendo 100 uL por via oral e os controles negativos receberam dgua na mesma via € na mesma
quantidade. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética no Uso de Animais (CEUA),
(80/2023/CEUA/PROPP/REITO).

Todos os grupos passaram pela etapa do transporte, potencialmente estressante, ja que
essa ¢ a realidade na maioria dos sistemas de produgdo avicola, onde precisam receber pintinhos

do incubatdrio e eles precisam ser transportados assim que nascem.

Como forma de reduzir o estresse térmico em dois dos tratamentos, foi preciso cobrir o
aviario com uma lona, de forma a reduzir as flutuagdes de temperatura. Depois disso, foi
dividido em duas sessdes: uma a 32°C para os grupos T1 e T2 e a outra a 29°C para os grupos
T3 e T4. Para isso foi utilizado um sistema automatizado de controle de temperatura. Além do
estresse térmico, os grupos T3 e T4 foram privados de dgua por 6 horas, enquanto os grupos T1 e
T2 receberam agua normalmente e permaneceram em temperatura adequada. Além disso, no
momento em que chegaram ao local de pesquisa, foram administrados 100 pL do produto para
os grupos T2 e T4, enquanto os grupos T1 e T3 receberam 100 pL de 4gua. Esse tratamento foi

feito por trés dias consecutivos.

Aos sete (7) dias de idade uma ave por baia foi eutanasiada e seus intestinos coletados
para avaliagdo dos niveis de IL-10 e IL-4. O material foi levado ao laboratério em nitrogénio

liquido e conservado a temperatura de -80 °C até o processamento.
3.3 Preparacao das amostras de intestino

Durante todo o processo de extragdo atentou-se para a preservagdo de temperatura,

realizando-se os procedimentos em caixas de isopor com gelo ou nitrogénio.

Primeiramente, as amostras foram retiradas do ultrafreezer e descongeladas em gelo,
sendo em seguida pesadas em uma balanga analitica. As amostras foram maceradas e diluidas a

uma proporg¢do de 1:10 solugdo salina tamponada com fosfato (PBS).

Apods completa maceragdo, as amostras foram centrifugadas a 11.000 Xg por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi entdo filtrado em filtros de 22mm com seringa e apoio de uma seringa

de 3mL.

3.4 Pesquisa de IL-4 e IL-10

Para pesquisa das interleucinas 4 (IL-4) e 10 (IL-10) foram utilizados kits comerciais
especificos para cada uma. Para pesquisa de IL-4 foi usado o chicken Interleukin 4 (IL4)

ELISA Kit, da marca MyBioSource, que ¢ um teste quantitativo sandwich (MBS2020672). E



para a pesquisa de IL-10 foi usado o “Chicken IL-10 ELISA Kit” da marca Invitrogen, sendo
também do tipo sandwich (ECH3RB). Sendo assim, foi utilizado o protocolo descrito pelo
fabricante de cada um.

O teste fornece uma microplaca com pogos revestidos com um anticorpo especifico
para IL-4. Um padrdo interno ¢ enviado com as concentrag¢des de IL-4 conhecidas para plotar
a curva padrdo. Em seguida, as amostras sdo adicionadas nos pocos, e entdo € adicionada
avidina conjugada a peroxidase de raiz forte (HRP). Posteriormente, a placa ¢ incubada. Apos
a adi¢do do substrato TMB, apenas os po¢os com as amostras que possuem IL-4 mudam de
cor. Posteriormente, a reagdo enzima-substrato é interrompida pela adi¢do de acido sulfurico e
a alteragdo de cor ¢ medida espectrofotometricamente no comprimento de onda de 450 nm. A
concentragdo das amostras € determinada pela equagdo resultante da interpolagdo da
densidade optica das amostras com a curva padrdo. Da mesma forma, o kit para IL-10 também
¢ um teste Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) feito para detectar e quantificar a

interleucina 10 de frangos e os passos do teste s@o similares ao descrito anteriormente para a

IL-4.

3.5. Analise estatistica

A partir da leitura dos valores de absorbancia das microplacas dos kits comerciais foi
estimada uma curva padrdo de acordo com os pogos controle do teste. Dessa forma, uma curva
de linearidade com R? > 0,95 foi aceita. O padrdo da placa continha valores conhecidos de
concentracdo de IL-4 e IL-10 e foi lido juntamente com os tratamentos para que se pudesse
estimar suas concentragdes utilizando a interpolagdo de dados com aproximante de Pade (1,1)
(Graph Pad Prism 9.1). A concentragdo final foi expressa em fun¢do do peso do intestino
(pg/ug). Para a andlise estatistica, foi utilizada uma analise fatorial 2 x 2 por meio de analise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparacdo de
médias (p < 0,05). Além disso, como parte da anélise de contrastes ortogonais, foram realizados
testes de diferenca entre médias entre T1 e T2, e entre T3 e T4, a fim de avaliar o efeito do gel

em aves estressadas e ndo estressadas.



4. RESULTADOS

Nao houve diferenca nos niveis de IL-4 entre os grupos (Figura 3).
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Figura 3: Concentra¢do média (pg/g) de IL4 encontrada nas amostras de intestino de pintinhos de sete
dias baseado na curva padrdo. T1: grupo de controle negativo, ndo houve estresse nem tratadas com o produto.
T2: Grupo que néo foi estressado e que foi tratado com o produto. T3: Grupo que foi estressado e ndo foi tratado
com o produto. T4: Grupo que foi estressado e tratado com o produto. Foi usada como andlise estatistica a
analise de variancia (ANOVA) e o teste t de Tukey.. Ndo houve diferencga estatistica entre os grupos tratados e
ndo tratados (p<0,05)

Nao foi possivel avaliar a concentragdo de IL-10, pois, nos grupos tratados com L. ferrea, os
valores ultrapassaram o limite superior de detec¢do do kit de ELISA. Assim, realizamos a analise
relativa com base nos valores de absorbancia. A analise pelo teste two-way ANOVA indicou que
os niveis relativos de IL-10 foram maiores no grupo tratado com L. ferrea e ndo submetido ao
estresse (T2), em comparagdo ao grupo estressado e ndo tratado com L. ferrea (T3) (Figura 4A).
Como esse resultado isolado fornece informagao limitada, realizamos um teste ortogonal para
comparar as médias dos grupos submetidos ou ndo ao estresse, com o objetivo de avaliar o efeito
da planta. Entre os animais néo estressados, ndo houve diferenga significativa nos niveis
relativos de IL-10. No entanto, sob condicdo de estresse, o grupo T4 (tratado com L. ferrea)
apresentou niveis relativos de IL-10 significativamente maiores em comparagdo ao grupo T3

(sem tratamento).
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Figura 4: Média da absorbancia em relagdo a IL 10 encontrada em amostras de intestino de pintinhos
de 7 dias pela avaliagdo da two way ANOVA (A) e pelo teste das diferengas de média entre grupos nédo
estressados (B) e grupos estressados (C). T1: grupo de controle negativo, ndo houve estresse nem tratadas com o
produto. T2: Grupo que ndo foi estressado e que foi tratado com o produto. T3: Grupo que foi estressado e néo
foi tratado com o produto. T4: Grupo que foi estressado e tratado com o produto. Foi usada como analise
estatistica a analise de varidncia (ANOVA) e o teste t de Tukey.. O asterisco (¥) representa que houve diferenga

estatistica (p>0,05)



5. DISCUSSAO

A aplicacdo do produto de Libidibia ferrea ndo alterou significativamente os niveis de
IL-4 no intestino dos pintinhos, com ou sem estresse, mas mostrou diferenga significativa nos
niveis de IL-10 entre os dois grupos que receberam o tratamento, estressados e tratados e nio

estressados e tratados, com o ultimo apresentando niveis mais baixos.

Em aves, a IL-4 desempenha fun¢des imunomodulatérias importantes, influenciando a

resposta a patdgenos e a manutengdo da homeostase intestinal (Kaiser, 2010).

A utilizagdo de produtos contendo extratos de L. ferrea tem sido explorada em diferentes
contextos devido ao seu potencial terapéutico, no entanto, os resultados aqui apresentados
indicam que, para a IL-4 intestinal em pintinhos jovens, a aplica¢do do produto de L. ferrea,
tanto em condi¢des normais quanto sob estresse, ndo promoveu uma alteragio estatisticamente
relevante. E importante considerar que os efeitos de substincias naturais como os extratos de L.
ferrea podem ser dependentes da concentracdo, da forma de aplicacdo, do tempo de exposicao e

da especificidade do tecido e da resposta imunoldgica avaliada (Alves et al., 2018).

Um estudo recente Chagas Neto (2022) investigou o efeito do extrato de Libidibia ferrea
na resposta inflamatéria em modelos animais, observando modulagdes em outras citocinas
pro-inflamatdrias, mas sem um efeito significativo consistente sobre a IL-4. Sendo assim, os
resultados obtidos neste trabalho podem indicar que o produto ndo tem atuacdo direta na
regulacdo dessa citocina em intestino de pintinhos jovens, ou que seus efeitos
imunomodulatérios se manifestam através de outras vias ou em diferentes momentos do

desenvolvimento.

O resultado apresentado também pode ser explicado pelo momento da avaliagdo (sete
dias de idade), onde o sistema imune dos pintinhos ainda estd em desenvolvimento e as respostas
a estimulos podem ser diferentes de aves mais maduras (Berghman et al., 2005). Futuras
investigagdes poderiam avaliar a dindmica da IL-4 em diferentes momentos apds o inicio da
situagdo estressante e do tratamento, bem como analisar outras citocinas e marcadores
imunoldgicos para obter uma compreensdo mais completa do impacto dessa intervengdo no
sistema imune intestinal de aves jovens. Além disso, seria interessante investigar a concentragio
ideal do extrato e a via de administragdo mais eficaz para modular a resposta imune em aves.
Outra linha de raciocinio pode ser a influéncia do estresse cronico na imunossupressio e

diminui¢@o dos linfoécitos (Dhabhar e McEwen, 1997; Mashaly et al., 1998).

A IL-10 ¢ uma citocina imunossupressora crucial na manutencdo da homeostase



intestinal, exercendo efeitos anti-inflamatérios ao inibir a producdo de citocinas
proé-inflamatoérias, suprimir a ativagdo de células T efetoras e macréfagos, e promover a
diferenciagdo de células T reguladoras (Tregs) (Ouyang et al., 2011). No intestino de aves, a
IL-10 desempenha um papel fundamental na prevencdo de respostas inflamatérias exacerbadas a

antigenos luminais, como a microbiota comensal e antigenos dietéticos (Brisbin et al., 2006).

Os resultados apresentados na Figura 4 demonstram uma diferenga significativa nos
niveis de IL-10 entre o grupo ndo estressado e tratado com o produto de Libidibia ferrea (T2) e o
grupo estressado ndo tratado (T3). Esse achado sugere que o produto pode ter um efeito
modulador positivo na producdo de IL-10 no intestino de pintinhos em condigdes estressantes e
ndo estressantes. A Libidibia ferrea, como mencionado anteriormente, possui propriedades
anti-inflamatorias devido a presenga de diversos compostos bioativos (Oliveira et al., 2011). A
observacdo de um aumento na IL-10 pode ser um dos mecanismos pelos quais o produto exerce

seus efeitos benéficos, contribuindo para um ambiente intestinal mais tolerante.

Por outro lado, o grupo estressado e ndo tratado com o produto de LF (T3) apresentou os
niveis mais baixos de IL-10, indicando que o estresse pode ter um impacto negativo na producio
dessa citocina anti-inflamatoria. O estresse em aves € conhecido por ativar o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), levando a liberag¢do de corticosteroides que podem modular
a resposta imune, frequentemente suprimindo a produgdo de células da resposta imune inata, o
que pode impactar em menor grau a resposta adaptativa (Gross & Siegel, 1983). Assim, mesmo
com diminuicdo da quantidade de leucdcitos, aqueles presentes ainda podem ser super
estimulados pelo aumento de antigenos especificos como em caso de disbiose e dano celular.
Dessa forma, o produto pode agir nessas células de forma a proporcionar uma imunomodulagéo

necessaria para minimizar os danos ao trato gastrointestinal (Lian et al., 2020).

O tratamento com o produto de L. ferrea no grupo estressado (T4) atenuou o efeito
negativo do estresse sobre a IL-10, aumentando sua concentra¢do. Os pintinhos sofrem nas
primeiras horas varias condigdes estressantes como a eclosdo, espera, saque, vacinagdes,
sexagem, debicagem e transporte, dessa forma, o produto se mostra essencial por seu poder
imunomodulador dessa citocina. Assim, o resultado assegura que had uma diferenca estatistica

entre os dois grupos T3 e T4.

Esse resultado sugere que o produto pode ter um potencial imunomodulador pela

produgdo de IL-10, o que pode ser relevante para a manutengdo da satde intestinal.

Estudos recentes tém investigado o potencial de produtos naturais na modulagdo da
resposta imune intestinal em aves. Por exemplo, Silva et al. (2024) demonstraram que a
suplementag@o com determinados fitoterapicos (que ndo a L. ferrea) pode influenciar a produgéo

de citocinas intestinais, incluindo a IL-10, em resposta a desafios ambientais. No contexto



especifico da Libidibia ferrea, embora a literatura sobre seus efeitos na imunidade intestinal
aviaria seja limitada, estudos em outros modelos animais sugerem um potencial anti-inflamatério

mediado, em parte, pelo aumento de citocinas regulatorias (Sousa et al., 2022).

A diferencga significativa observada entre o grupo ndo estressado tratado com LF (T2) e o
grupo estressado ndo tratado com LF (T3) reforca a hipdtese de que o LF pode estimular a
produgdo de IL-10 em condigdes basais, enquanto o estresse pode inibir significativamente essa

produgio.



6.0. CONCLUSAO

Os resultados desta analise sugerem que o produto a base de L. ferrea pode ter um efeito
positivo na modulagdo da produgdo de IL-10 no intestino de pintinhos estressados e ndo

estressados, enquanto o estresse parece exercer um efeito supressor sobre essa citocina.
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