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RESUMO

Giovana Camargo de Souza. Comparacdo dos graus de desafio de Eimeria com alteragéo da

permeabilidade gastrointestinal e morfologia intestinal de frangos de corte

O estudo teve como objetivo, observar como os desafios graduais de Eimeria afetaram a
permeabilidade gastrointestinal, a morfologia intestinal e os escores de lesGes intestinais em
frangos de corte. Este estudo incluiu quatro grupos de dez frangos, cada um com uma dose de
tratamento de Eimeria distinta, como desafio de dose alta, média-alta e média-baixa. Assim, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do desafio graduado de Eimeria na
permeabilidade gastrointestinal, morfologia intestinal e escores de leséo intestinal em frangos
de corte. Os resultados mostraram que o aumento da dose de desafio com Eimeria resultou em
uma diminuicdo consideravel na altura das vilosidades intestinais, relacdo ao tamanho da
vilosidade e profundidade de cripta e das células caliciformes. Além disso, ap6s o desafio,
houve um aumento da permeabilidade gastrointestinal (P 0.05). Em concluséo, quanto mais
altas as doses de Eimeria administradas as galinhas, mais graves sdo o0s danos intestinais
observados em varios indices de saude gastrointestinal. Uma dose ideal de desafio de Eimeria
de niveis médio-baixo ou médio-alto de oocistos mistos de Eimeria € proposta para construir

um modelo de desafio clinico para futuras investigacdes testando intervencGes dietéticas.

Palavras-chave: Eimeriose, satde intestinal, danos intestinais, coccidiose



viii

ABSTRACT

Giovana Camargo de Souza. Comparison of eimeria defiance grade with alteration in
gastrointestinal permeability and intestinal morphology in broiler chickens.

The purpose of this study was to see how graded Eimeria challenges affected gastrointestinal
permeability, intestinal morphology, and intestinal lesion scores in broiler chickens. This study
included four groups of ten chickens each, each with a distinct Eimeria treatment dose, such as
high-dose challenge, medium-high, and medium-low. Five days after the challenge, intestinal
lesions and gastrointestinal permeability were assessed. The results showed that increasing the
Eimeria challenge dose resulted in a considerable decrease in intestinal villi height, ratio villus
size and crypt depth and globet cells. Furthermore, after the challenge, there was a considerable
increase in gastrointestinal permeability. In conclusion, the higher the Eimeria doses given to
the chickens, the more serious the gut damage seen in numerous gastrointestinal health indices.
An ideal Eimeria-challenge dose of medium-low or medium-high levels of mixed Eimeria
oocysts is proposed to construct a clinical challenge model for future investigations testing
dietary interventions.

Key words: Eimeriosis, gut health, injury intestinal, avian coccidiosis
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1. INTRODUCAO

Voltando o olhar para a producdo de frango de corte, é possivel destacar diversas
patologias que acometem a producdo e afetam diretamente na economia, tanto do produtor,
qguanto na comercializacdo e remuneracdo mundial. Dentre estas, podemos destacar as
coccidioses, como sendo umas das principais doengas com alto impacto econdmico na
avicultura mundial (FEDDERN et al., 2016). Coccidiose é o termo usado para descrever uma
doenca entérica causada por infeccdo com uma ou mais espécies de Eimeria (CHAPMAN,
2014; QUEIROZ-CASTANEDA; DANTAN-GONZALEZ, 2015).

A coccidiose € uma doenga de grande relevancia na avicultura industrial, seja para
frangos de corte ou de postura (SHIVARAMAIAH et al., 2014). Em nivel mundial, estima-se
gue os custos em virtude das infeccBes por Eimeria spp. estejam em torno de US$ 2,4-3 bilhdes,
sendo 76% deste montante em virtude das infeccdes (clinicas e subclinicas) e 24% devido aos
gastos com tratamento (profilatico ou terapéutico). No Brasil, um dos maiores produtores e
exportadores de frangos de corte do mundo, 14.329 milhdes de toneladas produzidas no ano de
2021, sendo o terceiro maior exportador do mundo, a prevaléncia de coccidiose é 25% e 0s
prejuizos podem chegar a US$ 19 milhdes/ano (AHMAD et al., 2016; EMBRAPA, 2021;
LUCHESE et al., 2007).

Os agentes etioldgicos desta doenca intestinal, sdo espécies patogénicas de Eimeria que
pertencem ao filo Apicomplexa, em particular Eimeria maxima, E. tenella e E. acervulina, as
quais podem se desenvolver tanto em animais domésticos quanto selvagens, sejam eles
mamiferos ou aves (CHAPMAN, 2014). Atualmente, sete espécies de Eimeria sdo conhecidas
por infectar galinhas e diferem em patogenicidade, sdo as E. acervulina, E. brunetti, E. maxima,
E. mitis, E. necatrix, E. praecox e E. tenella (LUCHESE et al., 2007). Eimeria spp. possuem
altos graus de especificidade de hospedeiro e local. Isso explica por que qualquer animal pode
hospedar véarias Eimeria spp., cada uma com uma localizacdo distinta no intestino. As Eimeria
spp. produz diferentes interacdes parasita-hospedeiro gerando sinais clinicos variada de
coccidiose (BORTOLUZZI et al., 2018). Por se desenvolverem no trato intestinal, além de
lesbes na mucosa, a infecgdo por coccideos acarreta reducdo no desempenho zootécnico dos
animais de producdo, pois a absor¢do dos nutriente é afetada; em casos mais graves, ha
incremento na taxa de mortalidade do plantel (WALK et al., 2011).

A doenca clinica em frangos de corte inclui diarreia (de mucoide e aquosa a
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hemorrégica), reducdo no ganho de peso e ingestdo de racdo e, em casos graves, mortalidade
(CHAPMAN, 2014). A maioria das galinhas sdo infectadas com coccideos em algum
momento de sua vida, mas apenas algumas desenvolvem manifestacdes clinicas de coccidiose.
Os sinais  clinicos tendem a ocorrer em animais jovens, mas ocasionalmente afetam adultos
(CHAPMAN, 2014). Esta enfermidade acomete principalmente aves jovens, devido sua
imunidade ainda em desenvolvimento, ndo excluindo a possibilidade de contaminagdo nas
demais idades, sendo que sua principal forma de contaminacdo se inicia apds a ingestdo de
oocistos (GUPTA, 2009).

Desafio com baixos niveis de Eimeria pode estimular a resposta imune protetora do
hospedeiro e esta € a base das estratégias de vacinacdo (CHAPMAN; JEFFERS, 2014; PRICE,
2012). Afirma-se que a doenca s6 ocorre se 0 animal for exposto a uma alta dose infecciosa ou
a imunidade do hospedeiro for bastante fraca (TAYLOR et al., 2007). Eimeria spp. exibem
altos graus de especificidade de hospedeiro e local. I1sso explica por que qualquer animal pode
hospedar varias Eimeria spp., cada uma com uma localizagdo distinta no intestino. Cada
Eimeria spp. produz diferentes interacdes parasita-hospedeiro gerando sinais clinicos
variados  de coccidiose (ALLEN; FETTERER, 2002).

A primeira fase do ciclo do parasita € a interacdo Eimeria-célula hospedeira que leva a
destruicdo macica das células intestinais (MUND et al., 2017; PEEK; LANDMAN, 2003). A
compreensdo dessa interacao e dos fatores ambientais sdo fundamentais para o correto controle
da doenca (PEEK; LANDMAN, 2003). O ciclo bioldgico da Eimeria spp. E composto por duas
fases, uma parasitaria e uma nao infecciosa. Ao ser ingerido, sob acdo do contetdo intestinal, o
oocisto esporulado libera os esporocistos, que por sua vez liberam 0s esporozoitos; estes
invadem a mucosa intestinal em diferentes por¢des (conforme tropismo de cada espécie),
seguindo por uma fase de crescimento intracelular e multiplicacdo assexuada (merozoitos).
Adicionalmente, ocorre uma fase sexuada intracelular (gametocitos). Apos a fertilizagdo, os
oocistos resultantes sdo liberados pelas fezes e passam pelo processo de esporulagcdo no
ambiente, tornando-se infectantes (GERHOLD, 2015).

As aves criadas em sistemas extensivos apresentam uma resisténcia as coccidioses
maior, quando comparado com as galinhas convencionais, tornando esta enfermidade
importante nos sistemas confinados. A transmisséo da coccidiose em nivel comercial tem como
fatores de risco a superlotacdo dos aviarios, pouca ventilagdo, umidade elevada da cama,

reutilizacdo desta e imunidade insuficiente das aves, uso inadequado de fa&rmacos e resisténcia,
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enterites bacterianas associadas, desafio com alta carga de oocistos, viruléncia da cepa, entre
outros (CHAPMAN, 2009). As estratégias para o controle da doenga incluem o uso de vacinas
e medicamentos para profilaxia. No entanto, o uso continuo de diferentes coccidiostaticos
levaram a resisténcia aos medicamentos por Eimeria (CHAPMAN, 2009; SHIRLEY et al.,
2007).

Os anticoccidianos podem ser divididos em duas grandes categorias: 0s agentes
quimioterapicos, cujos mecanismos de acdo sdo diversos, como nicarbazina, diclazuril e
amprolium; e os ionoforos, os quais desencadeiam um desequilibrio eletrolitico nas células do
parasita, a exemplo, a monensina, salinomicina e toltrazuril. Ainda, dentre as diversas opgdes
disponiveis constam os coccidiostaticos (interferem no ciclo do parasita sem mata-1o) e os
coccidicidas (matam o protozoéario). No entanto, o surgimento de resisténcia aos farmacos e as
restricdes aos residuos destes compostos na carcaca das aves tem causado impacto negativo na
cadeia produtiva (CHAPMAN, 2009; CHAPMAN; JEFFERS, 2014; WILLIAMS, 2001).

Para melhorar os resultados negativos da infeccdo leve por Eimeria, estratégias
nutricionais, como suplementacdo de enzimas exdgenas, podem compensar a falha na digestao
e melhorar o desempenho de crescimento de frangos de corte (WALK et al., 2011; ZHANG et
al., 2016). Além disso, alterar a composicdo da dieta é outra estratégia potencial para ajustar a
exigéncia de nutrientes para aves infectadas com Eimeria (ADEDOKUN; ADEOLA, 2016).
Embora essas abordagens ndo possam substituir os medicamentos anticoccidianos ou a
vacinacdo, elas sdo benéficas para melhorar a digestibilidade dos nutrientes das dietas e o
desempenho do crescimento sob infeccdo leve. Para avaliar uma estratégia nutricional, um
modelo subclinico com desafio experimental por Eimeria deve ser primeiro estabelecido. Nesse
sentido, deve-se também estabelecer o impacto da dose de desafio no desempenho zootécnico
e de lesdo intestinal no frango é importante para o pesquisador selecionar uma dose apropriada
no modelo de desafio subclinico ou clinico. Um estudo anterior relatou que o aumento das doses
de inoculagéo de Eimeria resultou em uma reducéo linear do desempenho de crescimento e da
digestibilidade ileal aparente dos aminoacidos (ROCHELL et al., 2016). No entanto, mais
estudos sdo necessarios para entender a relacdo entre a gravidade da infeccdo por Eimeria e 0s
parametros de salde gastrointestinal. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar 0s
efeitos do desafio graduado de Eimeria na permeabilidade gastrointestinal, morfologia

intestinal e escores de lesdo intestinal em frangos de corte.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Segundo ABPA (2022), o Brasil ocupa o primeiro lugar na exportagdo mundial de carne
de frango, destinando seu produto para mais de 131 paises. Este cenario mostra a qualidade,
viabilidade de preco e seguranca dos produtos brasileiros produzidos, sendo que sua maior parte
deriva do sistema intensivo de criacdo (BLAKE et al., 2021). Em 2022, o Brasil foi capaz de
produzir cerca de 14,329 milhGes de toneladas de carne de frango, ficando com o 3° lugar na
posi¢do mundial, onde 32% foi direcionada as exportacoes e 68% ao consumo interno (ABPA,
2022). O crescimento da avicultura brasileira estd ligada na introducdo de tecnologias
modernas no processo produtivo, em decorréncia  da estruturacdo governamental no ano de
1960, quando o Ministério da Agricultura autorizou a importacdo de tecnologias e material
genético aprimorado, este estimulo auxiliou na disseminacdo da producdo e seu rapido
crescimento nas regifes Sudeste, Sul e Centro oeste (BELUSSO e HESPANHOL, 2010).

Os indices nacionais apontam que no ano de 2022, estados como Parana, seguido por
Santa Catarina, Rio Grande do Sul e S&o Paulo, respectivamente, foram os maiores produtores
e exportadores de frango de corte (ABPA, 2022).

Mesmo com o0 cenario positivo, existem limitacbes que o produtor nacional da
avicultura de corte enfrenta diariamente e que impede seu crescimento e expansdo. Sendo que
a alimentacdo e suplementacdo ineficientes, falta de bem-estar animal e a ocorréncia de

doencas, como as verminoses, estdo entre os desafios do avicultor (MARQUES et al., 2021).

2.1  Coccidiose em frangos

Observando todo o sistema funcional de producéo de frangos de corte, existem barreiras
das quais sdo necessarias serem ultrapassadas, como a preocupacao com as doencas aviarias
que tendem a prejudicar as producdes e comercializacdo, além de trazer gastos extras aos
produtores (FEDDERN et al., 2016). Devido ao grande impacto econdmico na avicultura, o
controle das coccidioses é um dos pilares quando se trata de producdo de frangos para corte.
Blake et al. (2021), apontam um prejuizo de 14 bilhdes de dolares no mundo por ano, quando
existe a falta de nogdes de profilaxia, tratamento equivocado e até mesmo uso indiscriminado
de anticoccideos, sendo este um fator importante nas mutagdes do género Eimeria.

As coccidioses sdo causadas por protozoarios e podem estar relacionadas aos géneros

da Eimeria spp. e Isospora spp., sendo recorrentes nas producdes (ABBAS, 2011). De modo
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geral, essas enfermidades ocorrem quando o protozoario invade o organismo e se instala no
epitélio intestinal das aves, sua transmissdo ocorre pela ingestdo de oocistos esporulados
presentes em racdes, camas ou agua contaminadas (CRESPO, 2015). Estes organismos sao
unicelulares e parasitas obrigatdrios, ao infectar a ave seu destino final sdo as mucosas
intestinais, contudo podem acabar chegando em 6rgaos como rins e figado, levando a morte do
animal (LEITAO, 1971). No intestino, o parasita causa lesdes nos tecidos levando a sinais de
depressdo, baixa conversdo alimentar, anorexia, diarreia aquosa e sanguinolenta, ma absorcéo
de nutrientes, desidratacdo, dificuldade de absorcdo de ferro, calcio e magnésio, podendo
também levar & morte do animal, acometendo geralmente animais jovens (TOLEDO et al.,
2011).

A grande problematica das eimerioses estd no fato de ndo ser uma simples
contaminacdo, mas pelo fato dela estar associada diretamente a queda de imunidade, levando a
diversas outras enfermidades secundarias e de dificil controle pelo sistema imunoldgico das
aves (GUPTA, 2009). Se ndo tratada de forma correta, a coccidiose pode ndo apenas adoecer
0s animais, mas também levar a perda da eficacia de medicamentos utilizados no cotidiano das
granjas avicolas (DEL CACHO et al., 2012).

2.2 O género Eimeria spp.

Espécies de Eimeria sdo conhecidas por gerar graves doencas no trato intestinal das aves
e com isso levar a altas perdas econémicas. Este género é composto por cerca de 1.700 espécies,
afetando tanto mamiferos domésticos quanto aves. Todas as Eimeria spp. sdo espécies
especificas e, portanto, conhecidas como parasitas monoxenos; isto €, realizam seu ciclo de vida
em unico hospedeiro (MULLER; HEMPHILL, 2013).

O género Eimeria contém as espécies de maior impacto econémico para as galinhas.
Em geral, todos o0s oocistos recém-excretado consistem em uma parede externa espessa € uma
massa arredondada com um zigoto nucleado; entretanto, uma vez que a esporulacdo ocorre, as
caracteristicas distintivas de cada espécie tornam-se mais aparentes (LOPEZ-OSORIO et al.,
2020a).

Historicamente, a E. tenella foi descoberta e descrita inicialmente em 1891, por Railliet
e Lucet, onde apresentava como uma enfermidade de pintainhos. Posteriormente, Fanttan no
ano de 1909, esclareceu que a espécie causava doengas em regido de ceco, e sua contaminagéo

ocorria por ingestdo de oocistos (TYZZER, 1929). O mesmo autor relata ainda a descoberta de
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uma nova espécie, com caracteristicas semelhantes e que também atingia as aves, sendo
denominada de E. maxima.

As espécies E. tenella, E. acervulina e E. maxima sdo comumente encontradas nas
contaminagdes em producdo de frango de corte, sendo assim, a industria avicola busca novas
moléculas, em vacinas e antiparasitarios, que sejam capazes de combater infestacdes mistas, de
modo que 18 haja menos perdas produtivas (LIU et al., 2018). A espécie denominada como E.
maxima, possui este nome por conta da caracteristica grande dos oocistos na sua forma sexuada,
estd também esta descrita como formato oval com parede lisa e amarelada (GAZONI et al.,
2020).

2.3 Ciclo de vida

O ciclo de vida da Eimeria tem basicamente duas fases: a fase exdgena (esporogonia) e
a fase enddgena (esquizogonia e gametogonia). A unidade infectante inicial de todas as Eimeria
spp. é o estagio de esporozoito, que é uma célula mével em forma alongada (ALLEN;
FETTERERA, 2002).

O esporozoito de todo parasita apicomplexa é caracterizado por um complexo unico de
estruturas especializadas na invasdo das células hospedeiras (AUGUSTINE, 2001). Assim, o
ciclo de vida desses parasitas inicia-se pela ingestdo de um oocisto esporulado por um
hospedeiro suscetivel. O esporozoito é o inicio e o fim do ciclo de vida de qualquer coccide
0. Os esporozoitos sdo as formas infectantes encontradas nos oocistos esporulados e séo o
resultado da segmentacdo dos esporocistos (ALLEN; FETTERERA, 2002; AUGUSTINE,
2001). O esporocisto é circundado por uma parede de oocisto resistente e é eliminado com as
fezes. Os oocistos sdo ovoides e variam em tamanho e forma de acordo com a espécie (Figura
01). A transmissdo ocorre por via fecal-oral e a infeccdo inicia-se com a ingestdo de oocistos

esporulados contendo oito esporozoitos, iniciando o estagio denominado esquizogonia.
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Figura 1. - Ciclo de vida da Eimeria spp.
Fonte: GRUBER et al, 2005

Ap0s a fase exdgena (esporogonia), 0s oocistos esporulados podem iniciar a replicacéo,
uma vez que sdo ingeridos oralmente por um hospedeiro suscetivel, neste caso a galinha
(CHAPMAN, 2014). O microambiente enzimatico do trato digestivo e a acdo mecanica da
moela alteram a estrutura e a permeabilidade da parede do oocisto e ajudam na liberagdo dos
esporozoitos (HAUG et al., 2008). Para a emergéncia do esporozoito, dois estimulos distintos
devem estar presentes: primeiro, o estresse por dioxido de carbono (CO.), que provoca a ruptura
da micropila e aumento da permeabilidade no oocisto. 1sso leva a um colapso do contetido do
oocisto em uma solucéo salina hiperténica (LOPEZ-OSORIO et al., 2020b). A concentragédo
Otima de CO2 e o tempo de incubacéo diferem de acordo com a espécie (LANG et al., 2009). A
temperatura corporal também ¢é essencial para a liberagdo de esporozoitos infecciosos
(MESAPINEDA et al., 2021).

Posteriormente, a acdo de compostos, como tripsina e bile (CHAPMAN, 1978), ativam
0S esporozoitos dentro do esporocisto e digerem o corpo de Stieda gerando uma ruptura na

membrana do esporocisto. A bile pode facilitar a entrada de enzimas digestivas a micropila
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alterada no oocisto, ou pode alterar as lipoproteinas do corpo de Stieda de oocistos de Eimeria
(MULLER; HEMPHILL, 2013). Embora a bile ndo seja estritamente necessaria para a ativacéo
dos esporozoitos, foi demonstrado que a falta de bile para muitas Eimeria spp. resulta em uma
liberacdo mais lenta e mobilidade de esporozoitos egressos (CHAPMAN, 1978; LOPEZ-
OSORIO et al., 2020a).

A tripsina digere a parede do esporocisto, juntamente com enzimas especificas do
parasita secretadas por esporozoitos ativados. Devido ao movimento continuo dos esporozoitos,
0 corpo de Stieda incha e depois desaparece, deixando um pequeno orificio por onde 0s
esporozoitos escapam. Este processo € muito rapido (LOPEZ-OSORIO et al., 2020a). Até esta
fase do ciclo de vida, nenhum dano foi causado ao hospedeiro.

Os esporozoitos livres infectam as células intestinais e se desenvolvem dentro de um
vacuolo parasitéforo (PV) em um organismo arredondado e crescente chamado trofozoito, que
se torna um meronte durante a primeira geragdo de merogonia (TIERNEY; MULCAHY, 2003).
A medida que o esporozoito cresce, a célula endotelial torna-se hipertrofica e seu nicleo sofre
alteracdes, tornando-se maior, com nucléolo aumentado e com cromatina dispersa, seu
citoplasma é organizado em duas zonas concéntricas e ndo apresenta aspecto vacuolizado
(HAMMOND et al., 1965). Inicialmente, o nlcleo da célula hospedeira tem uma distribuigéo
aleatoria, mas depois migra para a periferia para acomodar o desenvolvimento do meronte
(BERDENIK, 1975).

A merogonia comeca com multiplas divisfes do nucleo do trofozoito de Eimeria sem a
divisdo do citoplasma, resultando na formacéo de estruturas elipsoidais chamadas blastéforos
com uma camada periférica de nucleos. O merozoito se forma ao redor de cada nicleo e cresce
radialmente. No final da fase, a divisdo do citoplasma resulta na formacao de células filhas
mononucleares fusiformes e mdveis, conhecidas como merozoitos (LOPEZ-OSORIO et al.,
2020a). Os merozoitos | maduros sdo separados pelo corpo residual, um remanescente do
blastoforo (McDONALD; SHIRLEY, 2009). Uma vez que 0 meronte estd maduro, 0s
merozoitos rompem a celula e escapam para o lumen do intestino delgado e provavelmente sao
transportados pela corrente intestinal para o intestino grosso, onde 0s merozoitos entram em
novas células. Esses merozoitos | penetram nas células epiteliais e se desenvolvem em segundo
estagio de meronte, liberando apenas alguns merozoitos 1l (LOPEZ-OSORIO et al., 2020a).

Apds a maturagdo do segundo estagio do meronte, os merozoitos Il liberados invadem

as células epiteliais adjacentes que sofrem gamogonia sexual. Durante a gamogonia, a maioria
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dos merozoitos Il se desenvolve em uma Unica célula esferdide, grande e mononuclear, o
macrogameta feminino. Poucos merozoitos 1l se desenvolvem em grandes células
polinucleadas (microgamontes masculinos) que formam muitas células fusiformes com dois
flagelos, os microgametas (LOPEZ-OSORIO et al., 2020a).

Os gamontes geram rapidamente alteracGes na célula hospedeira, que distorce e perde
sua estrutura colunar (LOPEZ-OSORIO et al., 2020a). As alteragdes patologicas e 0s sinais
clinicos associados a Eimeria séo gerados principalmente pelos gamontes (LOPEZ-OSORIO et
al., 2020a), pois geram destrui¢do da mucosa do jejuno, ileo e ceco, causando desequilibrios na
absorcdo (principalmente agua e eletrélitos) e resultando em diarreia (MESA-PINEDA et al.,
2021). A partir dai, os microgametas liberados fertilizam os macrogametas circundantes,
formando os zigotos. Os granulos eosinofilicos convergem e formam uma parede de oocisto
resistente ao redor do zigoto que diminui de tamanho e se torna um esporonte. Os oocistos sao
finalmente liberados das células epiteliais rompidas e excretados com as fezes no ambiente
(MESA-PINEDA et al., 2021).

O oocisto ndo esporulado excretado do hospedeiro contém um estagio dipléide de
esporo que se desenvolve por meiose. Primeiro, quatro esporoblastos hapldides sdo gerados e
envolvidos por uma concha tornando-se um esporocisto. Dois esporozoitos sao formados em
cada esporocisto. Esse processo de esporulacdo exdgena, também conhecido como
esporogonia, requer 1-2 dias e condi¢cdes ambientais ideais, incluindo oxigénio suficiente,
umidade ( (16%) e temperatura (23°C) adequada (MESA-PINEDA et al., 2021). A esporulacédo
parece Ser um processo estritamente aerobico.

Ao término da esporulacdo, o metabolismo e a respiracdo do oocisto sdo reduzidos,
porém, ele utiliza suas reservas de polissacarideos, e eventualmente se torna ndo infeccioso,
pois o parasita fica sem energia para realizar o processo de excistacdo endogena final no Iimen
intestinal (LOPEZ-OSORIO et al., 2020a). Oocistos esporulados podem sobreviver por longos
periodos fora do hospedeiro, dependendo de fatores ambientais. Os oocistos sao resistentes a
alguns desinfetantes comumente usados, mas sdo mortos por congelamento ou altas

temperaturas ambientais.

2.4  Caracteristicas do patogeno
Entre as galinhas, foram descritas sete espécies de Eimeria que infectam diferentes

regides do intestino (Tabela 1) (VRBA et al., 2010). Cada espécie de parasita tem preferéncia
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por um local especifico no trato gastrointestinal, além de caracteristicas diferenciadas no
aparecimento de lesbes macroscopicas, na morfologia dos oocistos, no tempo minimo de
esporulacdo, no periodo minimo pré-patente (tempo entre a infeccdo da ave com um oocisto
esporulado e a excrecdo dos primeiros oocistos no ambiente através das fezes), o tamanho do
esquizonte e a localizacdo do desenvolvimento do parasita no epitélio intestinal (GYORKE et
al., 2013; ARABKHAZAELI et al., 2011).

Tabela 1. Espécies de Eimeria que infectam aves (Gallus gallus).

Espécies Local de desenvolvimento  Patogenicidade Tempo de esporulacio (h) na

temperatura de 20°C

E. acervulina duodeno, jejuno 4 27
E. maxima Jjejuno, ileo 4 48
E. tenella ceco 4 48
E. praecox duodeno, jejuno t -
E. mitis ileo + 45
E. brunetii ceco e reto 4+ 24 - 48
E. necatriz Jejunao, ileo e ceco Ft 45

Dentro das espécies descritas, existem trés espécies particularmente relevantes em
frangos de corte: E. acervulina, que se desenvolve nas células epiteliais da regido proximal do
intestino delgado, principalmente no duodeno (GYORKE et al., 2013), E. maxima, que tem
como alvo a regido intermediéria do intestino e € facilmente reconhecivel pelo tamanho de seus
oocistos (os maiores), e E. tenella, que infecta o ceco e causa diarreia sanguinolenta
(MESAPINEDA et al., 2021).

Sendo uma das espécies mais conhecidas na producéo avicola de corte, a E. tenella gera
uma condicéo grave da doenca a ave, assim como possui alto poténcial de disseminacédo para o
plantel. Podendo ser encontrada em regido de ceco, causando graves hemorragias, alta
motalidade e morbidade e perda de peso, durante a necropsia € possivel identificar lesdes
aglomeradas, esquizontes e diversos oocistos (CALNEK, 2000). O intestino das aves € afetado
mostrando um encurtamento das vilosidades do epitélio intestinal (GAZONI et al., 2020).

A espécie de Eimeria acervulina, dentre as trés, possui importancia ndo apenas na
producdo, mas na sanidade de modo geral das aves, ja que pode facilmente ser encontrada em

aves domeésticas, contudo, comparando entre E. maxima e E.tenella, a E. acervulina apresenta
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0 menor grau de patogenicidade (TEWARI; MAHARANA, 2011). Esta espécie possui
caracteristica invasiva nas células epiteliais do duodeno e intestino delgado, a morfologia dos
oocistos é descrita como formato alongado. Durante a necropsia das aves contaminadas, €
possivel encontrar pontos brancos transversais em duodeno, em casos graves até mesmo o
jejuno pode ser acometido, levando a formacdo de muco e diminuicdo das vilosidades
intestinais (GAZONI et al., 2020).

2.5  Fatores ambientais e de transmissao

A frequéncia de ocorréncia de coccidiose pode ser atribuida a presenca de condicGes
ambientais favoraveis a esporulacdo de oocistos. A cama profunda sob condi¢fes sanitarias
precérias pode fornecer temperatura e umidade relativa ideais para a esporulacdo de oocistos
(MERSHA et al., 2009). A alta incidéncia de coccidiose € geralmente observada em aves
manejadas sob sistema de manejo intensivo, como cama profunda, devido ao aumento da
probabilidade de acumulo de oocistos nas camas (DAKPOGAN; SALIFOU, 2013).

O manejo de aviarios desempenha uma fungdo importante na disseminacdo da
coccidiose porque 0s oocistos coccidianos sdo onipresentes e facilmente disseminados no
ambiente do aviario. E muito complexo manter as galinhas livres de coccideos, especialmente
nas atuais condi¢cOes de criagéo intensiva (ADHIKARI et al., 2020). A prevaléncia varia de
acordo com 0 manejo, mas nao varia de acordo com o tamanho do lote; enquanto o mau manejo,
como cama Umida que estimula a esporulacdo de oocistos, bebedouros e comedouros
contaminados, ma ventilacdo e alta densidade de lotacdo podem piorar os sinais clinicos das
aves (HADIPOUR et al., 2011).

Os oocistos sdo resistentes a fatores estressantes ambientais e desinfetantes,
permanecendo vidveis na pintaiada por muitos meses. As espécies de Eimeria podem
sobreviver em aves infectadas e no meio ambiente por longos periodos (McDONALD;
SHIRLEY, 2009). Assim, sua viabilidade fora do hospedeiro por muito tempo é crucial no que
diz respeito ao curso da doenga e a falta de imunidade cruzada entre as espécies de Eimeria
predispde as aves a infeccGes e surtos de doencas causadas por diferentes espécies (YUM et al.,
2000). Devido ao curto periodo pré-patente do parasita e seu alto potencial bidtico, 0 numero
de oocistos na pintaiada sobe rapidamente. Os coccideos das aves tém alta capacidade de
reproducédo dentro do hospedeiro, levando a um rapido aumento para 0 sucesso e a subsequente

alto nivel do parasita dentro do hospedeiro suscetivel e, consequentemente, alto nivel de
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contaminacdo do meio ambiente (MESA-PINEDA et al., 2021).

A transmissdo da coccidiose avicola é por via feco-oral. A coccidiose € transmitida pelo
contato direto e indireto com os excretas de aves infectadas, na sua grande maioria sdo derivadas
de pastagens contaminadas pelos oocistos esporulados, ou a introdugdo de animais doentes em
plantéis sadios. Desta forma destaca-se a importancia do periodo de quarentena das pastagens
e animais recém chegados (MARTINS et al., 2019). Também pode ser transmitida entre aves
pelo consumo de alimentos ou agua potavel contaminados por fezes contendo o estagio
infeccioso dos coccideos, conhecidos como oocistos esporulados (CHAPMAN, 2014).

A contaminacdo fecal de veiculos e pessoal pode espalhar a infeccéo para outras granjas.
Os oocistos sdo distribuidos dentro do galpdo, dentro e fora do galpdo por invertebrados e
vermes, enguanto os sistemas de ventilacdo mecanica servem para espalhar os oocistos fora do
galpdo (McDONALD; SHIRLEY, 2009). As pessoas sdo importantes vetores de coccideos na
disseminacdo de oocistos, que podem ser transportados por vestigios de fezes nos sapatos ou
por utensilios transportados de uma granja para outra. Moscas, besouros, baratas, roedores,
animais de estimacdo e outras aves também foram incriminados como vetores mecanicos
(CHAPMAN et al., 2002).

2.6 Mecanismo de invasio

Para gerar a doenca, 0s parasitas Apicomplexas precisam primeiro invadir as células
hospedeiras suscetiveis. Para isso, 0o processo de reconhecimento e inicio da infec¢do séo
pontos-chave que podem ser utilizados como fatores de direcionamento para um potencial
tratamento. No entanto, poucas sdo as informagdes sobre a invasdo da Eimeria spp., e ainda ha
lacunas na compreenséo de como ocorre a infecgdo (AUGUSTINE, 2001).

Sabe-se que a infeccdo se da pela ingestdo de oocistos esporulados por via oral, com
racdo e/ou agua contaminada. Apds a ingestdo, os oocistos infecciosos excisam, liberando a
forma infectante denominada esporozoito. Os esporozoitos infectam as celulas epiteliais do
intestino. A transferéncia dos esporozoitos até o locus da leséo primaria é feita com a ajuda de
linfdcitos intraepiteliais (DASZAK, 1999).

A patogénese da infeccdo é influenciada pelas espécies do coccideos, doencas
concomitantes e fatores nutricionais. E. necatrix e E. tenella sdo as mais patogénicas em
galinhas, pois a esquizogonia ocorre na lamina propria e nas criptas do epitélio do intestino

delgado e ceco, respectivamente, e causa extensa hemorragia. A maioria das espécies se
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desenvolve nas células epiteliais que revestem as vilosidades (VRBA et al., 2010). Os parasitas
invadem o revestimento do intestino e causam danos nos tecidos, diminui¢do da ingestao de
racdo, ma absorcdo de nutrientes da racao, desidratacdo e perda de sangue (DASZAK, 1999).
O dano tecidual também pode expor a ave a infeccdes bacterianas, como Clostridium sp. e
Salmonella sp. Doengas que causam imunossupressao na ave podem atuar com a coccidiose
para produzir um problema mais grave. Por exemplo, a doenca de Marek pode interferir na
resposta imune a coccidiose e a doenca infecciosa da Bursa, também conhecida como Gumboro,

pode exacerbar uma infeccao por coccidia (MESA-PINEDA et al., 2021).

2.7 Reconhecimento da célula alvo

A invasdo requer reconhecimento e interacdo do esporozoito com a célula hospedeira.
Somente em seu hospedeiro especifico que a Eimeria spp. completa seu ciclo de vida e produz
oocistos eliminados nas fezes. No entanto, para este processo especifico o parasita requer uma
série de estimulos (AWAIS et al., 2012; VENKATESWARA et al., 2015). Um grande nimero
de estudos tentaram infectar diferentes espécies hospedeiras com varios tipos de Eimeria,
entretanto a maioria dos experimentos nao teve sucesso, e apenas infeccdes experimentais de
galinhas com as espécies de perus (E. gallopavonis e E. meleagridis) foram alcancados com
sucesso (LOPEZ-OSORIO et al., 2020a).

Essas observacGes sugeriram que algumas moléculas de reconhecimento provavelmente
s80 necessarias para que 0s esporozoitos entrem nas células hospedeiras especificas. Embora as
células hospedeiras ndo tenham um papel ativo no processo fisico que promove a entrada do
parasita na célula, elas fornecem moléculas e receptores de superficie apropriados, ou secretam
metabdlitos que se acredita iniciar a atracdo ou ativacdo de parasitas Apicomplexa e,
posteriormente, iniciar seu reconhecimento (AUGUSTINE, 2001).

In vivo, Eimeria spp. mostram um alto grau de especificidade das células hospedeiras
para o seu desenvolvimento, sendo que infectam, geralmente, um ndmero limitado de células
hospedeiras e especificamente uma por¢do de um o6rgédo ou sistema (LOPEZ-OSORIO et al.,
2020a). Essa especificidade pode estar associada a condi¢des Unicas do Iimen intestinal, como
pH, enzimas, mucosas, metabolitos, concentracéo de nutrientes entre outros (LOPEZ-OSORIO
et al., 2020a).

A motilidade, estrutura e secrecdes dos esporozoitos permitem que eles penetrem na

célula, mas ha também evidéncias de que a célula hospedeira forneca caracteristicas que sdo
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fundamentais para a infeccdo da célula hospedeira (TIERNEY et al., 2007). Dentre estas,
existem algumas moléculas da superficie celular do epitélio intestinal que atuam como
receptores ou sitios de reconhecimento para 0s esporozoitos, tais como moléculas catidnicas,
enzimas e inibidores de proteases (AWAIS et al., 2012; CRANE; McGALEY, 1991).

Evidéncias mostraram a presenca de antigenos do parasita que se ligam a moléculas
presentes na superficie da célula hospedeira (AUGUSTINE, 2001). Até o momento, acredita-
se que 0s mecanismos de invasdo sejam semelhantes para todos os parasitas Apicomplexas,
porém os receptores podem mudar entre as diferentes espécies. O reconhecimento de grupos
glicosilados, como sulfato de heparan e sulfato de condroitina nas células hospedeiras, parece
ser a regra e pode ser responsavel por diferencas na especificidade da célula alvo (LOPEZ-
OSORIO et al., 2020a).

2.8 Sinais clinicos das aves contaminadas

Quando os coccideos invadem a mucosa intestinal, geram lesdes nos tecidos, o que leva
a inflamacdo das células epiteliais e diminuicdo das vilosidades e consequentemente a
diminuicdo da absorcdo de nutrientes, desidratacdo e hemorragias (MESA-PINEDA et al.,
2021). Merontes, gamontes e oocistos causam alteracdes histolégicas marcantes nas células
epiteliais intestinais do hospedeiro em um curto periodo de tempo, incluindo distor¢éo, ruptura,
separacdo de células adjacentes e descamagdo (MESA-PINEDA et al., 2021).
Consequentemente, a ave fica exposta a diversas infec¢des secundarias, como a Salmonella spp.
(ARAKAWA et al., 1992).

As coccidioses podem se apresentar de duas formas, sendo clinicas ou subclinicas. As
aves infectadas na forma clinica apresentam penas ericadas e sinais de depressdo, apatia ou
sonoléncia; podendo apresentar reducdo no consumo de racdo e agua, as fezes podem ser
aquosas, esbranquicadas e ocasionalmente sanguinolentas. Isso resulta na desidratagéo,
diminuicao do ganho de peso prejudicado, reducéo de atividade enzimética da borda em escova,
ruptura da integridade intestinal e na auséncia de tratamento, morte (MESA-PINEDA et al.,
2021). Quando encontrada em forma subclinica, os sinais clinicos inicialmente comegam
com o baixo ganho de peso e diminuicéo de converséo alimentar (ZIOMKO; CENCEK, 1999).
Nematollahi et al., (2009), coloca em seu trabalho que a forma de apresentacdo clinica esta
relacionada ao nimero de oocisto esporulados que o animal ingere, bem como o grau de

letalidade com a idade da ave contaminada. Citando ainda que quanto mais as aves se
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contaminam, mais prejuizos estas geram, pois tendem a serem menos produtivas.

Quanto se trata especificamente das espécies E. acervulina e E. maxima, a infecgdo com
oocistos demonstra um aumento no tamanho e o nimero de células caliciformes ao longo das
criptas ileais, estes por sua vez desempenham a funcéo de protecdo no trato intestinal, ao liberar
glicoproteinas denominadas de mucinas (COLLIER et al., 2008). As mucinas sdo a primeira
linha de defesa contra patdgenos intestinais e atuam na protecdo do epitélio de patdgenos e
irritantes no lamen intestinal (TIERNEY et al., 2007). De forma similar, a E. tenella atinge as
células epiteliais das porcbes de ceco, gerando a producdo excessiva de muco, esta reacdo
imunolodgica promove a prote¢do contra o parasita (TIERNEY et al., 2007). No entanto, esse
aumento da producdo de mucina pode ser prejudicial, promovendo a colonizacdo secundaria
por outros patdgenos, como também pode desregular a saude intestinal, reduzindo a absorcéao
de nutrientes (MESA-PINEDA et al., 2021).

2.9  Diagnostico das coccidioses

A identificacdo correta das espécies de Eimeria é importante para o diagnostico e
controle da doenca, mesmo apresentando sinais clinicos bem claros, as coccidioses ainda ndo
sdo de facil identificacdo, ja que seus sinais clinicos  se assemelham entre as mais variadas
doencas das aves. Contudo seu diagndstico é iniciado ao primeiro sinal clinico, como perda de
peso, diarreia aquosa a sanguinolenta, presenca de ponto de sangue na cama das aves, penas
ericadas, queda de produtividade e desidratacdo (GAZONI et al., 2020). Classicamente, a
avaliacdo de infeccdes por Eimeria incluem diagnostico macroscopico com observacdo de
sinais clinicos em animais infectados, localizacdo e aparéncia de lesdes macroscépicas durante
a necropsia; e o diagnoéstico microscopico que se concentra na avaliacdo do tamanho e forma
dos oocistos e quando for necessario maior precisdo diagnostica, o diagnostico molecular pode
ser incluido (WALKER et al., 2013).

As lesdes causadas pelas coccidioses levam a graus de inflamacéo e danos a mucosa
intestinal, onde nos exames de necropsia é possivel observar parede intestinal espessa,
exsudatos pastosos e sanguinolentos, além de petéquias hemorragicas, necrose tecidual,
enterites, sangramento e estrias em regido de ceco (COLLIER et al., 2008; YUN et al., 2000).
Nos exames pds mortem, a primeira visao macroscopica se da pelas diversas lesdes intestinais,
presenca de alimentos mal digeridos, hemorragias em ceco, jejuno e ileo. A espécie E. tenella,

representa a menos predominante entre as trés, ja que suas lesdes permanecem apenas em ceco,
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néo afetando tanto na digestdo e absorcdo de alimentos, portanto sendo menos prejudicial no
quesito crescimento e desenvolvimento.

Em relacdo as E. acervulina e E. maxima, estas apresentam a maior taxa de
contaminacdo, sendo que podem causar lesdes esbranquicadas em duodeno. No que se trata da
E. maxima, é possivel encontrar petéquias em intestino medio (MATHIS; BROUSSAD, 2006).
Portanto, para a avaliacdo das lesbes macroscopicas, € utilizada uma técnica padronizada de
pontuacdo (escore) das lesdes intestinais (JOHNSON; REID, 1970), resumida na Tabela 2. Essa
avaliacdo se baseia na atribuicdo de uma pontuacdo em uma escala de zero a quatro, com 0
objetivo de obter uma classificacdo numérica das lesdes macroscopicas causadas por cada
espécie de Eimeria. Nessa avaliacdo todo o intestino da ave deve ser avaliado. O muco e as
membranas serosas também sao examinados para detectar lesGes. Este € um método trabalhoso,
pode ser subjetivo e necessita de pessoal experiente para obter um resultado preciso, mas ainda

é 0 método diagnostico mais utilizado.
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Eimeriaspp.  Pontuagéo Descricdo
acervulina 0 Sem lesdes grosseiras
1 Presenca de lesbes brancas espalhadas (ndo mais de cinco por centimetro quadrado) orientadas transversalmente ou em
forma de escada, visiveis na superficie mucosa da alca duodenal. As lesdes brancas contém oocistos em desenvolvimento.
2 As lesBes sdo muito mais proximas, mas nao coalescentes; paredes intestinais ndo apresentam espessamento. Placas
brancas
alongadas transversalmente distintas podem ser facilmente reconhecidas na serosa, bem como na superficie da mucosa.
3 As lesBes sdo mais numerosas e comegam a coalescer. A parede intestinal é espessada e o contetdo aquoso. As lesdes
podem se estender até o diverticulo de Meckel.
4 As lesGes coalescem na porcdo do duodeno aderida a moela e a parede mucosa esta acinzentada, a parede intestinal esta
muito espessada e o intestino é preenchido com um exsudato cremoso que pode conter grande nimero de oocistos.
maxima Sem lesdes grosseiras
1 Pequenas petéquias vermelhas no lado seroso do intestino médio. N&o ha inchago ou espessamento do intestino, pequenas
guantidades de muco alaranjado possam estar presentes
2 Superficie serosa pode ser salpicada com numerosas petéquias vermelhas; o intestino pode ser preenchido com muco
alaranjado; espessamento da parede
3 Parede intestinal esta inchada e espessada. A superficie da mucosa € rugosa; o conteudo intestinal esta cheio de coagulos
sanguineos e muco pontual.
4 Parede intestinal pode estar inflamada na maior parte da sua extensdo; contém coagulos sanguineos dando uma cor
caracteristica e odor putrido; a parede é muito espessada.
tenella 0 Sem lesdes grosseiras
1 Poucas petéquias espalhadas na parede cecal; sem espessamento das paredes cecais; contedo cecal normal presente.
2 LesBes mais numerosas com sangue perceptivel no contetdo cecal; parede cecal é um pouco espessada
3 Grandes quantidades de sangue; paredes cecais muito espessadas; pouco, se houver, contetdo fecal no ceco
4 Parede cecal muito distendida com sangue ou grandes nlcleos caseosos; detritos fecais ausentes ou

incluidos nos nucleos
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Raspagem da mucosa intestinal podem ser feitas para avaliar a presenca e forma dos
oocistos ou esta contagem pode ser feita com fezes (BORTOLUZZI et al., 2018). Normalmente,
0 escore de lesdo intestinal é complementado com contagens de oocistos por grama (OPG) de
pela técnica de McMaster (BORTOLUZZI et al., 2018). Entretanto, a excre¢édo de oocistos nao
se correlaciona bem com a diminuicdo do ganho de peso corporal ou escores de lesdes
intestinais porque altas doses de Eimeria podem resultar em um efeito de aglomeragdo que
reduz a excrecdo de oocistos enguanto ainda causa danos significativos ao intestino
(WILLIAMS, 2001).

Nos exames histopatoldgicos, a parede intestinal se mostra engrossada, com presenca
de edema, hemorragias e hiperemias, estas alteracfes levam a perda produtiva e diminui¢do da
resposta imune (MARQUARDT et al., 2000). A deteccdo da Eimeria pode ser facilmente
confundida  pela sintomatologia apresentada no decorrer da enfermidade, onde a forma mais
segura de determinar a doenga esta nos exames microscopicos, onde € possivel identificar os
oocistos presentes nas fezes, assim  como alteracdo da integridade e tamanho das vilosidades
do intestino (ESCOBAR GRIMALDI et al., 2010). Outra tecnologia no diagndéstico da Eimeria,
estd na utilizacdo do teste de reacdo em cadeia polimerase (PCR), onde sdo gerados dados
quantitativos através da amplificacdo cdpias de DNA capazes  de elucidar o resultado seguro
da patologia (SNYDER et al., 2021). Nas lesdes microscépicas, € possivel encontrar o
desenvolvimento dos estagios diferentes da Eimeria spp. onde os esfregacos sdo retirados das
lesGes, além de presenca de oocistos, esquizontes ou gametocitos. Contudo, os resultados deste
exame devem ser comparados com o0s achados na macroscopia e com 0s sinais clinicos
(McDOUGALD; JEFFERS, 1976).

Na producéo, durante as infec¢des causadas por Eimeria spp. geralmente estdo presentes
as trés espécies ja citadas, deixando o diagndstico a campo limitado. Entretanto, com o aumento
da resisténcia parasitaria aos anticoccidios, diversas variantes foram surgindo, com isso fez-se
necessario a tipagem de sequéncia unica ou multilocus, bem como polimorfismo de
comprimento de restricdo (PCR — RFLP), e amplificacdo aleatéria (OGEDENGBE et al.,
2011). Diante do exposto, métodos mais sensiveis foram desenvolvidos, como o diagnostico
molecular, que oferece maior especificidade. Deste modo, diagnésticos baseados em PCR, onde
ha a ampliagdo das regides do espago interno transcrito 1 (ITS1) do DNA Ribossomico.
Presente no RNA néo funcional, este esta localizado nas estruturas ribossomicas do RNA
ribossémico (rRNA) (ROCCO et al., 2019). Nesta parte do genoma, é possivel identificar
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diversos segmentos de Eimeria spp. Esta técnica pode ser facilmente aplicada em pequenas
porces de DNA, mesmo com alta contaminacao de diversas espécies, elas apresentam grandes
diferencas entre si. Entre demais técnicas, 0 DNA polimorfico (RAPD), apresenta marcadores
de regido, e PCR quantitativo, que detectam cerca de sete espécies de Eimeria spp. (YOU,
2014).

Baseados em sinais clinicos, coproparasitolégicos, morfopatologico e andlise
patoldgica, bioquimicos e métodos moleculares, é possivel diagnosticar quadros de Eimeria
spp. (MORRISON et al., 2004; CONWAY et al., 2007).

2.10 Prevencéo e tratamento das coccidioses

Ainda ndo ha comprovac6es gque as coccidioses possam ser erradicadas, logo o0 maior
objetivo estd na prevencdo destas, bem como garantir custos menores em diagnostico,
prevencao, tratamento e estimulo de imunidade do hospedeiro, com o objetivo de cada vez taxas
menores de perdas produtivas (LIU et al., 2018). Os principais meios de prevencao e controle,
sdo a utilizacdo de vacinas, aditivos naturais nas racdes, a administracdo de antimicrobianos
profilaticos, além de métodos rotineiros de higiene, como limpeza e desinfeccdo das
instalagdes, boa circulacdo de ar nos galpdes, controle de contaminacdo de agua e ragdo. Estes
sdo fatores que auxiliam no controle da esporulacdo dos oocistos, além de evitar surtos de
demais enfermidades (MESA-PINEDA et al., 2021).

A utilizacdo de antimicrobianos cresceu com o0 passar dos anos produtivos, seu
mecanismo de acdo se divide em coccidiostaticos e coccidicidas. O coccidiostatico impede que
0 parasita conclua seu desenvolvimento, este por sua vez permanece impossibilitando a
replicacdo, porém ao retirar o coccidiostatico da dieta, as aves podem estar susceptiveis as
parasitoses novamente. Enquanto os coccidicidas levam a morte ou causam danos irreversiveis
ao patogeno (PEEK, 2010).

Uma das formas mais utilizadas para a protecdo de coccidioses, esta relacionada as
vacinas, nas quais sdo administrados oocistos vivos (virulentos ou atenuados) para induzir
imunidade passiva e ativa, de cepas como E. tenella, E. maxima e E. acervulina. A vacinacdo
ird estimular o sistema imune, levando ao reconhecimento do invasor e consequentemente a
protecdo (SHIVARAMAIAH et al., 2014). Demais meios de impedir surtos desta parasitose,
estd na administracdo de probidticos, extratos fungicos e produtos fitoquimicos, desta forma é

possivel aumentar a imunidade e melhorar o desempenho da ave (BAFUNDO et al., 2021). Para
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Betancourt et al., (2019), tanto o combate quanto a prevencdo pode-se utilizar farmacos
quimicos em conjunto com extratos de ervas com propriedades antibacterianas,
antiprotozoarios e antifingicos, a fim auxiliar a droga de escolha e evitar a resisténcia
parasitaria.

Frente ao efeito negativo causada pela coccidiose nos frangos, em suma, foram
necessarios diversos métodos de controles para estar enfermidades, como o emprego da
biosseguridade nos plantéis, estratégias de controle de doencas, utilizacdo de drogas sintéticas
como o nicarbazina, diclazuril e toltrazuril (SHIVARAMAIAH et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos das doses de desafio de Eimeria spp. na permeabilidade
gastrointestinal, morfologia intestinal e escores de leséo intestinal.

3.2  Objetivos Especificos:

o Verificar o efeito de diversas doses desafio de Eimeria em frangos machos da linhagem
fémea Cobb 500 de corte com 14 dias de idade;

o Verificar a permeabilidade duodenal apds diferentes doses de desafio de Eimeria;
o Comparar a lesdo macroscopica entre os grupos com diferentes doses de desafio;
o Comparar as analises histologicas e histomorfométricas nas diferentes doses dos

desafios.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi ver como os desafios graduais de Eimeria afetaram a permeabilidade
gastrointestinal, a morfologia intestinal e os escores de lesdes intestinais em frangos de corte.
Este estudo incluiu quatro grupos de dez frangos cada, cada um com uma dose de tratamento
de Eimeria distinta, como desafio de dose alta, média-alta e média-baixa. Cinco dias apds o
desafio, avaliaram-se as lesdes intestinais e a permeabilidade gastrointestinal. Os resultados
mostraram que o aumento da dose de desafio com Eimeria resultou em uma diminuicdo
consideravel na altura das vilosidades intestinais, relacdo tamanho da vilosidade e profundidade
de cripta e das células globulares. Além disso, ap6s o desafio, houve um aumento consideravel
da permeabilidade gastrointestinal. Em conclusdo, os modelos de desafio (médio-baixo, médio-
alto e alto) podem ser utilizados como ensaios para infec¢do experimental, mas os niveis médio-
baixo ou médio-alto de oocistos s&o sugeridos como modelo de desafio de Eimeria para
estabelecer um modelo de desafio subclinico para estudos futuros avaliando estratégias
nutricionais.

Palavras-chave: Eimeriose, salde intestinal, permeabilidade gastrointestinal, coccidiose
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ABSTRACT

The purpose of this study was to see how graded Eimeria challenges affected gastrointestinal
permeability, intestinal morphology, and intestinal lesion scores in broiler chickens. This study
included four groups of ten chickens each, each with a distinct Eimeria treatment dose, such as
high-dose challenge, medium-high, and medium-low. Five days after the challenge, intestinal
lesions and gastrointestinal permeability were assessed. The results showed that increasing the
Eimeria challenge dose resulted in a considerable decrease in intestinal villi height, ratio villus
size and crypt depth, and globet cells. Furthermore, after the challenge, there was a considerable
increase in gastrointestinal permeability. In conclusion, the medium-low, medium-high, and
high-challenge models can be utilized for experimental infection. However, medium-low or
medium-high levels of oocysts are recommended as an Eimeria challenge dose to establish a
subclinical, challenge model for future studies evaluating nutritional strategies.

Key words: Eimeriose, helth gut, gastrointestinal permeability, coccidiosis.
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INTRODUCAO
A coccidiose é uma doenca de grande relevancia na avicultura industrial, seja para

frangos de corte ou de postura (Shivaramaiah et al., 2014). Os agentes etioldgicos desta doenca
intestinal sdo protozoarios do género Eimeria que pertencem ao filo Apicomplexa, as quais
podem se desenvolver tanto em animais domesticos quanto selvagens, sejam eles mamiferos ou
aves (Allen and Fetterer, 2002b, Chapman, 2014). Atualmente, sete espécies de Eimeria séo
conhecidas por infectar galinhas e diferem em patogenicidade, sdo as E. acervulina, E. brunetti,
E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox e E. tenella (Tewari and Maharana, 2011). As
diferencas entre essas espécies de Eimeria incluem a invasdo de locais do intestino,
patogenicidade e tipo de lesdo produzida. Por se desenvolverem no trato intestinal, além de
lesbes na mucosa, a infeccdo por coccidios acarreta reducdo no desempenho zootécnico dos
animais de producéo devido a ma absorcdo de nutrientes e, em alguns casos graves, ha alta taxa
de mortalidade do plantel (Collier et al., 2008, Yun et al., 2000, Muller and Hemphill, 2013).
A doenca clinica em frangos de corte inclui diarreia (de mucéide e aquosa a
hemorragica), reducdo no ganho de peso, ingestdo de racdo e, em casos graves, mortalidade
(Haug et al., 2008). Esta enfermidade acomete principalmente aves jovens, devido sua
imunidade ainda em desenvolvimento, ndo excluindo a possibilidade de contaminacdo nas
demais idades, sendo que sua principal forma de contaminacdo se inicia ap0s a ingestao de
oocistos (Chapman, 2014, Madlala et al., 2021). Desafio com baixos niveis de Eimeria pode
estimular a resposta imune protetora do hospedeiro e esta é a base das estratégias de vacinagdo
(Price, 2012, Chapman, 2014). Afirma-se que a doenga s ocorre se o0 animal for exposto a alta
dose infecciosa ou a imunidade do hospedeiro for bastante fraca (Chapman, 2014). Eimeria
spp. exibem alto graus de especificidade de hospedeiro e local. Isso explica por que qualquer
animal pode hospedar vérias Eimeria spp., cada uma com uma localizacdo distinta no intestino.

Eimeria spp. produz diferentes interagdes patdgeno-hospedeiro gerando sintomatologia variada
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de coccidiose (Allen and Fetterer, 2002b).

Para melhorar os resultados negativos da infeccdo leve por Eimeria, estratégias
nutricionais, medicamentos anticoccidianos ou a vacinacao séo utilizados (Parker et al., 2007,
Walk et al., 2011, Adedokun and Adeola, 2017). No entanto, para avaliar uma estratégia
nutricional, um modelo subclinico ou clinico de coccidiose deve ser primeiro estabelecido.
Assim, para melhor avaliar o impacto da dose de desafio no desempenho zootécnico e intestino
de frango é importante para o pesquisador selecionar uma dose apropriada no modelo de desafio
subclinico e clinico. Um estudo anterior relatou que o aumento das doses de inoculacdo de
Eimeria resultou em uma reducéo linear do desempenho de crescimento e da digestibilidade
ileal aparente dos aminoacidos (Rochell et al., 2016). No entanto, mais estudos sdo necessarios
para entender a relacdo entre a gravidade da infeccdo por Eimeria e os parametros de salde
gastrointestinal. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos de graus diferentes de desafio

com Eimeria na permeabilidade e lesdo no intestino em frangos de corte.

MATERIAL E METODOS
Aspectos Eticos

O estudo foi conduzido na Embrapa Suinos e Aves, sendo aprovado pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Suinos e Aves, sob o niimero 002/2018. Ainda,
tanto a manutencdo quanto a manipulacao das aves foram realizadas conforme as diretrizes do

Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

Cepas do Desafio
A Dra. Giovana Esteves do Centro de Amparo a Pesquisa Veterinaria forneceu 0s oocistos
de E. acervulina, E. maxima e E. tenella. Os métodos para detectar, recuperar 0s oocistos dos

frangos infectados, esporulacéo de oocistos e preparacédo da dose de desafio, foram realizados
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conforme descrito anteriormente. (Teng et al., 2020, Haug et al., 2006). As aves utilizadas para
a propagacao dos oocistos foram criadas em isolador desinfetado e infectadas com oocistos de
E. acervulina, E. maxima e E. tenella aos 14 dias de idade. Aos 7 pos- desafio (dpi), as fezes
foram coletadas do isolador. Os oocistos foram separados das fezes por flotacdo salina e
esporulados com bomba de ar a temperatura ambiente. Trés rodadas de passagens foram
realizadas para obter oocistos de E. acervulina, E. maxima e E. tenella suficientes para o

experimento atual.

Desenho Experimental

Um total de quarenta frangos de corte machos de um dia de idade (machos da linhagem
fenminina Cobb 500) foram alocadas aleatoriamente em quatro grupos com carga de desafio
distintas. Os tratamentos incluem o grupo controle negativos sem desafio (G1), o grupo com
dose desafio alto (G2), a dose de desafio média-alta (G3) e a dose de desafio média-baixa
(G4). As aves foram pesadas no dia do alojamento e foram alojadas em gaiolas (0,049 m? por
ave). Com 16 dias de idade, as aves foram desafiadas por gavagem com 1 mL. O nimero de
oocistos usados em cada grupo de desafio estdo descritos na Tabela 1. Os niveis de dosagem
para o estudo atual foram escolhidos com base em estudos anteriores (Teng et al., 2020). As
aves foram alimentadas com racdo inicial a base de milho e farelo de soja (21% de proteina
bruta e 2.975 kcal/kg) sem receber vacina coccidica e coccidiostaticos do dia 0 ao 21 dias de
idade. A racdo e agua foram fornecidas ad libitum, e o programa de temperatura ambiente foi
seguido de acordo com as recomendagdes do Cobb Broiler Management Guide. Ao 5° dpi, as
aves foram eutanasiadas por deslocamento cervical. Foi coletado sangue, fezes e seccbes de 3
cm de comprimento do duodeno, jejuno e ceco. A seguir, o tecido intestinal foi imediatamente

fixado em formol a 10% para analise da morfologia intestinal. Para analise da expressédo
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génica, a mucosa duodenal foi cuidadosamente raspada com uma microldmina romba,
imediatamente congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C até processamento

posterior.

Contagem de oocistos (OPG) e pontuacdo da lesdo

O numero de oocistos foi determinado nas excretas aos 15, 17, 19 e 21 dias de idade.
Resumindo, as excre¢des dentro de cada gaiola foram reunidas e misturadas. As excretas/gaiola
(aproximadamente 500 mg) foram pesadas e agitadas por uma peneira com 300 ml de solucao
saturada de NaCl. Uma amostra da mistura foi transferida para as duas camaras de uma lamina
McMaster (Bortoluzzi et al., 2018). Apds 5 min, as quatro espécies de oocistos de Eimeria
foram contadas em microscépio com aumento de 10x. O numero de oocistos foi expresso em
oocistos por grama de fezes. Além disso, lesbes macroscopicas (1 ave/gaiola aos 21 dias de
idade) foram pontuadas no duodeno, médio jejuno e ceco de acordo com Conway et al. (1990),
ja que as trés espécies presentes no desafio tém como alvo a alga duodenal (E. acervulina, area

do intestino médio) e jejuno superior (E. maxima) e ceco (E. tenella).

Analise de PCR em tempo real

Antes dos desafios, as fezes foram coletadas e anélises de gPCR para Eimeria spp. e
contagem de oocistos foram realizadas. As mesmas analises foram realizadas com 1, 3 e 5 dpi.
Para realizar identificacdo da Eimeria spp., primers e sondas para Eimeria spp. foram utilizados
para ensaios de PCR em tempo real (F: TCATCACCCAAAGGGATT,;
R:TTCATACTGCGTCTAATGCAC,; P: [6FAM]
CGCCGCTTAACTTCGGAGTTCAGATGGGAT [BHQ1]) (Baron et al., 2022, Vrba et al.,

2010). As reacbes de gPCR foram realizadas em equipamento de PCR em tempo real
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Quantstudio 6 (Applied Biosystems, EUA) em 15 puL contendo 2X GoTaq Probe qPCR Master
Mix com ROX como corante de referéncia passiva (Promega, EUA), 0,13 uM de cada primer,
0,09 uM de sonda e 1,5 uL de DNA. As condigdes de ciclagem utilizadas foram 95 °C por 2
min seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por 60 s. As amostras foram executadas em
duplicata e controles negativo e positivo. Apos as reacdes de qPCR, os ciclos limiares (Ct)
foram coletados. As curvas padrdo foram realizadas usando um fragmento de DNA Gblock
(IDT, EUA) contendo a sequéncia do ensaio (Eimeria spp.). Uma diluicdo de 10 vezes (107-
10%° cépias/uL) foi realizada e executada em cada reacdo de qPCR. A eficiéncia da PCR e a

quantificacéo absoluta foram baseadas em 10("*/slope).

Pontuacdo da lesdo macroscopica do intestino

As lesBes macroscopicas do intestino das aves foram pontuadas no duodeno, jejuno médio
e ceco de acordo com Conway et al. (1990), pois as trés espécies presentes no indculo do desafio
tém como alvo a alga duodenal (E. acervulina), regido do intestino medio ou jejuno (E. maxima)
e ceco (E. tenella). As lesdes macroscépicas foram pontuadas separadamente para lesGes
induzidas por coccidios de acordo com Johnson and Reid (1970)(Tabela 2) incluindo
pontuacgdes variando de zero a quatro para os sistemas de pontuacao (0 sem lesdes; 4 pontuacao

maxima da leséo).

Permeabilidade intestinal

A fluorescéncia em isotiocianato-dextrano (FITC-d, MW 3-5 KDa; Sigma Aldrich Co.,
EUA) foi administrada por via oral, e sua presenca no sangue foi usada como um marcador de
transporte paracelular e disfuncdo da barreira mucosa. FITC-Dextran foi dissolvido em agua

estéril a uma concentracao final de 20 mg/ml. Aos 21 dias de idade, FITC-d (2,2 mg/ave, peso
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molecular 3.000-5.000; Sigma Aldrich) foi administrado por via oral a 1 ave/gaiola, 2 h antes
da eutanasia das aves. O sangue foi coletado pela veia jugular apos a eutanasia, mantido em
temperatura ambiente por 3 h para permitir a coagulacéo e, em seguida, centrifugado (1000 g
por 15 min) para separacdo do soro. Uma curva padrao foi preparada usando diluicdo em serie
de FITC-Dextran em PBS (0, 125, 250, 375, 500, 750, 1.000 pg/ml)(Baxter et al., 2017). 100
ul de soro diluido foram adicionados a uma placa de fundo plano de 96 pogos em duplicata. O
controle negativo foi com soro do frango que néo foi administrado a solucdo FITC-Dextran. Os
niveis de fluorescéncia do soro diluido (1:1 em PBS) foram medidos em um comprimento de
onda de excitacdo de 485 nm e comprimento de onda de emissao de 528 nm (Synergy HT, leitor
de microplacas multimodo; BioTek Instruments), e a concentracdo de FITC-d por ml de soro

foi calculada com base em uma curva padréo.

Analise Histoldgica

Anélise histoldgica foi realizada no duodeno, jejuno e ceco das aves através da coloracdo
das laminas com hematoxilina e eosina. As les6es foram classificadas conforme Goodwin et al.
(1998). Para tal, um score para as lesdes microscépicas (MLS) foi estabelecido, onde a MLS é
a soma de A mais B. A representa a distribui¢do dos estagios de desenvolvimento da Eimeria
ao longo do segmento intestinal examinado (0 = sem parasitas, 1 = parasitas em um campo X10;
2 = parasitas em dois campos X10; 3 = parasitas em trés campos X10; 4 = parasitas em todos
0s quatro campos X10), e B representa a gravidade da infeccdo por Eimeria nos campos
examinados (0 = parasitas em 0% das vilosidades; 1 = parasitas em < 25% das vilosidades; 2 =
parasitas em 25 a 50% das vilosidades; 3 = parasitas em 51 a 75% das vilosidades; 4 = parasitas
em > 75% das vilosidades). Por exemplo, se A = 2 (parasitas em dois campos X 10) e B =2

(parasitas em 25 a 50% das vilosidades), entdo A + B = 4. O MLS total inicial pode variar de 0
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a8.

Analise Histomorfométrica

Apos coloracdo de Alcian Blue & PAS, o duodeno, jejuno e ceco das aves foram
avaliados em todos os grupos (Baron et al., 2022). Os parametros analisados foram: altura das
vilosidades, profundidade da cripta, espessura da vilosidade, espessura da mucosa, quantidade
de ceélulas caliciformes no vilo, relacdo altura de vilosidade/profundidade de cripta. Os vilos
medidos foram aqueles que o corpo do vilo estava integro e possivel de medir, esses vilos
tiveram suas alturas obtidas mensurando-os desde o 4pice até sua base, sendo o limite a area
adjacente a zona de criptas. A quantificacdo foi realizada em microscopia 6ptica comum, no
aumento de 10X, foram quantificados e realizadas trés medicdes de cada parametro em 10
campos distintos da ldmina de cada segmento intestinal por animal. Apos a selecdo dos vilos
viaveis para medicdo, foram contadas — nestes vilos — as células caliciformes presentes. A
contagem foi realizada em toda extensdo do vilo, de ambos os lados partindo desde a base até

a 0 apice e seguindo pelo lado oposto.

Estatistica

Os dados foram inicialmente analisados pelo teste de distancia K-S. Nos dados néo-
paramétricos, o teste de Friedmann foi usado, com o pés-teste de Student-Newman-Keuls. Para
analise morfométrica foi usado o Kruskal-Wallis test. Este teste foi aplicado usando Prism 4.00
(GraphPad Software, CA, USA) e Sigma-Stat (SPSS Corporation, USA). Aceitamos neste

estudo risco alfa menor ou igual a 5% e risco beta menor ou igual a 20%.
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RESULTADOS
Contagem de oocistos (OPG) e qPCR

Nenhum oocisto foi detectado nas excretas das galinhas ao 15° dia de idade para todos
0s grupos. Oocistos ndo foram detectados nas aves sem desafio (G1) nos dias 17, 19 e 21 dias.
Entretanto, nos grupos G2, G3 e G4 foram encontrados oocistos nas fezes em todos os dias
avaliados apos o desafio. Conforme esperado, 0s animais que receberam a maior concentragdo
de in6culo no desafio apresentaram maiores quantidades de oocistos nas fezes (Tabela 3). As
aves desafiadas (G2, G3 e G4) apresentaram queda do consumo de racdo, apatia e diarreia como
sinais clinicos, com maior intensidade no quarto e quinto dia ap6s a inoculacdo. No quinto dia
pos desafio, as aves de todos os grupos desafiados apresentaram diarreia sanguinolenta. Em
relacdo a identificacdo molecular da Eimeria usando gPCR, todos os controles positivos (CP)
amplificaram no ensaio espécie, sendo que o controle negative (G1- grupo ndo desafiado) ndo
amplificou. Nos grupos desafiados (G2, G3 e G4) houve deteccdo de DNA nas excretas nos
dias 1, 3 e 5 apds desafio (Tabela 3), mas a excrecdo de oocistos foi menor nos grupos

desafiados e infectados com dose de desafio menor.

Avaliacdo das lesdes macroscopicas e histopatoldgicas

Todos as aves desafiadas (G2, G3 e G4) foram positivas para coccidiose, com lesdes
macroscopicas especificas no intestino para todas as cepas presentes no desafio (E.acervulina,
E.maxina e E.tenella) (Figura 1). Todos os grupos desafiados tiveram pontuacdes de lesdo
macroscopica e microscopica mais altas do que o grupo controle (G1, Tabela 4) no intestino
superior, intestino meédio e ceco. As lesBes macroscopica com menor extensdo foram
observadas na porcao do jejuno (E. maxima). Os resultados demonstraram que as aves do grupo

G4 (alto desafio) apresentaram leséo cecal macroscopica mais severa em comparagao com as
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aves desafiadas do grupo G3 e G2. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
desafiados (G2, G3 e G4) na analise macroscépica no intestino superior (duodeno) e medio
(jejuno).

As andlises histopatoldgicas do intestino delgado (duodeno e jejuno) e ceco séo
apresentadas na Figura 2 e Tabela 4. Nenhuma lesdo Obvia para o intestino delgado e ceco foi
observada no grupo G1 (ave ndo desafiada). Ao contrario, petéquias e sangramento (leve a
moderado) no intestino delgado e no ceco foi detectado em todos os grupos desafiados (G2, G3
e G4), indicando que as aves do presente estudo apresentavam infeccdo coccidica
moderada/grave. Aves desafiadas (G2, G3 e G4) apresentaram lesGes moderadas a graves
(escore 6-7 no duodeno, escore 6-8 no jejuno e escore 3-6 nNo ceco). As principais alteracbes
encontradas nesta avaliacdo foram hemorragias na mucosa e submucosa, algumas vezes
acompanhadas de estruturas parasitarias compativeis com Eimeria spp., sem evidéncia de
necrose (Figura 2). Nos cortes de jejuno que receberam escore 0 durante a avaliacdo
macroscopica na analise histopatoldgica estruturas parasitarias de E. maxima foram observadas

em todas as aves.

Medidas Histomorfométricas do Duodeno, Jejuno e Ceco

A histomorfometria do duodeno, jejuno e ceco dos frangos aos 21 dias de idade séo
apresentadas na Tabela 5. Para um frango saudavel, espera-se que a relacdo altura de
vilo/profundidade da cripta (VH:CD) seja de pelo menos 5 (cinco partes de vilo por uma parte
da cripta) (Ruangpanit et al., 2020), conforme observado no grupo controle (G1). Os desafios
(G2, G3 e G4) resultaram em uma diminuicao significativa na relagdo VH:CD duodenal, jejunal
e cecal (P<0,05) em compara¢do com as aves ndo desafiados (G1). Além disso, o desafio

apresentou uma reducdo significativa na altura das vilosidades e profundidade das criptas
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(P<0,05) comparada as aves ndo desafiadas. Os frangos de corte desafiados apresentaram uma
significativa reducdo na densidade das células caliciformes em comparagdo com 0 grupo
controle (P<0,001), sendo que interacdo entre a dose do desafio foi também observada na
quantidade de células caliciformes nas vilosidades do duodeno. Os grupos desafiados (G2, G3
e G4) apresentaram diminuicao do tamanho da vilosidade (VH) e um aumento na espessura do

vilo quando comparado as aves do grupo controle (G1) no duodeno, jejuno e ileo.

Permeabilidade Gastrointestinal

Os resultados da permeabilidade gastrointestinal sdo representados pelos niveis de FITC-
d recuperados no soro das aves. Maiores concentracfes de FITC-d no soro representa aumento
da permeabilidade gastrointestinal. A permeabilidade gastrointestinal mais severa (300+14,1
ng/mL) foi observada no grupo com desafio alto (G4). No entanto, as aves desafiadas no grupo
médio-alto desafio (G3) ndo diferiram do G4 e apresentaram 250+18,4 ng/mL de FITC-dextran
no soro. Entretanto, as aves do G4 e G3 apresentaram maior permeabilidade do que o grupo
com médio-baixo desafio apresentou 73,94+4,3 ng/mL de FITC-dextran no soro (P <0,05) e o

grupo nao desafiado apresentou menos de 7,7£2,8 ng/mL (P < 0,0001).

DISCUSSAO

As infeccOes coccidicas sdo autolimitadas e dependem em grande parte do nimero de
oocistos esporulados ingeridos (Chapman, 2014). Varios estudos demonstraram que existe uma
dose ideal, de modo que o potencial reprodutivo do parasita seja atingido e eles se reproduzam
com eficiéncia dentro das células epiteliais. A ingestdo de doses muito altas pode causar o
chamado “efeito de aglomeracao”, interrompendo a continuidade do ciclo de vida do parasita,

ao mesmo tempo em que gera danos intestinais (Williams, 2001, Williams, 1973, Jenkins et al.,
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2017). Alguns estudos caracterizaram o potencial reprodutivo de cada espécie de Eimeria em
condicdes experimentais, usando diferentes doses infectantes de oocistos esporulados, de E.
acervulina , E. brunetti, E.maxima, E. mitis, E. necatrix, E. praecox ou E. tenella (Teng et al.,
2020, Williams, 1973, Teng et al., 2021a). A utilizacdo de desafio de Eimeria spp. em estudos
de infeccdo ou de avaliacdo de aditivos e nutrientes em racédo de frango é comum (Teng et al.,
2021b, Teng et al., 2021a, Hernandez-Velasco et al., 2014, Allen and Fetterer, 2002a).
Reforcando a importancia de estudos sobre dose de desafio. A competicdo intraespecifica sobre
as infecgdes de coccidiose, dependentes do nimero de indculo esporulados ingeridos (oocistos)
é relatado (Jenkins et al., 2008, Conway et al., 1993).

No estudo atual, observamos que a gravidade da infeccdo por Eimeria regulou
linearmente as lesGes macroscopicas e microscopicas no intestine superior, médio e no ceco,
como também alterou a dindmica da permeabilidade intestinal, o que esta de acordo com
relatorios anteriores (Teng et al., 2020). De fato, os coccidios do desafio invadem a mucosa
intestinal e induzem certo grau de dano e inflamacgdo das células epiteliais. Nos trés desafio
utilizados observamos oocistos causando alteragdes histologicas marcantes nas células
epiteliais intestinais do frango, incluindo distorcédo, ruptura, separacdo de células adjacentes e
descamacdo. Aves infectadas pelo desafio apresentaram a doenca clinica, observamos penas
ericadas, apatia e diarreia. Além disso, o consumo de racdo e agua diminui, e as fezes
apresentaram aquosas nos primeiros dias pos desafio e no quinto dia pos-desafio observamos
diarreia hemorragica nos trés grupos desafiados. Essas alteragdes podem estar associadas a
problema de ma absorc¢éo devido a atividade reduzida da enzima da borda em escova (Adams
etal., 1996) e a ruptura da integridade intestinal (Assis et al., 2010). A coccidiose também pode
causar outras alteracdes intestinais; por exemplo, uma inoculagédo com oocistos de E. acervulina

e E. maxima aumenta o tamanho e o nimero de células caliciformes ao longo das criptas ileais
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em frangos de corte (Collier et al., 2008).

Os resultados dos escores de lesao intestinal também foram associados a permeabilidade
gastrointestinal. A mudanca dinamica da permeabilidade intestinal é relacionado com o ciclo
de vida de Eimeria. Apos a entrada de esporozoitos nas células intestinais, ele se transformara
em trofozoito em 12 a 48 h (McDougald, 1998). Nesse estagio ocorre a divisdo multipla
assexuada, reproduzindo numerosos merozoitos nos esquizontes. Quando 0s esquizontes se
tornam maduros (3 dias pds infeccdo), liberam os merozoitos no intestino (McDougald, 1998).
Esses merozoitos liberados podem penetrar em outras células epiteliais e causar grande dano
no intestino (Dubey e Jenkins, 2018). Alta concentracdo de merozoitos prejudica severamente
o intestino do frango. No estudo atual, a infec¢do por Eimeria aumentou significativamente o
vazamento gastrointestinal apds 5 dias de desafio. Além disso, a permeabilidade gastrointestinal
aumentou linearmente em resposta a dose de inoculacdo graduada. Os niveis séricos de FITC-
d foram muito semelhantes entre os grupos com alto desafio e médio-alto desafio. Por outro
lado, ndo houve diferenca significativa entre os grupos desafiados nas pontuacoes de lesdo do
intestino médio e superior. Assim, com base nos resultados da permeabilidade gastrointestinal,
especula-se que as doses crescentes podem aumentar o vazamento gastrointestinal porque mais
esporozoitos no inicio da infeccdo podem reproduzir mais esquizontes e merozoitos nos
estagios seguintes.

As lesbes macroscopicas e microscopicas do intestino superior e médio ndo diferiram
significantemente entre os grupos desafiados. O efeito de aglomeracéo pode ser responsavel
por esse achado, o qual ocorre quando ha grandes numeros de oocistos ocupando o intestino, o
que leva a uma auto-inibicdo do potencial reprodutivo e reducdo da excrecdo de oocistos (Teng
et al., 2020, Williams, 2001, Conway et al., 1993). As aves desafiadas com menos oocistos,

apresentam mais espaco disponivel no intestino para Eimeria spp. passar pelo terceiro ou quarto
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ciclo assexuado, resultando em um pico tardio de permeabilidade. Embora o alto desafio (G4)
tenha levado a um pico mais precoce de permeabilidade gastrointestinal, ele ainda causou o
maior nivel de FITC-d entre todos os tratamentos durante todo o periodo de infeccdo. Como o
alto desafio deu origem ao comprometimento intestinal mais grave, as aves apresentaram atraso
na recuperacao.

A morfologia intestinal mostrou vilosidades lesionadas nas aves desafiadas,
especialmente nos grupos com médio-alto e alto desafio (G3 e G4), quanto maior o numero de
oocistos no desafio nos frangos, menor altura das vilosidades no duodeno, jejuno e ceco. Os
desafios reduziram altura das vilosidades tanto no duodeno (>20%) quanto no jejuno e ceco
(>30%) e aumentaram a profunidade das criptas em comparagao com as aves ndo desdafiadas.
No entanto, é desejavel que as vilosidades apresentem-se altas enquanto que as criptas
reduzidas, a diminuicdo da altura das vilosidades é responsavel pela reducao da digestibilidade
nas aves desafiadas (Bedrnik and Jurkovic, 1979). A menor relacdo altura de vilo/profundidade
da cripta indica que as aves desafiadas, infectadas, consomem mais energia e nutrientes
acelerando a renovacao das células epiteliais intestinais para expulsar os parasitas do intestino
(Cliffe et al., 2005; Clevers, 2013). O desafio, independentemente da dose utilizada, se
relacionou com reducdo da quantidade das células caliciformes. As células caliciformes
representam um importante mecanismo de defesa no trato intestinal (Bedrnik and Jurkovic,
1977), secretando mucinas que constituem a camada de muco, que atua como barreira fisica e
apresenta fungdes imunologicas para inibir a entrada de patdgenos nas células epiteliais
(Augustine, 2001). As mucinas séo a primeira linha de defesa contra patdgenos intestinais, com
a reducdo das celulas caliciforme as aves sdo mais susceptiveis a infeccdes (Bedrnik and
Jurkovic, 1977).

No presente estudo, foi utilizado diferentes desafios com oocistos esporulados de
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Eimeria, j& que sdo ideais para serem usados quando um estudo visa um nivel de desafio
especifico. Nossos resultados demonstram o impacto significativo na satude do intestino de
frangos de corte pela gravidade da coccidiose, com diferentes desafios de Eimeria. No entanto,
a dose de desafio ndo € o unico fator responsavel pela gravidade da infec¢do, mas também a
viruléncia da cepa de Eimeria, viabilidade dos oocistos, tempo e temperatura de armazenamento
dos oocistos. Nossos resultados fornecem informacgfes Uteis para estabelecer modelos de
desafio clinico ou subclinico para estudos futuros, como também subsidiam a decidir sobre uma
dose apropriada de desafio de E. acervulina, E. maxima e E. tenella em estudos futuros sobre a
avaliacdo de ingredientes de racdes ou aditivos de racdes para melhorar a saude intestinal de

frangos de corte.

CONCLUSAO

Nossos resultados das lesGes macroscépicas, microscopicas e morfometricas demonstram
que os trés modelos de desafio (médio-baixo, médio-alto e alto) podem ser utilizados como
ensaios para infeccdo experimental. A integridade intestinal em frangos de corte foram
negativamente influenciados de maneira dose-dependente pela infec¢do por E. acervulina, E.
tenella e E. maxima. No entanto, a permeabilidade gastrointestinal forneceu um quadro de
grande mudanca dindmica do vazamento intestinal, principalmento, nos desafios médio-alto e
alto. No geral, as lesdes intestinais e a permeabilidade gastrointestinal nos animais com desafio
alto ndo diferiu significantemente do desafio medio-alto sugerindo o efeito de aglomeracéo.
Portanto, para ensaios nutricionais os desafios medio-baixo e médio-alto seriam mais
adequados porque demonstraram relacdo entre a dose de desafio e parametros gastrointestinais

sem complicagdes como o efeito de aglomeracéo.
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Figura 1- Avaliagdo macroscopica do duodeno e ceco em frango de corte (5 dpi), macho, 21
dias. Frango de corte desafiado experimentalmente com a dose de desafio alta, 125.000 oocisto
de E. acervulina, 80.000 oocisto de E. maxima e 25.000 oocisto de E.tenella. A: duodeno
apresentando petéquias (setas) associada a Eimeria acervulina. B: Ceco, tiflite necro-
hemorragica difusa acentuada associada Eimeria tenella, cecos apresentando lesbes
hemorragicas (petéquias); C: duodenite catarral associada a Eimeria acervulina, com lesGes
esbranquicadas (setas); D: ceco, tiflite necro-hemorragica difusa acentuada associada a Eimeria

tenella, ceco apresentando coagulo e petéquias em sua mucosa
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Figura 2- Analise morfoldgica do duodeno, jejuno e ceco sob diversas condicGes de difentes
quantidade de oocistos de E. acervulina, E. maxima e E. tenella na morfologia intestinal de
frangos de corte (5 dpi). As setas indicam gametdcito ou oocistos. G2 (Médio-baixo desafio),
G3 (Médio-Alto desafio), G4 (Alto desafio): intestino apresentando contaminacdo grave por
Eimeria spp. G2, G3 e G4: intestino apresentando descamagédo do revestimento intestinal e
necrose das células e diferentes estagios de desenvolvimento de Eimeria spp. Os oocistos de
Eimeria estdo dentro dos enterdcitos da coluna epitélio. O ceco apresentando grande presenca

de hemaceas. Ampliagdo, 100x.



Tabela 1. Dose de desafio de Eimeria spp. para cada grupo (Teng et al., 2020).
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Tratamentos E. acervulina E. maxima E. tenella
(n° oocistos) (n° oocistos) (n° oocistos)
Sem desafio (G1) 0 0 0
Medio-baixo desafio (G2) 31.250 20.000 6.250
Meédio-Alto desafio (G3) 62.500 40.000 12.500
Alto desafio (G4) 125.000 80.000 25.000




Tabela 2. Escore de lesdo para lesdes tipicas de Eimeria spp.

Escore de lesao

Achados macroscopicos observados

0

Sem leséo

Parede do intestino delgado grosseiramente mais fina, rasga
facilmente sob tensdo leve, mas ndo tem evidéncia grosseira de
necrose da mucosa ou outras anormalidades

Um ou mais focos necroticos de areas de aproximadamente 1 a5 mm
de espessura total da mucosa

Necrose maior que 5 mm e consistindo de detritos necréticos
laranja/marrom

Grandes areas necréticas confluentes de espessura total da mucosa no

intestino delgado afetando 25% ou mais do intestino delgado

64
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Tabela 3. NUmero de oocistos por grama de fezes de Eimeria spp. para cada tratamento, antes

do desafio e 1, 3 e 5 dias pos-desafio (dpi) realizado pela técnica de contagem em camara de

Mc Master.
Ovos. grama?® Estatus q°PCR Quantidade media
na gPCR
= Antes do desafio 0 ndo detectavel O
o % 1 dpi 0 ndo detectavel 0
% '% 3 dpi 0 ndo detectavel 0
S 2 5 dpi 0 ndo detectavel 0
Antes do desafio 0 ndo detectavel 0O
£ Q 1 dpi 2,0 x 10° detectavel 3167,545
82 sqpi 2,9 x 10° detectavel 25,569,347
S 5 5 dpi 5,7 x 10° detectavel 250.501,568
= o
Antes do desafio 0 ndo detectavel 0
2 g 1 dpi 3,0x 108 detectavel 8.665,856
._cé -..c_‘—i 3 dpi 3,6 x 10 detectavel 31.751,037
s é 5dpi 74 x 10° detectavel 250.059,875
o Antes do desafio 0 ndo detectavel 0
?; 1 dpi 9,6 x 10* detectavel 41.723,154
° _ 3 dpi 6,7 x 10° detectavel 8.375,960
% @, 5 dpi 3,4 x 10° detectavel 417.284,204
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Tabela 4. Escores das lesbes macroscopicas e microscopicas intestinaisem frangos de corte (5

dpi), experimentalmente infectados por Eimeria spp. (G1: controle negative, G2: médio-baixo

desafio, G3: médio-Alto desafio, G4: alto desafio)

Sem desafio  Médio-baixo desafio Médio-Alto desafio Alto desafio
Grupos Pr>y?
(G1) (G2) (G3) (G4)
Score Macroscopico
Duodeno 0+0? 3,37+0,52° 3,25+0,71° 3,13+0,64° 0,0017
Jejuno  0x0? 1,0040,75" 1,25+0,25" 1,37+0,38" 0,0091
Ceco 0+0° 2,00+0,93° 3,12+0,99°¢  3,63+0,52° 0,0372
Score Microscopico
Duodeno 0+0? 6,13+2,85°  7,38+0,52° 7,00+1,19° 0,0032
Jejuno 0+0? 6,87+2,80°  8,00+0,00° 6,75+1,40° 0,0020
Ceco 0+0? 3,75#2,24° 51242 47° 6,25+1,16" 0,0082

A andlise foi realizada com o teste de Kruskal-Wallis e os dados sdo apresentados como Média

+ SEM.

a.b.¢.d Diferentes letras sobrescritas indicam a diferenca estatistica significativa entre os grupos

(P<0,05).
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Tabela 5. Valores médio (desvio padrdo) da morfometria intestinal (em microns) de frangos de
corte intectados experimentalmente com E. maxima, E. acervulina e E. tenella e necropsiados

aos 21 dias de idade (5dpi) (G1: controle negative, G2: médio-baixo desafio, G3: médio-Alto

desafio, G4: alto desafio) na morfologia intestinal de frangos de corte (5 DPI).

GRUPOS
Variaveis Gl G2 G3 G4
Duodeno
AV, um 852+88,64° 586,5+178,07°  576,9+214,64°  636,6+207,68"
PC, um 145,4+8,52 168,2+21,36 173,2+67,72 157,5+20,20
EM, um 124,3+30,68° 211,2+43,73° 252,2+66,30° 274,5+65,71°
VIC 5,8+0,69° 3,50,88" 3,5+1,36° 4,1+1,36"
cC 126,8+26,66° 56,29+8,48" 34,13+9,48° 34,89+8,95°
Jejuno
AV, um 739,7+39,78° 389,9+164,42°  440,1+124,42°  429,4+140,44
PC, um 124,1+11,49? 163,4+36,43" 152,7+49,42°  146,1+22,82%P
EM, um 110,1+10,33? 227,8+89,52° 198,3+40,52° 235,2+21,31°
VIC 6,0+0,65° 2,340,64° 2,9+1,00° 3,1%+1,43°
ccC 135,87+22,00 45,94+12,00° 31,05+7,50° 30,2+4,30°
Ceco
AV, um 583,5+52,58? 256,5+125,70°  183,0+42,78° 182,0+43,39"
PC, pm 109,8+9,33? 145,4+23,04° 137,8+17,88° 136,0+20,62"
EM, pm 101,8+18,81 131,3+46,95 122,2+23,04 102,2+19,99
VIC 5,340,632 1,7+0,70P 1,3+0,31° 1,30,32°
cC 124,5+13,86° 10,3+3,50° 6,5+2,76° 7,0+2,86"¢
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AV: altura da vilosidade; PC: profundidade da cripta; EV: espessura da vilosidade; EM:
espessura da mucosa; V/C: relagdo altura de vilosidade/profundidade de cripta; CC: células
caliciformes

A analise foi realizada com os testes de Kruskal-Wallis.

a.b.¢.d Diferentes letras sobrescritas indicam a diferenca estatistica significativa entre (P<0,05).



