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RESUMO

A avicultura é considerada uma importante atividade econdémica em diversos paises.
Em instalacbes de grande escala de criagdo, onde aves sdo expostas a fatores
estressantes, problemas relacionados a doencas e deterioracdo das condicbes
ambientais ocorrem frequentemente e resultam em graves perdas econfmicas.
Apesar de ser uma doenca relativamente antiga, a coccidiose ainda é uma das
principais enfermidades causadoras de perdas econdmicas em frangos de corte e
reprodutoras. O presente trabalho visa avaliar as alteracdes patoldgicas e
metabdlicas em frangos de corte infectados experimentalmente com oocistos
esporulados de Eimeria maxima. A pesquisa foi desenvolvida na Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do Tocantins (UFT), localizada no
municipio de Araguaina — TO, onde foram realizados o protocolo experimental e as
analises zootécnicas; no Laboratério de Histologia da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), em Manaus-AM, onde foram realizadas a confecg¢édo e analise
das laminas histolégicas; e no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Regional
de Coari, municipio de Coari — AM, onde foram feitas as analises bioquimicas. Para
realizacdo do experimento, foram utilizados 150 frangos de corte da linhagem Coob,
machos, com dez dias de idade, randomizados de acordo com o peso e distribuidos
em dois grupos experimentais: grupo controle, sendo inoculado com 0,5 ml de 4gua
destilada; grupo infectado, inoculado com 0,5ml de solucdo contendo 5x10* oocistos
esporulados de Eimeria maxima. O desempenho zootécnico foi avaliado no 0 (dia da
inoculacéo), 5°, 10°, 15°, 25° e 35° dpi, sendo abatidas, por deslocamento cervical,
quinze aves/grupo. Os primeiros sinais clinicos foram perceptiveis no 5° dpi, onde as
aves apresentaram apatia seguida de diarreia fétida, mucdide, penas ericadas e
ganho de peso inferior quando comparado com as aves do grupo controle. Ao final
do experimento o grupo controle produziu 28,839 kg de carne e o grupo infectado
28,053kg de carne dos frangos utilizados no trabalho. Apesar da somatéria na
producdo da carne ter sido maior no grupo controle O peso do coracdo e da moela
dos animais experimentais ndo apresentou diferenca significativa, ja o figado teve
diferenca no dia 5°, 15° e 35° dpi. Quanto ao hematdcrito os frangos experimentais
nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05) desde o inicio do experimento até
o final, 5° - 35°dpi. Os niveis de proteinas mantiveram- se significantes (p<0,05) em
todos os dias de coleta. A avaliacdo patologica evidenciou mucosa congesta e
presenca de grande quantidade de muco no 6° dpi. Diante disso, conclui- se que a
dose de 5x10° de E. maxima inoculada no grupo experimental foi suficiente para
ocasionar danos ao organismo animal.

Palavras —chave: Coccidiose. Eimeria maxima. Frangos de corte. Eimeria spp.



ABSTRACT

The poultry industry is an important economic activity in many countries. In large-
scale installations of creation, which birds are exposed to stressors, problems related
to diseases and deteriorating environmental conditions often occur and result in
serious economic losses. Despite being a relatively old disease, coccidiosis is still
one of the main diseases causing economic losses in broilers and breeders. This
study aims to evaluate the metabolic and pathological changes in broilers
experimentally infected with oocysts of Eimeria maxima. The research was
conducted at the School of Veterinary Medicine and Animal Science of the Federal
University of Tocantins (UFT), located in the municipality of Araguaina - TO, being
performed the experimental protocol and analysis husbandry, in the Histology
Laboratory of the Federal University of Amazonas (UFAM ) in Manaus-AM, where |
made the preparation and analysis of histological slides, and the Laboratory of
Clinical Analysis of the Regional Hospital of Coari, from Coari - AM, where
biochemical analyzes were performed. To perform the experiment, we used 150
broiler strain cooB males, with ten days of age were randomized according to weight
and randomly assigned to two experimental groups: control group was inoculated
with 0.5 ml of distilled water; infected group inoculated with 0.5 ml of solution
containing 5x104 sporulated oocysts of Eimeria maxima. The live performance was
evaluated at O (day of inoculation), 5 °, 10 °, 15 °, 25 ° and 35 ° dpi, being
slaughtered by cervical dislocation, fifteen birds / group. The first clinical signs were
noticeable on the 5th dpi, where the birds showed apathy followed by fetid diarrhea,
mucoid, ruffled feathers and lower weight gain compared with the control group of
birds. At the end of the experiment the control group produced 28.839 kg of meat
infected group and 28.053 kg of meat of chickens used in the study. Although the
sum in beef production was higher in the control group The weight of the heart and
gizzard of the experimental animals showed no significant difference, because the
liver had difference on day 5 °, 15 ° and 35 ° dpi. As for hematdcrit experimental
chickens showed no significant difference (p> 0.05) from baseline to the end of the
experiment, 5 ° - 35 ° dpi. Protein levels remained significant (p <0.05) on all days of
collection. The pathologic evaluation showed congested mucosa and presence of
large amounts of mucus at 6 dpi. Therefore, it is concluded that the dose of 5x103 E.
Maximum inoculated in the experimental group was enough to cause harm to the
animal organism.

Key-words: coccidiosis. Eimeria maxima. Broilers. Eimeria spp.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve um aumento no consumo de carne de frango no
Brasil e no mundo, isso por sua vez obrigou o desenvolvimento de tecnologias para
serem empregadas na producédo avicola industrial a fim de melhorar a alimentacéo e
a precocidade dos frangos que séo levados para o abate (LUCHESE et al., 2007).

O consumo interno de frango esta em ascensao no Brasil, a média em 2011 foi
de 47 quilos por habitante em comparacdo com o ano de 2010 que foi de 44 quilos
por habitante, conquistando a terceira colocacao no ranking mundial de consumo per
capita de carne de frango, atras apenas dos Estados Unidos e Ardbia Saudita
(UBABEF, 2013). Segundo Avisite (2013), dados preliminares da USDA apontam um
volume de pouco mais de 4 (quatro) milhdes de toneladas na exportacdo de carne
de frango, o que representa um aumento de 4% em comparagdo com o ano de
20009.

Mesmo com uso de elevada tecnologia, o intensivo sistema de producédo de
frangos,ndo assegura que o ambiente de criacdo das aves esteja livre de patdogenos
que prejudicam a eficiéncia do aproveitamento dos nutrientes das racdes, em
consequéncia do provavel aparecimento de desordens entéricas (RAMOS et al.,
2011).

A principal parasitose encontrada na avicultura é ocasionada por protozodrios
do género Eimeria, também conhecidos como coccideos, sendo responsaveis por
Sérios prejuizos econémicos, principalmente, devido a casos de diarreia e mortes em
animais jovens (SANTOS et al., 2003; LUCHESE et al., 2007).

As eimerioses apresentam carater endémico nas granjas, sendo descritas sete
espécies de Eimeria que causam coccidiose em aves: E. acervulina, E. praecox, E.
maxima, E. mitis, E. necatrix, E. tenella, E. brunetti (FREITAS, 2011; LUCHESE et
al., 2007; PENHA et al., 2008).

Os agentes causadores da coccidiose sao parasitos intracelulares que
multiplicam - se no intestino, causando destrui¢cdo tecidual e prejudicando a digestéao
e a absorcdo dos alimentos, resultando num quadro clinico de diarreia aquosa ou
hemorragica (KAWASOE, 2000). Para Allem (2002), os sinais clinicos da coccidiose
variam de acordo com a espécie de coccideos presentes na infeccdo. A Eimeria
maxima € moderadamente patogénica e considerada dentre as demais espécies
como a mais imunogénica (ALLEN; JENKINS e MISKA, 2005; SHARMAM, 2010),
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causando queda no ganho de peso, elevada morbidade, diarreia e, raramente,
mortalidade (IDRIS et al., 1997; ZULPO et al., 2007). Produtores interessados na
manutencdo de uma boa coloracéo da pele, bem como criacdes de aves de postura
devem estar preocupados com infec¢cdes subclinicas porque o efeito dessa espécie
esta relacionado a absorcdo de xantofila e pigmentos carotendides pelo intestino
delgado (Mc DOUGALD, 2007).

Goodwin, Brown e Bounous (1998), estudando os diferentes métodos de
deteccdo para E. maxima, concluiram que o método de avaliagdo pelo escore de
les&o, individualmente, ndo confere grande valor diagnéstico, sendo o grau de lesédo
histopatolégico o melhor método diagndstico seguido da contagem microscopica de

oocistos.

O estudo visa elucidar os mecanismos envolvidos na relacdo hospedeiro-
parasito por meio da avaliacdo das alteracdes patolégicas e metabdlicas em animais

infectados experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria maxima.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Eimeria

Rivolta e Silvestrini (1873) classificaram como Eimeria avium as espécies de
coccidia apresentando oocistos tetraesporocisticos, encontradas em diversas
espécies de aves. Em seguida, no ano de 1891, Railliet e Lucet, descreveram o
Coccidium tenellum, posteriormente designada E. tenella por Fanttam em 1909,
como espécie parasita de pintos, causadora de doenca no ceco, baseando as
espécies nas medidas dos oocistos e em infec¢do experimental em pintos normais
(Tyzzer, 1929).

Posteriormente, Tyzzer (1929) descreveu trés novas espécies de Eimeria
causadoras da enfermidade em aves: E. acervulina, E. maxima e E. mitis. Duas
outras espécies, E. necatrix e E. praecox, foram descritas mais tarde por Johnson
(1930). Logo em seguida, Levine (1942) descreveu outra espécie o qual denominou
de E. brunetti (REID; LONG e MCDOUGALD, 1984).

Segundo Entzeroth, Mattig e Meier (1998), as espécies do género Eimeria,
pertencem ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea e familia Eimeriidae. O filo
Apicomplexa apresenta um conjunto de organelas caracteristicas denominadas de
complexo apical, e constituidas por anéis polares, conéide (organela de penetracdo),
microtubulos subpeliculares, roptrias (formacdo do vacuolo parasitéforo),
micronemas (responsavel pela adesao e reconhecimento da célula hospedeira) e
granulos densos (remodelacdo metabdlica para o desenvolvimento do parasita)
(Tyzzer, 1929).

2.2 Eimeria maxima Tyzzer 1929

Sete espécies de Eimeria sdo geralmente consideradas como agentes
causadores da coccidiose aviaria, e sao E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E.
mitis, E. necatrix, E. praecox e E. tenella (Tyzzer, 1929). As diferencas atribuidas a
espécie sdo em relacdo a sua biologia, tais como local de desenvolvimento,
aparéncia morfolégica, os estagios do ciclo de vida, os periodos pré-patente e
patente e especificidade imunoldgica (SCHNITZLER e SHIRLEY, 1999).
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Dentre as espécies citadas, E. acervulina, E. maxima e E. tenella sao
consideradas as mais importantes para a industria avicola, devido a sua onipresenca
nas granjas, patogenicidade inata e caracteristicas imunolégicas (CARDOZO e;
LILLEHOJ et al., 2004; PRADO, 2005; YAMAMURA, 2006), sendo E. maxima
considerada, dentre as demais espécies, uma das que possui maior patogenicidade
(SHARMAN, 2010).

De acordo com Mc Dougald (2007) os oocistos de E. maxima séo ovoides, com
parede lisa ou um pouco rugosa e apresentam duas camadas. Reid, Long e Mc
Dougald (1984) descreveram que os maiores oocistos medem 42,5um por 29,8um e
os menores de 21,5um por 16,5um, com uma média de 30,5 x 20,7 um de cor
dourada, superando desta forma o tamanho dos oocistos de outras espécies. Apesar
do tamanho grande dos oocistos, descreve que 0 oocisto maduro € menor que o
microgametdcito, e que 0s merozoitos sdo menores do que os das espécies E.mitis
e E. acervulina. Segundo Tyzzer (1929) E. maxima acomete principalmente a regido
média do intestino delgado, além de apresentarem lesdes também no duodeno e no
ileo, e o0 nome dessa espécie se deve ao tamanho grande dos seus oocistos
(SANTOS et al., 2003; SHIOTANI et al., 1992).

Esta espécie deveria ser classificada como moderada a severamente
patogénica. Mortalidade leve a moderada tem sido relatada tanto nos experimentos
a campo quanto nas infeccdes experimentais, e em varios casos ha extremo
emagrecimento, palidez, engrossamento das penas e anorexia. (REID, LONG e
MCDOUGALD, 1984). BORDIN (1994) e IDRIS et al. (1997) descreve que a infeccéo
causa enterite hemorragica associada ao espessamento da parede intestinal, e as
lesBes estdo confinadas geralmente a metade superior das vilosidades. O primeiro
autor relata ainda que no epitélio, os esquizontes aparecem acima do nucleo e
também na lamina propria, de acordo com a severidade da doenca, e que as fases
de merogonia e gametogamia sao consideradas importantes como geradoras de
lesdes.

Segundo REID et al. (1984), os escores de lesdo estdo entre 0 e 4 e sdo
baseados nos niumeros comparativos de petéquias, quantidade de muco sanguineo,

grau de espessamento e inchaco da por¢cdo média do intestino delgado.
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2.3 Biologia Parasitaria

A coccidiose aviaria € transmitida mediante as fezes do animal infectado, onde
0s coccidios completam seu ciclo de vida dentro das células do intestino hospedeiro
(FERNANDO; ROSE e MILLARD, 1987). No ambiente, o animal infectado elimina
oocistos ndo esporulados juntos as fezes e, em condi¢Bes climaticas favoraveis de
umidade, temperatura e oxigenacdo (WALDENSTED et al., 2001), estes sofrem
esporulacdo tornando-se assim infectantes podendo suportar, durante meses,
condicdes adversas até que seja ingerido por um hospedeiro (KAWAZOE, 2009).

Um dos principais fatores contribuintes para a resisténcia no meio ambiente é a
espessura da parede do oocisto. De maneira geral, 0s oocistos com paredes mais
espessas sdo mais resistentes as condicdes adversas favorecendo a manutencao
dos oocistos, onde os animais sao criados (GARDNER et al., 1991).

Entretanto, essa mesma parede espessa que protege O oocisto contra
condicBes adversas aumenta o periodo de esporulacdo, por exemplo: 0s oocistos de
E. escomeli, parasito de tamanduas-bandeira (Myrmecophaga tridactyla), em
condicdes de oxigenacdo e temperatura controlada apresentam um periodo de
esporulacdo de semanas devido a sua parede espessa (FREITAS et al., 2006;
GARDNER et al., 1991). Enquanto que os oocistos de E. acervulina, parasitos de
frangos, apresentam um tempo de esporulacdo de no maximo 2 dias (MICHAEL e
HODGES, 1971; WILLIAMS, 1995) quando submetidos as mesmas condicdes
ambientais citadas anteriormente, e tais diferencas se devem as respectivas
espessuras de parede.

O término da esporogonia, segundo Norton e Chard (1983), é indicada pelo
aparecimento de dois grandes granulos polares e o corpo Stieda no esporocisto.
Segundo Waldenstedt et al. (2001), o tempo minimo de esporulacéo para E. maxima
€ um dos maiores quando comparado com outras espécies parasitas de frangos
com um tempo médio de 36 horas.

Apoés ingestdo do oocisto esporulado, 0s esporozoitos invadem a célula
hospedeira, mais precisamente os enterocitos (FERNANDO; ROSE e MILLARD,
1987). A membrana do oocisto se rompe pela acdo mecanica inicial da moela e
pelos estimulos de temperatura e gas carbonico liberando os esporocistos. No
duodeno, a acdo da tripsina digere uma estrutura chamada corpo de Stieda e os sais

biliares estimulam a mobilidade dos esporozoitos, promovendo a excitacdo e sua
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liberacdo para a luz intestinal. Uma vez livres na luz intestinal, os esporozoitos
invadem ativamente a célula hospedeira, formando um vacuolo parasitéforo, nas
células da lamina prépria ou criptas epiteliais transformando-se em trofozoitos ou
merontes uninucleados com forma arredondada (ENTZEROTH; MATTIG e MEIER,
1998) (Figura 1). O periodo pré-patente é de 120 horas para E. maxima (BORDIN,
1994; JOHNSTON et al., 2001).

O ciclo assexuado ocorre primeiramente com a formacao de merozoitos por um
processo de merogonia onde ocorre a divisdo sucessiva do nucleo, com formacgéao
final de merozoitos dentro do meronte. Este produz no seu interior um ndamero
variavel de merozoitos, dependendo da espécie de Eimeria. Apds romperem a célula
hospedeira, os merozoitos atingem a luz intestinal tornando assim os chamados
esporozoitos que invadem novas células epiteliais intestinais formando uma nova
geracao de merozoitos (LONG, 1987).

Fernando; Rose Millard (1987), estudando a migracdo dos esporozoitos intra e
extra-entericamente, observaram que estagios iniciais de E. maxima, ndo s&o
confinados somente ao intestino, mas que estagios infectantes podem ser
encontrados no sangue, nos sinusoéides do figado e bagco. Segundo os mesmos
autores, as células responsaveis por carrear esporozoitos de E. maxima s&o 0s
linfécitos intra-epiteliais, cerca de 6 horas apoés infec¢do. Alguns desses merozoitos,
pelo mesmo processo, originam uma terceira e quarta geracdo de merontes,
enquanto outros ao penetrarem em novas células iniciam a fase sexuada com

formacado de gametas masculinos (microgametas) e femininos (macrogametas).

2.4 Epidemiologia no Brasil

A coccidiose é uma doenca de distribuicdo mundial, sendo responsavel por
causar grandes perdas econdmicas para a cadeia produtiva avicola em diversos
paises (KHAN et al., 2008; MUAZU et al., 2008), inclusive no Brasil (CARDOZO e
YAMAMURA, 2006). As perdas econdmicas estdo associadas a morbidade
persistente (CARDOZO e YAMAMURA, 2006), decorrente da ma administracéo dos
medicamentos, resisténcia dos isolados de Eimeria spp, anticoccidianos
(VERDUZCO; CUEVAS e COELLO, 2009), manejo inadequado dos locais de
criacdo (TOLEDO et al.,, 2011) e do uso inadequado de vacinas vivas virulentas
(SCHNITZLER e SHIRLEY, 1999).
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No Brasil, o primeiro caso de eimeriose aviaria foi relatado por Reis e NObrega
(1936) no Estado de Sao Paulo e, dentre as espécies descritas, encontrava-se E.
acervulina, E. maxima e E. tenella, sendo as mesmas monitoradas atualmente nas

granjas por meio do escore de lesdo no intestino.

Pesquisas epidemioldgicas sobre a enfermidade sdo escassas no pais, porém
demonstram a alta prevaléncia do patdégeno nas granjas avicolas. Estudos
realizados em granjas de frangos de corte em diversos municipios do pais mostram
a ocorréncia das seis espécies de Eimeria: E. maxima, E. brunetti, E. tenella, E.
acervulina, E. mitis e E. necatrix, sendo a E. maxima a mais frequente (CARDOZO e
YAMAMURA 2006; LUCHESE et al. 2007;TERRA et al., 2001).

No estado do Tocantins, Toledo et al. (2011), estudando a presenca da
coccidiose na regido de Araguaina, mostrou que a frequéncia da enfermidade nessa
regido foi de 100%, e possui a presenca de quatro das espécies que acometem as
aves, dentre elas E. maxima. Esta, encontra-se presente com alta prevaléncia desde
criacdes industrial e alternativa (LUCHESE et al., 2007) até em lotes vacinados e
tratados com anticocidiano (CARDOZO e YAMAMURA, 2006). Segundo Shirley
(1994), a elevada frequéncia da E. maxima € atribuida a pronunciada diversidade
antigénica entre as diferentes populagdes, sendo classificada, de acordo com Reid,
Long e Mcdougald (1984), como uma espécie moderada a severamente patogénica,

relatada tanto em experimentos a campo guanto em infec¢cdes experimentais.

2.5 Sinais clinicos e achados de necropsia

A doenca é espécie especifica e afeta o hospedeiro de varias formas,
dependendo da preferéncia tecidual do parasito especificamente envolvido e do
namero de oocistos ingeridos na infeccéo inicial (CONWAY et al., 1993; SHAH et al.,
2010).

Segundo Mc Dougald (2007), minimos danos teciduais ocorrem com 0s
primeiros dois ciclos assexuais, que desenvolvem superficialmente nas células
epiteliais da mucosa. Quando no estagio sexual, desenvolvem-se mais
profundamente nos tecidos nos dias 5-8 apds infeccdo, lesdes se desenvolvem
devido & congestdo e edema, infiltracdo celular e espessamento da mucosa
(SHARMAM, 2010).
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E. maxima é moderadamente patogénica e considerada dentre as demais
espécies como a mais imunogénica (ALLEN; JENKINS e MISKA, 2005; SHARMAM,
2010), causando queda no ganho de peso, elevada morbidade, diarreia e,
raramente, mortalidade. (IDRIS et al., 1997; ZULPO et al., 2007). Produtores
interessados na manutencao de uma boa coloracao da pele, bem como criagcbes de
aves de postura devem estar preocupados com infeccbes subclinicas porque o
efeito dessa espécie esta relacionado a absorcdo de xantofila e pigmentos
carotendides pelo intestino delgado (Mc DOUGALD, 2007).

As lesBes principais sdo as hemorragias na por¢cdo média do intestino, mais
especificamente na regido de jejuno e ileo (ZULPO et al., 2007).Ha enterite catarral,
0 conteudo intestinal é viscoso com presenca de muco, apresentando-se marrom-
alaranjado. Gametocitos ou oocistos amarelados grandes podem ser vistos em
esfregacos da mucosa intestinal (ALLEN; JENKINS e MISKA, 2005). A
histopatologia € caracterizada por edema e infiltragdo celular, desenvolvimento de
esquizontes a partir do 4° dia pds-infec¢do (dpi) (FERNANDO; ROSE e MILLARD,
1987), e estagios sexuais (macrogametas e microgametas) nos tecidos profundos
nos dias 5-8 (Mc DOUGALD, 2007).

Segundo Johnson e Reid (1970), os escores de leséo sdo classificados entre 0
e 4, baseados nos numeros comparativos de petéquias, quantidade de muco
sanguineo, grau de espessamento e inchago da porcdo média do intestino delgado.
Alguns estudos ja foram realizados com intuito de saber as alteracfes
fisiopatoldgicas em aves infectadas por Eimeria spp.Voeten, Orthel e Rigen (1988)
ao inocular, simultaneamente, E. maxima e E. acervulina em frangos de corte
observaram queda no ganho de peso corporal devido a uma ma absorcdo de
nutrientes.

A enterite sanguinolenta que afeta a digestdo, prejudica a absorcdo de
eletrolitos, conforme as pesquisas desenvolvidas por Turk (1973) que observou
reducdo na absorcdo de calcio, ferro (TURK, 1981), magnésio (TURK; GUNJI e
MOLITORIS, 1982). Posteriormente, Turk (1986) observou que as concentragcdes de
macro e de microelementos também reduziram durante a infeccdo causada por

coccidios.
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2.6 Imunologia

A coccidiose provoca no hospedeiro a ativacdo das respostas imune humoral e
celular, sendo esta ultima a principal responsavel pela protecdo contra a
enfermidade (HONG et al., 2006; GALHA; BONDAN e LALLO, 2008; LILLEHOJ et
al., 2004; YUN; LILLEHOJ e LILLEHOJ, 2000). A principal forma de imunidade
envolvida nessa protecdo € realizada principalmente por células T residentes no
tecido linféide associado a mucosa intestinal (GALT). Os linfécitos T parecem
responder a coccidiose tanto pela producéo de citocinas como por ataque citotoxico
direto nas células afetadas (ALLEN e FETTERER, 2002).

E. maxima é altamente imunogénica e requer apenas um pequeno numero de
oocistos capaz de induzir imunidade (LILLEHOJ E LILLEHOJ, 2000; YUN,
LILLEHOJ e LILLEHOJ, 2000). Laurent et al. (2001) utilizando método de extracdo
de RNA observou que a resposta imune em E. maxima ocorre principalmente na
parte mais apical da mucosa.

As citocinas tém uma fungéo importante como reguladora da resposta imune e
sua concentracdo depende da dose de inoculacdo (ALLEN e FETTERER, 2002).
Sdo produzidas pelos macréfagos de animais infectados e, no caso de Eimeria
maxima, as principais envolvidas séo interleucina 1 (IL-1), uma citocina proé-
inflamatoria que estimula a secrecdo de quimiocinas por fibroblastos, macréfagos e
células epiteliais (ALLEN, 1997) e, fator de necrose tumoral (FNT) (YUN; LILLEHOJ
e LILLEHOJ, 2000) que juntamente com IFN-y, estimula a producdo de o6xido
nitrico (NO2" e NO3) pela INOS (ALLEN e FETTERER, 2002; KIM et al., 2008;
LAURENT et al., 2001) e a sintese de mais citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
(HONG, 2008).

Segundo Cornelissen et al. (2009) a infeccdao por E. maxima induz uma
resposta de células T CD4" e macrofagos, tendo um aumento de IL-8 IL-10 e IFN-y
durante a infeccdo. Os macréfagos estimulados pela infeccdo inicial sdo os
principais produtores de citocinas (ALLEN, 1997).

Durante infeccdo por E. maxima, existe uma maior variagdo na expressao de
resposta Thl e IFN-y nos dias 3° e 13° dpi (CORNELISSEN et al., 2009). A
presenca de uma grande quantidade de IFN na mucosa é capaz de estimular a
sintese de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (HONG, 2008; LAURENT et al.,
2001).
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Um grande numero de linfocitos e macréfagos também estdo presentes em
mucosa de frangos infectados com E.maxima (CORNELISSEN, et al.,, 2009).
Heterdfilos geralmente s&do ausentes, o0 que indica que essas células nao
desempenham um papel importante na producdo de radicais livres durante a
resposta imune a infeccdo por E.maxima (ALLEN, 1997). Segundo Allen, Jenkins e
Miska (2005), os altos escores de leséo e altas quantidades de NO;, e NO3 estao
associados com o aumento da patologia da doenca (ALLEN, JENKINS e MISKA,
2005).

2.7 Diagnostico

O diagndstico especifico da coccidiose tem sido tradicionalmente feito pela
morfologia e contagem de oocistos nas fezes das aves; localizagdo e morfologia dos
parasitos no intestino das aves; presenca, caracteristica, localizacdo e intensidade
das lesdes macroscopicas no intestino; periodo minimo de pré-paténcia e pelo
tempo de esporulacdo dos oocistos, embora a maioria dos autores reconhecam que
esses métodos de diagnostico sdo primitivos, demorados e, frequentemente
ineficientes na identificacdo das espécies de Eimeria. (LONG et al., 1976; LONG e
JOYNER, 1984; TSUJI, 1997)

Goodwin; Brown e Bounous (1998), estudando os diferentes métodos de
deteccdo para E. maxima, conclui que o método de avaliacdo pelo escore de leséo,
individualmente, ndo confere grande valor diagndstico, sendo o grau de lesédo
histopatolégico o melhor método diagndstico seguido da contagem microscopica de
oocistos. Idris et al. (1997) também confirma que a microscopia € um método mais
sensivel e objetivo de avaliagdo das infec¢cbes coccidianas quando comparado com
o grau de escore de lesao.

Uma valiosa ferramenta moderna como sucessor aos tradicionais métodos de
diagnéstico, sdo os métodos moleculares como o Real Time PCR uma vez que sao
rapidos, confiaveis e podem ser aplicados em pesquisa para coccidose, em controle
de qualidade em laboratodrios e durante fabricacdo de vacinas vivas (VRBA; BLAKE
e POPLSTEIN, 2010). Entretanto, o PCR ainda nd&o se mostra eficiente no
diagnéstico da enfermidade a campo para material coletado de fezes (PRADO,
2005).
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2.8 Prevencao e Controle

Espécies de Eimeira spp sdo potencialmente patogénicas e capazes de induzir
uma forte resposta imune (ALLEN e FETTERER, 2002; YUN; LILLEHOJ e
LILLEHOJ, 2000;). Existem diferencas entre os isolados de Eimeria spp. em todo o
mundo (DANFORTH, 1998; MARTIN et al., 1997; MUAZU et al.,, 2008), nao
existindo imunidade cruzada entre as espécies nas aves (SHAH et al., 2010). Sendo
assim,uma vacina produzida para uma uUnica espécie, ndo confere imunidade
eficiente contra todas as espécies de Eimeria, e surtos posteriores podem ocorrer
por espécies diferentes.

Infeccdo mista causada por mais de uma espécie de Eimeria e acometendo
simultaneamente o0 mesmo hospedeiro, também pode ocorrer. Assim, isolar e avaliar
as variacdes regionais de Eimeria spp. podem ser alternativas muito importantes
para verificar a sua patogenicidade, e a possivel utilizacdo na producéo de vacinas
vivas atenuadas (ALLEN, JENKINS e MISKA, 2005) .

A variagdo antigénica observada e isolada em E. maxima foi descrita em
amostras coletadas de diferentes regifes geograficas (ALLEN; JENKINS e MISKA,
2005; DANFORTH, 1998; MARTIN et al., 1997). Shah et al. (2010) utilizando vacina
contra as espécies E. tenella, E. necatrix e E. maxima simultaneamente, observaram
gue a vacina conferiu, respectivamente, uma boa, média e baixa imunidade nos
animais imunizados,comprovando que é improvavel a ocorréncia de melhoras
significativas da condicdo corporal em galinhas vacinadas e desafiadas contra E.
maxima, sendo necessario mais investigagdes no sentido de encontrar um antigeno
gue confira imunidade para mais de uma espécie de Eimeria spp. conjuntamente,
incluindo E. maxima.

As vacinas vivas atenuadas administrada por via oral sdo estimulantes
poderosos da imunidade mediada por células intestinais, mas a variabilidade
antigénica entre as espeécies de Eimeria presentes no campo podem limitar a sua
aplicacao comercial (LILLEHOJ e LILLEHOJ, 2000).

Quatro vacinas vivas estdo disponiveis atualmente: duas vacinas vivas
compostas virulentas: vacina Coccivac® (Scientific American Laboratoriesinc., EUA)
e vacina Immunocox®(Vetech Laboratories,Canadd),e duas atenuadas: vacina
Paracox®(Schering'Plough SatdeAnimal,Reino Unido) e vacinaLivacox®(Biopharm,
Czech Rebublic) (SCHNITZLER e SHIRLEY, 1999).
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O controle da coccidiose também se d& atraves de medicamentos
anticoccidianos nas racdes (BRADAN, 2006), porém com a habilidade dos parasitos
de desenvolver resisténcia a droga, e a luz da crescente preocupacao publica sobre
residuos nos alimentos, os pesquisadores estdo envolvidos na concepcdo de
métodos alternativos de prevencédo e controle (ALLEN e FETTERER, 2002).

Costa et al (2000), relata que aves com desafios baixos ou moderados de E.
maxima, como em frangos criados em cama de primeiro uso e aves de uma Unica
idade apresentam resultados melhores quando se utiliza medicacao anticoccidiana a
partir dos 14 dias de idade, apresentando-se mais vantajosa em relacdo aos
programas de vacinacao a partir do primerio dia.

A gestdo dos aviarios desempenha um papel importante na disseminacdo da
coccidiose, uma vez que 0S oocistos sao onipresentes nas granjas e de féacil
disseminagcdo no ambiente, principalmente nos métodos de criacdo atuais (KHAN et
al., 2008). Praticas progressivas de limpeza completa entre os lotes ajuda a controlar
a ameaca amplamente difundida nas granjas, uma vez que a eficacia dos
anticoccidianos continua a diminuir. Medidas de controle biolégico, como troca de
roupas entre um galpéo e outro, tratamento adequado da cama, podem minimizar a
disseminacgéo de oocistos infectantes (KHAN et al., 2008; TOLEDO et al., 2011).

Considerando que os oocistos necessitam de condi¢des climaticas favoraveis
de umidade, temperatura e oxigenacao para que ocorra a esporulacao, Waldenstedt
et al. (2001) relata que camas com menor umidade sdo mais predispostas a
desenvolver oocistos de Eimeria spp. O que contradiz os resultados encontrados por
Toledo et al. (2011) que observou que o aumento da esporulacdo de oocistos em
camas que possuem maior umidade é maior.

Os métodos atuais de criacdo de frangos de corte favorecem a reproducéo de
parasitos do género Eimeria e o estabelecimento da eimeriose clinica (GALHA,
BONDAN e LALLO, 2008), devido a alta densidade populacional nas granjas, 0 uso
indevido dos medicamentos anticoccidianos e 0 manejo inadequado das camas,

sendo necessaria uma intervencéo para melhor controle da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

» Avaliar as alteragfes patoldgicas e metabdlicas em frangos de corte infectados

experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria maxima.

3.2 Objetivos especificos:

> Avaliar o desempenho zootécnico em frangos de corte experimentalmente

infectados

» Avaliar o metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas em frangos de corte

experimentalmente infectados
» Avaliar a biologia parasitaria em frangos de corte experimentalmente infectados

» Avaliar as alteracbes hematologicas e patolégicas em frangos de corte

experimentalmente infectados
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Local do Estudo

A pesquisa foi desenvolvida na Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal do Tocantins (UFT), localizada no municipio de Araguaina —
TO, onde foram realizados o protocolo experimental e as analises zootécnicas; no
Laboratério de Histologia da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em
Manaus-AM, onde foram realizadas a confec¢do e andlise das laminas histologicas;
e no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Regional de Coari, municipio de

Coari — AM, onde foram feitas as analises bioguimicas.

4.2 Animais e protocolo experimental

Para realizagéo do trabalho, foram utilizados 150 frangos de corte da linhagem
Coob, machos, com dez dias de idade. As aves foram randomizadas de acordo com
0 peso e distribuidos em dois grupos experimentais: grupo controle, sendo inoculado
com 0,5 ml de &gua destilada; grupo infectado, inoculado com 0,5ml de solugéo
contendo 5x10* oocistos esporulados de Eimeria maxima (Figura 1). Para a
inoculacdo, todas as aves do experimento foram contidas manualmente e

inoculadas, com o auxilio de uma pipeta automatica, por via oral.

Figura 1 - Oocistos esporulados de Eimeria maxima utilizados na infec¢do dos animais
experimentais.

Fonte: Elaboracao prépria
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Cada grupo foi instalado em gaiolas de ferro com dimensdées de 1m de
comprimento x 2m de largura x 1,5m de altura. Os comedouros e bebedouros
utilizados contendo, respectivamente, agua limpa e racdo balanceada sem
anticoccidianos, eram do tipo calha (Figura 2), sendo lavados com agua e
detergente neutro e flambados a cada 12 horas para que o risco de reinfeccéo fosse

evitado.

Figura 2 - Gaiolas de ferro utilizadas no experimento apresentando comedouro (a) e bebedouro (b)
do tipo calha.

Fonte: Elaboragdo propria

A composicdo da ragdo utilizada (& base de milho e farelo de soja) obedeceu
as normas e padrdes nutricionais estabelecidas pela NRC (1998), sendo fornecida

as aves “ad libitum”.

4.3 Avaliacao dos sinais clinicos e determinacao dos periodos parasitarios

No decorrer do periodo experimental, foram realizados, diariamente, exames
clinicos nos animais e analises parasitolégicas em suas fezes, por meio de
isolamento pela técnica de centrifugo-flutuacdo, sendo a amostra coletada com
auxilio de espatula, armazenada em recipientes plasticos e posteriormente,
analisada para determinar os periodos de pré-paténcia (espaco de tempo entre o
momento dainfec¢do do hospedeiro e a detecgao do agente nos tecidos, secrecdes
ou excretas) e paténcia (intervalo de tempo compreendido entre o inicio da
eliminag&o de oocistos pelas aves e o término da infec¢cdo) de E. maxima.
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4.4 Avaliacéo do desempenho zootécnico

O desempenho zootécnico foi avaliado no 0 (dia da inoculacéo), 5°, 10°, 15°,
25° e 35° dpi, sendo abatidas, por deslocamento cervical, quinze aves/grupo,
conforme resolucdo da Comissédo de Etica e Bem Estar Animal da UFAM (Protocolo
n° ). Nos dias de coleta foram avaliados o peso vivo, peso de carcaga e rendimento

de carcaca, sendo utilizada uma balanca de 0,1 g de resolucéo.

Figura 3 - Registro de dados zootécnicos obtidos dos animais experimentais.

Fonte: Elaboracgdo prépria

No intuito de determinar a conversdo alimentar, foi avaliado o consumo de
racdo, sendo pesada diariamente antes de ser fornecida para as aves em balanca
comercial comum com peso maximo de 25 quilos e resolugéo de 0,5g. O calculo foi
feito pela diferenca de peso entre o alimento fornecido e o seu consumo. Este valor
foi obtido descontando-se as sobras de racdo do total de racdo fornecida, durante a
limpeza diaria dos comedouros.

Para a determinacgao do rendimento de carcaga, os frangos foram submetidos a
seis horas de jejum, sendo sacrificados por decapitacdo entre 0os 0Ssos occipital e
atlas utilizando-se faca previamente esterilizada. As aves foram sangradas por 2
minutos em cone adaptado ao abate de frangos. Foi feita a retirada da pele e penas
manualmente, e as aves foram evisceradas por meio de corte abdominal realizado
com tesoura. Para o célculo de rendimento de carcaga, foi considerado o peso da

carcaca eviscerada (sem visceras, pés, cabeca e gordura abdominal). Em relacao
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ao peso vivo, a conversdo alimentar foi estimada através da relacdo consumo de

alimento (kg/ave/dia) dividido pelo ganho de peso (kg/ave/dia), Figura 3.
4.5 Avaliacao patoldgica

A avaliacdo histopatologica foi realizada no Laboratorio de Histologia do
Departamento de Morfologia da UFAM, onde foram retirados fragmentos de
duodeno, jejuno, ileo no 5° 10° 15° 25° e 35° dpi, sendo coletadas, abertos
longitudinalmente, lavadas em solucdo tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4) e, fixadas em
solugdo de formol 10% por 36 horas (Figura 4). Em seguida, foram lavados em
alcool 70% para a retirada do fixador e, posteriormente, desidratados em séries
crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e incluidos em parafina. Apdés a
microtomia semi-seriada, a uma espessura de 7um, 7 cortes histoldégicos foram
colocados em cada lamina, sendo corados com hematoxilina e eosina, e observados
a microscopia de luz (JUNQUEIRA, 2007).

Figura 4 - Copos coletores contendo formol a 10% para conservacao de
fragmentos intestinais para confecg¢éo de laminas histoldgicas.

Fonte: Elaboragéo propria

4.6 Avaliacédo das alteracdes bioquimicas

Para avaliar o hematocrito e o metabolismo de lipidios, proteinas e
carboidratos, 5 ml de sangue foram colhidos, apds jejum de 6 horas, via intra-
cardiaca (Figura 5), utilizando-se seringas e agulhas descartaveis, sendo
depositado 1 ml em tubos de ensaios estéreis contendo &cido etileno-
diaminotetracético sédico (EDTA - sodico), 1 ml em tubos de ensaios estéreis

contendo &cido etileno-diaminotetracético fluoreto de sédio (EDTA - fluoreto) e 3 ml



30

em tubos de ensaio estéreis sem anticoagulantes para obtencdo do sangue total,

plasma e soro, respectivamente.

Figura 5 - Coleta de sangue dos animais experimentais. a) Material utilizado para coleta
de sangue. b) Contencdo do animal e puncéo intra-cardiaca para coleta de sangue em
animal experimental.

P~
Y S e
Fonte: Elaboragao propria

Figura 6 - Determinacéo de hematdcrito utilizando centrifuga de tubos de microhematdcrito.

Fonte: Elaboragéo prépria

A dosagem da glicose plasmatica foi realizada pelo método enzimatico. Foram
determinadas as contagens globais de hematdcrito obtido por centrifugacdo em
tubos capilares (Figura 6).

Os lipidios séricos avaliados no soro foram: triacilgliceréis das lipoproteinas e

colesterol total.
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O metabolismo proteico foi avaliado por meio das concentragdes de proteinas
totais. Todos os parametros bioquimicos relacionados foram determinados por meio

de “kits” comerciais (Labtest Sistemas de Diagndsticos Ltda — Belo Horizonte/MG).

4.7 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados por meio de tabelas, onde se calculou a média e
o desvio-padrdo (DP), pois os dados apresentavam variancias homogéneas e
distribuicdo normal ao nivel de 5% de significancia por meio dos testes de Bartlett’s
e Shapiro-Wilkrespectivamente. Na comparacdo das médias foi aplicado o teste t -
Student (ARANGO, 2001; VIEIRA, 2004).

O software utilizado na analise foi o programa Epi-Info versdo 7 paraWindows
desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC (www.cdc.org/epiinfo).O nivel de
significancia fixados nos testes foi de 5%.


http://www.cdc.org/epiinfo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros sinais clinicos foram percebidos no 5° dpi, onde as aves
apresentaram apatia seguida de diarreia fétida, mucoide, penas ericadas e ganho de

peso inferior quando comparadas com as aves do grupo controle (Figura 7).

Figura 7 - Animal infectado apresentando debilidade fisica no 6° dpi.

Fonte: Elaboragéo prépria

O grupo infectado apresentou um periodo de pré-paténcia e paténcia de 5 e 12
dias, respectivamente. O término do periodo patente foi confirmado pelo exame
parasitolégico das fezes e andlise histopatologica do intestino delgado (Figura 8); os
animais do grupo controle permaneceram negativos quanto a presenca de oocistos
durante todo o periodo experimental. Tais caracteristicas diferem dos achados em
outros estudos com resultados de cinco e sete dias de perido pré-patente e patente
(JEURISSEN ET AL. (1996), YOUN&NOH (2001), E GABRIEL ET AL.(2006).

O periodo pré-patente observado na presente pesquisa assemelha- se aos
resultados encontrados por Zulpo et al. (2007), que ao estudar a patogenicidade de
cepas de E. maxima, usando uma dose de 2x10*, verificou um periodo pré-patente
de 168 horas (7° dpi). Idris et al. (1997) também observou um periodo pré-patente
de 168 horas em frangos inoculados com 2,5x10* oocistos esporulados de E.
maxima. O menor periodo de pré-paténcia pode estar relacionado a alta excistacédo
dos esporozoitos de E. maxima, conforme dados de Shiotani et al. (1992).
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Figura 8 - Oocistos isolados das fezes dos animais do grupo infectado durante o periodo
de paténcia e esporulados “in vitro” para confirmacéo da espécie.

Fonte: Elaboragéo prépria

Ao final do experimento o grupo controle produziu 28,839 kg de carne e o
grupo infectado 28,053kg de carne (Grafico 1). Silva et al. (2005) avaliando o
desempenho de frangos de corte criados em ambientes com oocistos e sem
oocistos, observaram um menor peso corporal e uma pior conversao alimentar aos
14 dias de vida. Ja Persia et al. (2006) relataram que a infec¢éo por coccidiose pode
levar a uma queda no desempenho, devido a uma diminuicdo da energia

metabolizavel da dieta e menor digestibilidade dos aminoéacidos.

Figura 9 — Grafico de Producéo de carne do 5° ao 35° dpi em kilograma
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Figura 9 — Grafico de Producéo de carne do 5° ao 35° dpi em kilograma



34

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados das médias do peso vivo, peso de
carcaca, figado, coracdo e moela dos grupos controle e infectado nos 10°, 15°, 25°
dpi.

Zulpo et al. (2007), que néo obtiveram diferencas significativas para o ganho de
peso, porém médias sempre mais baixas para o grupo infectado.O trabalho de Mori
(2008) corrobora com o anterior ao referir que ao utilizar uma dose individual de
4x102 de oocistos vivos atenuados de E. maxima, E. acervulina, E. mitis, E. tenella o
grupo infectado apresentou diminuicdo em todos os parametros avaliados em
relacdo ao grupo controle.

O peso do coracdo e da moela dos animais experimentais ndo apresentou
diferenca significativa, ja o figado teve diferenca no dia 5°, 15° e 35° dpi.

Tabela 1 - Parametros zootécnicos de frangos do grupo controle e infectado
experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria maxima.

Grupos Experimentais

Dias Experimentais Controle Infectado p*
Média  DP Média DP

10° dpi
Peso vivo 386,67 57,26 365,13 4549 0,264
Peso da carcaca 274,47 4234 265,60 48,66 0,599
Peso do coragéao 2,40 0,33 2,50 0,34 0,432
Peso do figado 16,24 3,22 17,14 2,96 0,430
Peso da moela 13,16 1,69 12,62 0,96 0,287

15° dpi
Peso vivo 493,33 56,32 451,42 71,34 0,100
Peso da carcaca 365,00 46,92 328,83 56,57 0,081
Peso do coragéo 3,00 0,32 2,73 0,53 0,123
Peso do figado 13,42 1,57 16,97 3,02 0,001
Peso da moela 13,68 1,60 13,09 1,89 0,389

25° dpi
Peso vivo 633,80 62,79 668,47 71,34 0,169
Peso da carcaca 473,13 47,86 485,87 56,57 0,511
Peso do coragéo 3,47 0,48 3,81 0,48 0,062
Peso do figado 25,04 4,00 23,85 3,91 0,418
Peso da moela 17,82 1,96 18,39 2,70 0,517

Fonte: Elaborgao propria

* Teste t - Student; DP = desvio-padréo.

Valor de “p” em negrito italico indica diferenga estatistica entre as médias ao nivel de 5%.
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5.1 Desempenho sobre hematdcrito e dados bioquimicos

Quanto aos dados de hematdcritos, no presente trabalho os grupos nao
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) desde o inicio do experimento até o
final, 5° - 35°dpi, conforme Tabela 2.

Nas condigbes do nosso estudo verificou — se uma diferenga significativa
(p<0,05) nos niveis de glicose em todos os dias de coleta, favoraveis ao grupo
controle. Portanto, os valores plasmaticos normais para glicose podem estar ligados
a glicogendlise hepética realizada pela ave, onde a glicose € mantida em seus niveis
basais através da quebra do glicogénio hepéatico mediante a liberacdo de glucagon
pelo pancreas. Segundo Chapman, Fernandes e Davison (1982), a capacidade que
a ave possui de manter a normoglicemia em situacdes onde as reservas de
glicogénio hepético estdo esgotadas, é devido a uma gliconeogénese ou uma
utilizacao reduzida da glicose pela mesma.

Resultados semelhantes obtiveram Chapman, Fernandes e Davison. (1982)
ao inocular 10° oocistos esporulados de E. maxima, dosagem superior a utilizada
neste experimento, onde observou que as concentra¢gdes de glicose permaneceram
quase andalogos entre os do grupo infectado e os do grupo controle. Porém,
resultados divergentes foram encontrados por Ruff (1980), estudando a absorcéo de
glicose em aves infectadas por E. maxima, onde observou que a mesma provoca
alteracdes na absorcao de glicose na fase aguda da doenca, entretanto, aos 21 dias
pés-infeccdo ndo sdo mais observadas alteracbes nas concentracdes plasmaticas
de glicose.

Os niveis de proteinas mantiveram- se significantes (p<0,05) em todos os dias
de coleta. Turk (1978) sugere que durante infecgbes coccidianas, a perda
de proteinas plasmaticas diminui os efeitos da absorcdo dos nutrientes pela ave.
Resultados semelhantes obteve Chapman, Fernandes e Davison (1981) ao trabalhar
com 10° oocistos esporulados de E. maxima, observaram que as aves apresentaram
uma leve hipoproteinemia na fase aguda da doenca (4° dpi), ndo retornando aos
valores normais até o 10° dpi. Sendo o figado o 6rgéao responsavel pela producédo de
albumina (MEYER et al., 1995), as concentracdes normais dessa proteina
encontrada no presente trabalho é esperada uma vez que o parasita ndo provoca
danos no referido 6rgéo.
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Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) nos animais
experimentais nos niveis de triglicerideos somente no 25° dpi e colesterol total nos
25° e 35° dpi. A coccidiose € uma das enfermidades que mais provocam reducdes
plasmaticas de lipidios devido as alteracbes provocadas na mucosa do epitélio
intestinal (Feterrer, 2002). A reducédo significativa na absor¢cdo de triglicerideos foi
acompanhada da reducao do colesterol total, que apresentaram médias menores no
grupo infectado, mesmo que nao significativas. Isso mostra que a dose utilizada de
E. maxima causou reducdo da absorcéo de lipidios. Resultados semelhantes foram
encontrados por Allen e Feterrer (2002), que observaram diminui¢cdo na absorcéo de
lipidios em aves infectadas com E. maxima.

Freitas et al. (2008) ao pesquisar as alteracdes no metabolismo em frangos
de corte infectados experimentalmente com. acervulina, parasita entérico, observou
que todas as classes de lipidios no soro e as lipoproteinas apresentaram-se
reduzidas nos animais infectados.

Tabela 2 - Parametros hematol6gicos e bioquimicos de frangos do grupo controle e infectado
experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria maxima.

Grupos Experimentais

Dias experimentais Controle Infectado p*
Média DP Média DP

5° dpi
Glicose 209,17 38,70 173,52 33,36 0,012
Triglicerideos 122,66 57,47 121,25 46,81 0,942
Colesterol total 104,77 40,39 130,31 102,78 0,378
Proteina total 3,37 0,52 2,61 0,39 <0,001
Hematdcrito - - - - -

10° dpi
Glicose 231,24 25,33 206,59 26,01 0,014
Triglicerideos 192,96 87,02 181,12 67,23 0,680
Colesterol total 126,71 32,28 133,49 46,04 0,644
Proteina total 3,58 0,70 2,50 0,19 <0,001
Hematdcrito 29,35 1,47 27,88 2,92 0,163

15° dpi
Glicose 233,73 39,10 197,68 22,48 0,004
Triglicerideos 135,67 62,13 132,21 45,99 0,864
Colesterol total 130,36 27,39 119,57 29,29 0,306
Proteina total 3,44 0,43 2,50 0,36 <0,001

Hematocrito 28,96 2,71 29,00 2,49 0,976




37

25° dpi
Glicose 266,59 72,09 139,52 32,92 <0,001
Triglicerideos 116,50 16,06 100,56 17,60 0,022
Colesterol total 137,92 17,04 119,86 14,06 0,006
Proteina total 3,46 0,57 2,57 0,24 <0,001
Hematocrito 28,25 2,17 28,63 3,10 0,721
35° dpi
Glicose 252,92 35,14 121,85 3545 <0,001
Triglicerideos 111,14 24,07 101,10 17,67 0,220
Colesterol total 148,47 16,21 135,24 13,37 0,026
Proteina total 2,99 0,35 2,52 0,29 0,001
Hematécrito 29,30 3,47 31,46 3,44 0,111

Fonte: Elaborcéo propria

* Teste t - Student; DP = desvio-padréo.
Valor de “p” em negrito italico indica diferenca estatistica entre as médias ao nivel de 5%.

5.2 Andlise histopatologica

A avaliacdo patologica evidenciou mucosa congesta e presenca de grande
quantidade de muco no 6° dpi. A incisdo transversal do jejuno viabilizou a
observacdo de mucosa hemorragica caracterizando a principal area afetada pelo
parasito. Microhemorragias foram observadas pela serosa somente no 1° dpi, sendo
encontradas, principalmente, na regido do duodeno e ter¢co proximal do jejuno. Na
presente pesquisa, 0 grupo controle ndo apresentou alteracdes clinicas e nem
lesbes sugestivas de infeccéo.

Utilizando uma dose de 2x10* oocistos esporulados de E. maxima (ZULPO et
al., 2007), também observaram escores de lesdo moderados. Jenkins, Fetterer e
Miska (2009) também observaram escores com média moderada de 1,9, utilizando
uma dose mais baixa, de 10°® oocistos esporulados de E. maxima. Entretanto,
resultados diferentes foram observados por Galha et al. (2010) que encontrou
escores de lesdo moderados, porém em aves infectadas naturalmente. Galha et al.
(2010) ao estudar a coccidiose clinica em frangos de corte infectados naturalmente,
observou que os principais sinais clinicos observados foram diarréia e apatia,
associado a presenca dos oocistos de E. maxima nas fezes. Santos et al. (2003), ao
estudar a ocorréncia de E. maxima em aves infectadas naturalmente, observou
lesBes caracterizadas por petéquias na serosa do jejuno, hiperemia da mucosa e

exsudado mucoso de coloracdo alaranjada. Jenkins et al. (2008) usando a dose de
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10* oocistos esporulados de E. maxima, observou que as aves apresentavam lesées
caracteristicas como numerosos pontos hemorragicos na serosa, espessamento da
parede intestinal e distenséo.

Segundo Yun, Lillehoj e Lillehoj (2000), a magnitude dos sinais clinicos
decorrentes da infeccdo por Eimeria spp € modelada por fatores como idade, sexo,
linhagem, nutricdo e fatores genéticos do hospedeiro. Em produc¢des industriais de
frangos de corte, a mortalidade ndo é o maior problema causado pela coccidiose,
mas a reducdo dos indices de desempenho provocados pela diarréia e, as vezes,
anemia (Borges, 2000). Tais resultados mostram que é possivel que isolados de E.
maxima variem em sua capacidade para induzir lesdes intestinais (CONWAY et al.,
1993; IDRIS et al., 1997).

No grupo infectado, o exame histopatoldgico evidenciou processo inflamatério
crescente nas vilosidades intestinais caracterizado por infiltrado linfocitario difuso
nas regides laterais e apicais dos vilos associado com atrofia de vilosidades e
presenca das diversas formas parasitarias de E. maxima. As lesdes histopatolégicas
sdo semelhantes as les6es encontradas por Zulpo et al. (2007), onde aves induzidas
por 2x10* oocistos esporulados de E. maxima apresentaram atrofia discreta das
vilosidades, proliferacdo de células epiteliais, hemorragia discreta e o parasito em
varios estagios de desenvolvimento. (LAURENT et al., 2001; SHIOTANI, 1992).

Os efeitos patogénicos do parasitismo incluem principalmente o retardo no
crescimento e reducdo na eficiéncia alimentar (IDRIS et al., 1997; LAURENT et al.,
2001). Todas as lesBes decorrentes da reproducdo parasitaria interferem
diretamente na absorcéo de nutrientes, desencadeando uma série de distarbios no
metabolismo de carboidratos, proteinas, lipideos, macro e micro-minerais (GABRIEL
et al., 2003).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, pode- se concluir que:

- A dose de 5x10° de E. maxima inoculada no grupo experimental foi suficiente
para ocasionar danos ao organismo animal. As vilosidades intestinais afetadas por
E. maxima sdo de suma importancia para o processo de absorgcédo e digestdo dos
nutrientes pela ave, comprometendo dessa forma, o ganho de peso animal

- N&o houve diferenca significativa em relagcdo ao desempenho zootécnico,
apesar da producao de carne de frango ter sido maior no grupo controle.

- A infec¢éo causada pela E. maxima surtiu significancia relativa aos exames
bioquimicos referentes a proteinas, colesterol total e triglicerideos nas aves do
grupo controle nos ultimos dpi, ndo sendo superadas durante todo o periodo do
experimento pelos frangos do grupo infectado.

- Durante o periodo experimental ndo foram observadas alteragcdes nos niveis
hematdcritos

- A avaliacdo patoldgica evidenciou mucosa congesta e presenca de grande
quantidade de muco no 6° dpi.

- Medidas de prevencéo e controle sdo fundamentais, uma vez que se trata de
uma enfermidade subclinica onde os prejuizos séo principalmente econdémicos,
gerando perdas para o produtor e, consequentemente para a cadeia produtiva

avicola.
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APENDICE A - USO DE ADJUVANTE PROBIOTICO COMO ESTIMULANTE
DA IMUNIDADE PROTETORA CONTRA EIMERIA maxima EM FRANGOS DE
CORTE: UMA REVISAQ".

Luciana da Silva Brito?, Vinicius Bentovdglio®, Fagner Luis da Costa Freitas”.

Resumo

A avicultura é considerada uma importante atividade econémica em diversos
paises.Apesar de ser uma doencga relativamente antiga, a coccidiose ainda € uma
das principais enfermidades causadoras de perdas econdmicas em frangos de corte
e reprodutoras. Como uma maneira de prevencdo e diminuicdo da utilizacdo de
anticoccidianos agressivos aos frangos, como antibidticos, pesquisadores vem
estudando o uso de probidticos na producao avicola. Precisamente os probidticos
sS40 organismos vivos ndo patogénicos e ndo toxicos presentes na natureza, que
guando ingerido sdo favoraveis a salde do hospedeiro. Para essa revisdo foram
consultados os dados contidos no portal de Periddicos da Capes sem delimitacdo de
tempo para as publicacdes. Esta reviséo foi realizada descrevendo e discutindo a
participacdo dos probidticos como promotores da imunidade protetora da mucosa de

frangos de corte.

Palavras-Chave: Coccidiose, Eimeria maxima, Probidtico, Frangos de Corte,

Imunidade protetora.

Abstract

The poultry industry is an importante conomic activityin many countries. Despite
being are latively old disease, coccidiosis is still one of the main diseases causing
economic losses in broiler sand breeders. As a way of preventing and reducing the
use of anticoccidial for chickens aggressive, such as antibiotics, researchers have
been studying the use of probiotic sin poultry production. Precisely probiotics are
living organisms non-pathogenic and non-toxicfound in nature, which is favora

Yparte da dissertacdo de Mestrado da primeira autora, no Programa de Pds-graduagdo em Imunologia Bésica e
Aplicada, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Amazonas, Brasil.
Mestranda em Imunologia Bésica e Aplicada e Docente da Universidade Federal do Amazonas.

$Graduando em Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Tocantins.

* Docente da Universidade Federal da Fronteira Sul, Orientador no Programa de Pés- graduagéo em Imunologia
Basica e Aplicada da Universidade Federal do Amazonas. Av. Gal. Rodrigo Otavio 3000, Coroado Il, Manaus,
Amazonas .



49

blewhen ingested host health. For this review were queried data in theportal Journals
Capes with out bound a riesof time for publications. This review was conduct ed
describing and discussing the participation of probiotics as promoters of protective
mucosa limmunity in broilers.

Key-words: Coccidiosis, Eimeriamaxima, Probiotic, Broilers, Protective immunity.

1 Introducéo

A avicultura é considerada uma importante atividade econémica em diversos paises.
Em instalacbes de grande escala de criacdo, onde aves sdo expostas a fatores
estressantes, problemas relacionados a doencas e deterioracdo das condicbes
ambientais ocorrem frequentemente e resultam em graves perdas economicas (LUTFUL
KABIR, 2009). O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de carne de frango, perdendo
apenas para EUA e China (ANUALPEC, 2010), evoluindo de forma significativa nos
ultimos anos, sobretudo com rendimentos no mercado internacional. Com o aumento de
pesquisas cientificas e respectivos avancos nas areas de nutricdo, houve um crescimento
significativo dos indices alimentares e redugcdo dos custos, oferecendo assim uma
possibilidade na ampliacdo da producdo (CARMO, 2001; GODOY, 1999; SCHORR,
1999).

Esse crescente avanco da producéo de frangos, tanto para importacdo quanto para
exportacao, preocupa no sentido de se manter os padrdes da producéo brasileira, levando
em consideracdo aspectos como local de criacdo e manejo das aves, a fim de evitar
infec¢des por parasitos e perda de massa muscular das aves, predispondo desequilibrio
na microflora das aves e uma diminuicdo do mecanismo de defesa de seu organismo (JIN
et al., 1997). No intuito de melhorar tais qualidades, inclusive a nutricdo, foram criadas
medidas profilaticas de modo a prevenir e controlar doencas parasitarias e infecciosas
com um novo conceito biotecnoldgico, destacando-se os probidticos. Nurmi e Rantala
(1973) descreveram, pela primeira vez, em seus estudos que o0s probidticos eram
capazes de proteger frangos jovens por Salmonella enteritidis a partir de uma dose de
conteudo estomacal derivado de frangos adultos saudaveis.

Para tanto, o termo era muito obscuro, sem rumos e sem muitas explicacdes de
como aconteciam seus mecanismo de acdo. Somente em 1989, Fuller prop6és uma
definicdo, apos varios estudos, para os probiéticos, definindo-os como um suplemento

alimentar microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro, melhorando o
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equilibrio microbiano intestinal. Posteriormente, os probidticos foram redefinidos como
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas conferem
beneficio a saude do hospedeiro (FAO/OMS, 2001). Precisamente os probioticos séo
organismos vivos ndo patogénicos e ndo toxicos presentes na hatureza, que quando
ingerido sdo favoraveis a satde do hospedeiro (SILVA, 2011).

Até o ano de 2006, era comum na Unido Européia o uso de antibiéticos na
suplementacao alimentar de frangos de corte, porém seu uso foi vedado nesse mesmo
ano, pois observou-se que essas substancias criam nos animais uma tendéncia para
produzir resisténcia e residuos em produtos de origem animal e, nesse contexto, 0s
probidticos surgiram como o0s principais aditivos na suplementacao alimentar dos frangos
de corte dessa area comercial, zona do Euro (STEINER, 2006).

As linhagens probioticas fundamentais compreendem aos
géneros Streptococcus, Aspergillus, Lactobacillus, Saccharomyces e Bacillus
(TANNOCK, 2001), sendo os trés ultimos géneros as principais estirpes aplicadas em
frangos atualmente nas granjas (JIN et al.,, 1996; YEO e KIM, 1997; ZHANG et al.,
2005).Uma dieta com suplementacdo a base de Saccharomyces cerevisiae pode
melhorar o desempenho do crescimento de frangos (LODDI et al., 2000). Outros estudos
também apontaram que a alimentacdo de frangos de corte com uma dieta composta por
S. cerevisiae tém efeito benéfico sobre o desempenho na modulagdo da microflora
intestinal e inibicdo de patdgenos, as altera¢cdes histoldgicas intestinais, imunomodulacéo,
alguns parametros hematolégicos e bioquimicos, melhorando caracteristicas sensoriais
na carne de frangos de corte (KARAUGLU e DOUGLAS 2005 ; LUTFUL KABIR, 2009;
ZHANG et al. 2005).

A introducdo dos probibticos na avicultura serviu para amenizar as perdas dos
produtores com enfermidades de origem infecciosa e parasitarias nas granjas do Brasil.
Atualmente, muitas enfermidades ja podem ser controladas com a utilizacdo dos
probidticos e antibioticos, porém alguns patdégenos ainda persistem nas criacoes,
destacando-se os parasitos do género Eimeria (NAIDOO et al., 2008), tendo em vista que
0s métodos atuais de criacdo de frangos de corte favorecem a reproducéo deste parasito,
sendo necessaria uma intervencao para o controle da doenga (KAWAZOE, 2009).

Apesar de ser uma doenca relativamente antiga, a coccidiose ainda é uma das
principais enfermidades causadoras de perdas econdmicas em frangos de corte e
reprodutoras (CHAPMAN, 2000), sendo causada pelas espécies Eimeria tenella, E.

maxima, E. acervulina, E. brunetti, E. necatrix, E. praecox e E. mitis (SHARMAN et al.,
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2010), tendo como principal caracteristica a capacidade de parasitar o epitélio intestinal,
causando redugéo da eficiéncia da conversdo alimentar levando a diminuigcdo no ganho
de peso (JANG et al.,, 2010; JENKINS; FETTERER e MISKA, 2009; JONES; HUNT e
KING, 2000).

2 Metodologia

Para elaboracdo desta revisdo foram utilizadas as palavras-chaves coccidiose,
Eimeria maxima, frangos de corte, imunidade protetora, probidticos e promotores de
crescimento. Foi procedida pesquisa bibliografica no portal de busca Periédico Capes,

sem delimitacdo de tempo de publicagéo.

3 Revisao

3.1Género Eimeria

Rivolta e Silvestrini (1873) classificaram como Eimeria avium as espécies de
coccidia apresentando oocistos tetraesporocisticos, achados em diversas espécies de
aves. Em 1891, Ralilliet e Lucet, delinearam o Coccidium tenellum, posteriormente
denominado E. tenella por Fanttam em 1909, como espécie parasita de pintos, causadora
de doenca no ceco, baseando as espécies nas medidas dos oocistos e em infeccdes
experimentais em pintos normais (TYZZER, 1929).

Posteriormente, Tyzzer (1929) descreveu trés novas espécies do género Eimeria
causadoras da enfermidade em aves: E. acervulina, E. maxima e E. mitis. Duas outras
espécies, E. necatrix e E. praecox, foram descritas mais tarde por Johnson (1930). Logo
em seguida, Levine (1942) descreveu outra espécie a qual denominou de E. brunetti
(REID; LONG e MCDOUGALD, 1984).

Segundo Entzeroth; Mattig e Meier (1998), as espécies do género Eimeria,
pertencem ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea e familia Eimeriidae. O filo Apicomplexa
apresenta um conjunto de organelas caracteristicas denominadas de complexo apical e
constituidas por anéis polares, condide (organela de penetracdo), microtaubulos
subpeliculares, roptrias (formag¢do do vacuolo parasitoforo), micronemas (responsavel
pela adesdo e reconhecimento da célula hospedeira) e granulos densos (remodelacéo
metabdlica para o desenvolvimento do parasita) (TYZZER, 1929).
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Sete espécies de Eimeria sdo geralmente consideradas como agentes causadores
da coccidiose aviaria: E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. mitis, E. necatrix, E.
praecox e E. tenella. As diferencas atribuidas a espécie sdo em relagdo a sua biologia,
tais como local de desenvolvimento, aparéncia morfolégica, os estagios do ciclo de vida,
os periodos pré-patente e patente e especificidade imunolégica (SCHNITZLER e
SHIRLEY, 1999). Dentre as espécies citadas, E. acervulina,E. maxima e E. tenella sé&o
consideradas as mais importantes para a industria avicola, devido sua onipresenca nas
granjas, patogenicidade inata e caracteristicas imunolégicas (CARDOZO e YAMAMURA,
2006; LILLEHOJ et al., 2004; PRADO, 2005), sendo E. maxima considerada, dentre as
demais espécies, uma das que possui maior patogenicidade (SHARMAN, 2010).

De acordo com Mc Dougald (2007) os oocistos de E. maxima sdo ovoides, com
parede lisa ou um pouco rugosa e apresentam duas camadas. Reid, Long & Mcdougald
(1984) descreveram que os maiores oocistos medem 42,5um por 29,8um e 0os menores
de 21,5um por 16,5um, com uma meédia de 30,5 x 20,7 um de cor dourada, superando
desta forma o tamanho dos oocistos de outras espécies. Apesar do tamanho grande dos
oocistos, descreve que o oocisto maduro é menor que o0 microgametocito, e que 0s
merozoitos sdo menores do que os das espécies E.mitis e E. acervulina. Segundo Tyzzer
(1929) E. maxima acomete principalmente a regido média do intestino delgado, além de
apresentarem lesdes também no duodeno e no ileo, e 0 nome dessa espécie se deve ao
tamanho grande dos seus oocistos (SANTOS et al., 2003; SHIOTANI et al., 1992).

Esta espécie deveria ser classificada como moderada a severamente patogénica;
mortalidade leve a moderada tem sido relatada tanto de experimentos a campo quanto de
infeccbes experimentais, e em Varios casos ha extremo emagrecimento, palidez,
engrossamento das penas e anorexia (REID; LONG e MCDOUGALD, 1984). Bordin
(1994) e Idris et al. (1997) descreve que a infec¢do causa enterite hemorragica associada
ao espessamento da parede intestinal, e as lesbes estao confinadas geralmente a metade
superior das vilosidades. O primeiro autor relata ainda que no epitélio, os esquizontes
aparecem acima do ndcleo e também na lamina propria, de acordo com a severidade da
doenca e que as fases de merogonia e gametogamia sao consideradas importantes como
geradoras de lesoes.

Segundo REID et al. (1984), os escores de lesdo estdo entre 0 e 4 e sdo baseados
nos numeros comparativos de petéquias, quantidade de muco sanguineo, grau de

espessamento e inchago da por¢cdo média do intestino delgado.
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3.2 Biologia Parasitaria

A coccidiose aviaria é transmitida mediante as fezes do animal infectado, onde os
coccidios completam seu ciclo de vida dentro das células do intestino do hospedeiro
(FERNANDO; ROSE e MILLARD, 1987). No ambiente, o animal infectado elimina
oocistos ndo esporulados juntos as fezes e, em condi¢cbes climéaticas favoraveis de
umidade, temperatura e oxigenacdo (WALDENSTED et al.,, 2001), estes sofrem
esporulacdo tornando-se assim infectantes podendo suportar, durante meses, condicdes
adversas até que seja ingerido por um hospedeiro (KAWAZOE, 2009).

Um dos principais fatores que contribuem para a resisténcia no meio ambiente é a
espessura da parede do oocisto. De maneira geral, 0os oocistos com paredes mais
espessas sao mais resistentes as condicfes adversas favorecendo a manutencdo dos
oocistos nas instalagcbes (GARDNER et al., 1991).

O término da esporogonia, segundo Norton e Chard (1983), é indicado pelo
aparecimento de dois grandes granulos polares e o corpo Stieda no esporocisto. Segundo
Waldenstedt et al. (2001), o tempo minimo de esporulacdo para E. maxima é um dos
maiores quando comparado com outras espécies parasitas de frangos com um tempo
médio de 36 horas.

Apos ingestao do oocisto esporulado, os esporozoitos invadem a célula hospedeira,
mais precisamente os enterécitos (FERNANDO; ROSE e MILLARD, 1987). A membrana
do oocisto se rompe pela acdo mecéanica inicial da moela e pelos estimulos de
temperatura e gas carbénico liberando os esporocistos. No duodeno, a acdo da tripsina
digere uma estrutura chamada corpo de Stieda e os sais biliares estimulam a mobilidade
dos esporozoitos, promovendo a excitacdo e sua liberagdo para a luz intestinal. Uma vez
livres na luz intestinal, os esporozoitos invadem ativamente a célula hospedeira, formando
um vacuolo parasitéforo, nas células da lamina prépria ou criptas epiteliais transformando-
se em trofozoitos ou merontes uninucleados com forma arredondada (ENTZEROTH;
MATTIG e MEIER, 1998); o periodo pré-patente é de 120 horas para E. maxima
(BORDIN, 1994; JOHNSTON et al., 2001).

O ciclo assexuado ocorre primeiramente com a formagdo de merozoitos por um
processo de merogonia onde ocorre a divisdo sucessiva do nucleo, com formacao final de
merozoitos dentro do meronte. Este produz no seu interior um nuamero varidvel de
merozoitos, dependendo da espécie de Eimeria. Apds romperem a célula hospedeira, 0s

merozoitos atingem a luz intestinal tornando assim os chamados esporozoitos que
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invadem novas células epiteliais intestinais formando uma nova geracdo de merozoitos
(LONG, 1987).

Fernando et al. (1987), estudando a migracdo dos esporozoitos intra e extra-
entericamente, observaram que estagios iniciais de E. maxima, ndo sdo confinados
somente ao intestino, mas que estagios infectantes podem ser encontrados no sangue,
nos sinusoides do figado e baco. Segundo os mesmos autores, as células responsaveis
por carrear esporozoitos de E. maxima sdo os linfocitos intra-epiteliais, cerca de 6 horas
apos infeccdo. Alguns desses merozoitos, pelo mesmo processo, originam uma terceira e
quarta geracdo de merontes, enquanto outros ao penetrarem em novas células iniciam a
fase sexuada com formagdo de gametas masculinos (microgametas) e femininos

(macrogametas).

3.3 Imunopatogénia da Eimeria maxima

A doenca é espécie especifica e afeta o hospedeiro de varias formas, dependendo
da preferéncia tecidual do parasito especificamente envolvido e do nimero de oocistos
ingeridos na infeccéo inicial (CONWAY et al., 1993; SHAH et al., 2010).

Segundo Mc Dougald (2007), minimos danos teciduais ocorrem nos primeiros dois
ciclos assexuais, que desenvolvem- se superficialmente nas células epiteliais da mucosa.
Quando no estagio sexual, desenvolvem-se mais profundamente nos tecidos nos dias 5-8
apos infeccao, lesbes se desenvolvem devido a congestdo e edema, infiltracdo celular e
espessamento da mucosa (SHARMAM, 2010).

E. maxima é moderadamente patogénica e considerada dentre as demais espécies
como a mais imunogénica (ALLEN, JENKINS e MISKA, 2005; SHARMAM, 2010),
causando queda no ganho de peso, elevada morbidade, diarreia e, raramente,
mortalidade (IDRIS et al., 1997; ZULPO et al., 2007). Produtores interessados na
manutencdo de uma boa coloracdo da pele, bem como criacbes de aves de postura
devem estar preocupados com infec¢gBes subclinicas porque o efeito dessa espécie esta
relacionada a absor¢édo de xantofila e pigmentos carotendides pelo intestino delgado (Mc
DOUGALD, 2007).

As lesdes principais sdo as hemorragias na porcdo média do intestino, mais
especificamente na regido de jejuno e ileo (ZULPO et al., 2007). Na enterite catarral o

conteudo intestinal é viscoso com presenca de muco apresentando-se marrom-
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alaranjado. Gametdécitos ou oocistos amarelados grandes podem ser vistos em
esfregacos da mucosa intestinal (ALLEN; JENKINS e MISKA, 2005).

A histopatologia é caracterizada por edema e infiltracdo celular, desenvolvimento de
esquizontes a partir do 4° dia pos-infeccao (dpi) (FERNANDO; ROSE e MILLARD, 1987),
e estagios sexuais (macrogametas e microgametas) nos tecidos profundos nos dias 5-8
(Mc DOUGALD, 2007).

Segundo Johnson e Reid (1970), os escores de lesédo sao classificados entre 0 e 4,
baseados nos niumeros comparativos de petéquias, quantidade de muco sanguineo, grau
de espessamento e inchagco da porcdo média do intestino delgado. Alguns estudos ja
foram realizados com intuito de saber as alteracdes fisiopatoldégicas em aves infectadas
por Eimeria spp. Voeten, Orthel e Rigen (1988) ao inocular, simultaneamente, E. maxima
e E. acervulina em frangos de corte observaram queda no ganho de peso corporal devido
a ma absorcao de nutrientes.

De acordo com Turk (1973), a enterite sanguinolenta afeta a digestdo prejudicando
na absorcao de eletrdlitos. Seus estudos observaram reducéao na absorcao de calcio, ferro
e magnésio (TURK, 1981; TURK;, GUNJI e MOLITORIS, 1982). Posteriormente, Turk
(1986) observou que as concentracdes de macro e de microelementos também reduziram
durante a infeccdo causada por coccidios.

A coccidiose provoca no hospedeiro a ativacdo das respostas imune humoral e
celular, sendo esta ultima a principal responsavel pela protecdo contra a enfermidade
(GALHA; BONDAN e LALLO, 2008; HONG et al., 2006; YUN; LILLEHOJ e LILLEHOJ,
2000; LILLEHOJ et al., 2004). A principal forma de imunidade envolvida nessa protegéo €
realizada principalmente por células T residentes no tecido linféide associado a mucosa
intestinal (GALT). Os linfocitos T parecem responder a coccidiose tanto pela producgéo de
citocinas como por ataque citotoxico direto nas células afetadas (ALLEN e FETTERER,
2002).

E. maxima é altamente imunogénica e apenas um namero pequeno de oocistos sao
capazes de induzir imunidade (LILLEHOJ E LILLEHOJ, 2000; YUN, LILLEHOJ e
LILLEHQOJ, 2000). Laurent et al. (2001), utilizando método de extracdo de RNA, observou
gue a resposta imune em E. maxima ocorre principalmente na parte mais apical da
mucosa.

Talebi & Mulchy (1995) infectaram frangos de corte com uma dose Unica (1 x 10%)de
oocistos esporulados de E.maxima por injecdo direta. Utilizado um método de imuno

ensaio de captura de anticorpos (ELISA) e a proliferacdo de linfécitos para determinar as
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respostas humoral e celular, respectivamente. Ambas as respostas imunes foram
aumentadas durante o experimento e chegou a seu nivel mais alto em duas semanas
pos-inoculacdo e, posteriormente, comecou a declinar. Houve uma correlacdo negativa
significativa entre a proliferacdo de linfocitose do numero de oocistos. Este estudo
demonstra que o método da proliferagdo de linfécitos no sangue total € relativamente
simples, sensivel, reprodutivel e util na determinacdo quantitativa das respostas de
linfécitos T circulantes, uma vez que a determinacdo da proliferacdo de linfocitos e
resposta humoral pode ser usada para verificar o estado do rebanho em surtos de
coccidiose e avaliacdodos programas de vacinacédodas aves.

As citocinas tém uma funcéo importante como reguladora da resposta imune, tendo
concentracfes dependentes da quantidade de oocistos inoculados na ave, sendo
produzidas pelos macréfagos (ALLEN e FETTERER, 2002). No caso de E. maxima, as
principais citocinas envolvidas sao: interleucinal (IL-1), citocina pré-inflamatéria que
estimula a secrecdo de quimiocinas por fibroblastos, macréfagos e células epiteliais
(ALLEN, 1997); e, fator de necrose tumoral (FNT) (YUN; LILLEHOJ e LILLEHOJ, 2000)
gue juntamente com IFN-y, estimula a produgao de 6xido nitrico (NO2 e NO3) pela INOS
(LAURENT et al., 2001;ALLEN e FETTERER, 2002; KIM et al., 2008) e a sintese de mais
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (HONG, 2008).

Segundo Cornelissen et al. (2009) a infeccéo por E. maxima induz uma resposta de
células T CD4" e macrofagos, tendo um aumento de IL-8 IL-10 e IFN-y durante a
infeccdo. Os macrofagos estimulados pela infeccédo inicial sdo os principais produtores de
citocinas (ALLEN, 1997).

Durante a infecgdo por E. maxima, existe uma maior variacdo na expresséo de
resposta Thl e IFN-y nos dias 3° e 13° dpi (CORNELISSEN et al., 2009). A presenca de
uma grande quantidade de IFN na mucosa € capaz de estimular a sintese de citocinas e
guimiocinas pro-inflamatorias (HONG, 2008; LAURENT et al., 2001).

Um grande namero de linfécitos e macrofagos também estdo presentes na mucosa
de frangos infectados com E. maxima (CORNELISSEN, et al., 2009). Heterofilos
geralmente sdo ausentes, o que indica que essas células ndo desempenham um papel
importante na producdo de radicais livres durante a resposta imune a infec¢do por E.
maxima (ALLEN, 1997). Segundo Allen, Jenkins e Miska (2005), os altos escores de lesao
e altas quantidades de NO, e NOj3 estdo associados com o aumento da patologia da
doenca (ALLEN; JENKINS e MISKA, 2005).
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3.4 Uso de probiodticos na dieta de frangos de corte

Na producao avicola, o objetivo fundamental € a obtencéo de alta producao, aliada a
gualidade dos produtos finais dos frangos que serdo abatidos. Alguns estudos indicam o
uso de probidticos na alimentacdo de frangos de corte na tentativa de aumentar sua
producdo. Esses organismos séo inseridos como aditivos na ragcéo e contribuem para um
melhor estabelecimento e conservacao de populacdes microbianas no trato digestério dos
animais que vao competir com microorganismos indesejaveis, especialmente o0s
patogénicos, por espaco e nutrientes (LODDI et al., 2000).

Quando sdo usados na nutricdo de aves, os probiéticos aumentam a eficiéncia
alimentar, proporcionam melhor qualidade ao alimento, atuam como agente natural de
crescimento, atenuam as perdas devido a doencas infecciosas e diminuem os sintomas
de estresse (KOZASA, 1989).

Pesquisas que utilizaram probiéticos (Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis) na
dieta de frangos de corte por quatro semanas, apresentaram melhores resultados de
ganho de peso e conversdo alimentar comparados ao grupo controle durante as duas
primeiras semanas (FLEMMING e FREITAS, 2005).

Fernandez e Crespo (2003) afirmam em seus estudos que ao substituir o uso de
antibiéticos por probiético na nutricdo de frangos, estes evidenciaram ganho de peso
decorrente de uma boa eficiéncia alimentar.

Grigoletti et al. (2002) verificaram evolucao significativa no desempenho de frangos
de corte quando alimentados com dietas contendo leveduras Saccharomyces cerevisae.
Flemming et al. (2005) empregando leveduras vivas do género Saccharomyces cerevisae
associadas a parede celular de leveduras (SCCW) mencionam melhora no desempenho
das aves provavelmente devido a acdo da parede celular que apresenta um sitio ligante
competitivo com as bactérias. No entanto outros autores destacam que estes
microorganismos ao se ligarem a SCCW ndo podem se acoplar aos enterdcitos,
movimentado - se com o bolo fecal e ndo colonizando o trato intestinal, desempenhando,
portanto, uma acdo similar aquela do antibiotico (ITO et al. 2004).

Apesar de estudos concluirem que a utilizacdo de probidticos na dieta de frangos
produzam resultados significativos em relacdo a outros promotores de crescimentos
alguns nao retratam os mesmo resultados, como é o caso dos estudos de Lima et. al.

(2003) onde se verificou que nao houve efeito significativo sobre o desempenho das aves.
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3.5 Acéo probidtica contra Eimeria maxima

A coccidioseé a principal doencaparasitaria deaves e é causada pelo parasita
Eimeria apicomplexan. Medicamentos e vacinas séo utilizados como recurso principal no
combate a essa enfermidade aviaria. No entanto, devido a crescente preocupagdo como
uso de drogas profilaticase o alto custo das vacinas,sdo necessarios métodos alternativos
de controle da doenca. Evidéncias recentes de que varios suplementos dietéticos
microbianos podemin fluenciar a imunidade do hospedeiro contra doencas entéricas levou
a investigacdo sobre o uso de probidticos como adjuvante na imunidade protetora contra
ascoccidioses emfrangos de corte (KABIR et al., 2004; TALEBI e MULCHY, 1995).

Em conclusdo de seus estudos Lee et al. (2007) demonstram que uma base de
probidtico P. acidilactici (MitoGrow®) melhora a resisténcia das aves e protege
parcialmente contra a coccidiose para os géneros Eimeira acervulina e E. tenella. No
entanto, 0s seus mecanismos de acao e protecdo nao sado plenamente compreendidos e
devem ser esclarecidos, especialmente a luz da grande variedade de células imunes
ativadas por bactérias probioticas. Em particular, a analise das diferentescitocinas e
quimiocinas induzidas por MitoGrow® na alimentagdo forneceu novas informagdes
valiosas sobre sua imunidade protetora para coccidiose. Além disso, 0s modos exatos da
acao deste probiotico e sua atividade contra diferentes espécies de Eimeria, como
Eimeria maxima precisam ser exploradas em trabalhos futuros.

Oefeito da alimentacdo comum probio6tico Lactobacillus baseada em linfécitos intra-
epiteliais intestinais (IEL) e de subpopulagcbes de protecdo contra a coccidiose
subsequente foi investigada em frangos de corte infectados com E. acervulina e
demonstrou que as bactérias probidticas impactaram na resposta imune local,
caracterizada pela alteracdo das subpopulacdes IELe aumento da resisténcia das aves
infectadas com E.acervulina(DALLOU et al., 2003).

Dallou et al. (2003) demonstram em estudo pioneiro que um probidtico Lactobacillus
melhora a imunidade e a producao de vitamina D em aves infectadas com E. acervulina.
Este estudo também é o primeiro a destacar que o efeito probiético na imunidade local
melhor se manifesta pela invaséo na parede intestinal inferior dos frangos infectados por
Eimeiria acervulina, com base no aumento de IL-2euma menor secre¢cdo de 00cCistos
produzidos por E.a.

Apés uma infeccdo por E.maxima, frangos alimentados com probidticos mostraram

uma maior resisténcia a doencas, com maior ganho de peso corporal e diminuicdo das
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lesdes intestinais em comparacdo com as aves do grupo controle nao infectados ,
segundo Lee et al., (2010).

Lillehoj (2013) usando uma analise de expressdo génica de alto rendimento
descreve que genes imuno-relacionados a infecccdo por E. maxima, especialmente
aqueles associados coma resposta inflamatéria, foram regulados no intestino dos frangos

tratados com probidtico.

4 Considerac0es finais

Com base nos dados obtidos, pode-se concluir que o uso de probiéticos como
adjuvante na alimentacdo de frangos de corte garante significativa melhora no
desempenho da eficiéncia alimentar e no ganho de peso corporal, assim como ha
resisténcia a infec¢des e diminuicdo das lesdes intestinais. Porem, observa-se que seus
mecanismos de acao e protecdo ndo sdo inteiramente conhecidos.

Apesar de tais informacfes, nossa busca pela literatura ndo alcancou um numero de
resultados satisfatérios associando o uso de probidticos contra infec¢cdes causadas por
Eimeria maxima, indicando a necessidade de novos estudos, especialmente por ser a
estirpe mais prevalente nas camas de produtores avicolas e a mais imunogénica, em

relacdo as demais espécies de Eimeria.
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APENDICE B - INFECCAO EXPERIMENTAL COM OOCISTOS ESPORULADOS DE
Eimeria maxima (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) EM FRANGOS DE CORTE

Experimental infection with sporulated oocysts of Eimeria maxima (apicomplexa:
eimeriidae) in broiler
Luciana da Silva Brito®, Fagner Luis da Costa Freitas®.

RESUMO

A coccidiose ainda é uma das principais enfermidades causadoras de perdas econdmicas
em frangos de corte e reprodutoras. O presente trabalho visa avaliar as alteracfes
patolégicas e metabdlicas em frangos de corte infectados experimentalmente com
oocistos esporulados de Eimeria maxima. Para realizagdo do experimento, foram
utilizados 150 frangos de corte da linhagem Coob, machos, com dez dias de idade,
randomizados de acordo com o peso e distribuidos em dois grupos experimentais: grupo
controle, sendo inoculado com 0,5 ml de agua destilada; grupo infectado, inoculado com
0,5ml de solucdo contendo 5x10* oocistos esporulados de Eimeria maxima. O
desempenho zootécnico foi avaliado no 0 (dia da inoculagéo), 5°, 10°, 15°, 25° e 35° dpi,
sendo abatidas, por deslocamento cervical, quinze aves/grupo. Os primeiros sinais
clinicos foram perceptiveis no 5° dpi, onde as aves apresentaram apatia seguida de
diarreia fétida, mucdide, penas ericadas e ganho de peso inferior quando comparado com
as aves do grupo controle. Ao final do experimento o grupo controle produziu 28,839 kg
de carne e o grupo infectado 28,053kg de carne dos frangos utilizados no trabalho.
Apesar da somatoéria na producdo da carne ter sido maior no grupo controle O peso do
coracdo e da moela dos animais experimentais ndo apresentou diferenca significativa, ja o
figado teve diferenca no dia 5°, 15° e 35° dpi. Quanto ao hematdcrito os frangos
experimentais ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) desde o inicio do
experimento até o final, 5° - 35°dpi. Os niveis de proteinas mantiveram- se significantes
(p<0,05) em todos os dias de coleta. A avaliacdo patoldgica evidenciou mucosa congesta
e presenca de grande quantidade de muco no 6° dpi. Diante disso, conclui- se que a dose
de 5x10° de E. maxima inoculada no grupo experimental foi suficiente para ocasionar
danos ao organismo animal.

Palavras —chave: Coccidiose, Eimeria maxima, frangos de corte, Eimeria spp

ABSTRACT

Coccidiosis is still one of the main diseases causing economic losses in broilers and
breeders. This study aims to evaluate the metabolic and pathological changes in broilers
experimentally infected with oocysts of Eimeria maxima. To perform the experiment, we
used 150 broiler strain cooB males, with ten days of age were randomized according to
weight and randomly assigned to two experimental groups: control group was inoculated
with 0.5 ml of distilled water; infected group inoculated with 0.5 ml of solution containing
5x104 sporulated oocysts of Eimeria maxima. The live performance was evaluated at 0
(day of inoculation), 5 °, 10 °, 15 °, 25 ° and 35 ° dpi, being slaughtered by cervical
dislocation, fifteen birds / group. The first clinical signs were noticeable on the 5th dpi,
where the birds showed apathy followed by fetid diarrhea, mucoid, ruffled feathers and

*Mestranda em Imunologia Bésica e Aplicada e Docente da Universidade Federal do Amazonas.
® Docente da Universidade Federal da Fronteira Sul, Orientador no Programa de Pés- graduacéo em Imunologia Basica
e Aplicada da Universidade Federal do Amazonas. Av. Gal. Rodrigo Otavio 3000, Coroado Il, Manaus, Amazonas .
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lower weight gain compared with the control group of birds. At the end of the experiment
the control group produced 28.839 kg of meat infected group and 28.053 kg of meat of
chickens used in the study. Although the sum in beef production was higher in the control
group The weight of the heart and gizzard of the experimental animals showed no
significant difference, because the liver had difference on day 5 °, 15 ° and 35 ° dpi. As for
the chickens experimental hematocrit showed no significant difference (p> 0.05) from
baseline to the end of the experiment, 5 ° - 35 ° dpi. Protein levels remained significant (p
<0.05) on all days of collection. The pathologic evaluation showed congested mucosa and
presence of large amounts of mucus at 6 dpi. Therefore, it is concluded that the dose of
5x103 E. Maximum inoculated in the experimental group was enough to cause harm to the
animal organism.

Key-words: coccidiosis, Eimeria maxima, broilers, Eimeria spp

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve um aumento no consumo de carne de frango no Brasil e
no mundo, isso por sua vez obrigou o desenvolvimento de tecnologias para serem
empregadas na producdo avicola industrial a fim de melhorar a alimentacdo e a
precocidade dos frangos que sao levados para o abate (LUCHESE et al., 2007).

O consumo interno de frango estd em ascensdo no Brasil, a média em 2011 foi de
47 quilos por habitante em comparacdo com o ano de 2010 que foi de 44 quilos por
habitante, conquistando a terceira colocacdao no ranking mundial de consumo per capita
de carne de frango, atras apenas dos Estados Unidos e Arabia Saudita (UBABEF, 2013).
Segundo Avisite (2013), dados preliminares da USDA apontam um volume de pouco mais
de 4 (quatro) milhdes de toneladas na exportacdo de carne de frango, 0 que representa
um aumento de 4% em comparagao com o ano de 2009.

Mesmo com uso de elevada tecnologia, o intensivo sistema de producdo de
frangos,ndo assegura que o ambiente de criagdo das aves esteja livre de patégenos. Os
patdgenos prejudicam a eficiéncia do aproveitamento dos nutrientes das ragcfes, em
consequéncia do provavel aparecimento de desordens entéricas (RAMOS et al., 2011).

A principal parasitose encontrada na avicultura € ocasionada por protozoarios do
género Eimeria, também conhecidos como coccideos, sendo responsaveis por Sérios
prejuizos econémicos, principalmente, devido a casos de diarreia e mortes em animais
jovens (SANTOS et al., 2003; LUCHESE et al., 2007).

As eimerioses apresentam carater endémico nas granjas, sendo descritas sete
espécies de Eimeria que causam coccidiose em aves:. E. acervulina, E. praecox, E.
maxima, E. mitis, E. necatrix, E. tenella, E. brunetti (FREITAS, 2011; LUCHESE et al.,
2007; PENHA et al., 2008).
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Os agentes causadores da coccidiose s&o parasitos intracelulares que multiplicam -
se no intestino, causando destruicao tecidual e prejudicando a digestédo e a absorgéao dos
alimentos, resultando num quadro clinico de diarreia aquosa ou hemorragica (KAWASOE,
2000). Para Allem (2002), os sinais clinicos da coccidiose variam de acordo com a
espécie de coccideos presentes na infeccdo. A Eimeria maxima €& moderadamente
patogénica e considerada dentre as demais espécies como amais imunogénica (ALLEN;
JENKINS e MISKA, 2005; SHARMAM, 2010), causando queda no ganho de peso,
elevada morbidade, diarreia e, raramente, mortalidade (IDRIS et al., 1997; ZULPO et al.,
2007). Produtores interessados na manuten¢éo de uma boa coloracao da pele, bem como
criacbes de aves de postura devem estar preocupados com infec¢gbes subclinicas porque
o efeito dessa espécie esta relacionado a absorcao de xantofila e pigmentos carotenoides
pelo intestino delgado (Mc DOUGALD, 2007).

Goodwin, Brown e Bounous (1998), estudando os diferentes métodos de deteccdo
para E. maxima, concluiram que o método de avaliacdo pelo escore de lesdo,
individualmente, ndo confere grande valor diagnostico, sendo o grau de lesao
histopatolégico o melhor método diagndstico seguido da contagem microscopica de

oocistos.

O estudo visa elucidar os mecanismos envolvidos na relagcdo hospedeiro-parasito
por meio da avaliacdo das alteracBes patologicas e metabdlicas em animais infectados

experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria maxima.

2 MATERIAS E METODOS

2.1 Local do Estudo

A pesquisa foi desenvolvida na Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal do Tocantins (UFT), localizada no municipio de Araguaina — TO,
onde foram realizados o protocolo experimental e as analises zootécnicas; no Laboratorio
de Histologia da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em Manaus-AM, onde
foram realizadas a confecgdo e analise das laminas histologicas; e no Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Regional de Coari, municipio de Coari — AM, onde foram

feitas as analises bioquimicas.
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2.2 Animais e protocolo experimental

Para realizacdo do trabalho, foram utilizados 150 frangos de corte da linhagem
Coob, machos, com dez dias de idade. As aves foram randomizadas de acordo com o
peso e distribuidos em dois grupos experimentais: grupo controle, sendo inoculado com
0,5 ml de &gua destilada; grupo infectado, inoculado com 0,5ml de solu¢cdo contendo
5x10* oocistos esporulados de Eimeria maxima. Para a inoculagdo, todas as aves do
experimento foram contidas manualmente e inoculadas, com o auxilio de uma pipeta
automatica, por via oral.

Cada grupo foi instalado em gaiolas de ferro com dimensdes de 1m de comprimento
X 2m de largura x 1,5m de altura. Os comedouros e bebedouros utilizados contendo,
respectivamente, agua limpa e racdo balanceada sem anticoccidianos, eram do tipo
calha, sendo lavados com agua e detergente neutro e flambados a cada 12 horas para
gue o risco de reinfeccao fosse evitado.

A composicdo da racao utilizada (a base de milho e farelo de soja) obedeceu as
normas e padrdes nutricionais estabelecidas pela NRC (1998), sendo fornecida as aves

“ad libitum”.

2.3 Avaliacdo dos sinais clinicos e determinacéo dos periodos parasitarios

No decorrer do periodo experimental, foram realizados, diariamente, exames clinicos
nos animais e andlises parasitoldgicas em suas fezes, por meio de isolamento pela
técnica de centrifugo-flutuacdo, sendo a amostra coletada com auxilio de espatula,
armazenada em recipientes plasticos e posteriormente, analisada para determinar os
periodos de pré-paténcia (espaco de tempo entre 0 momento dainfeccdo do hospedeiro e
a deteccao do agente nos tecidos, secrecdes ou excretas) e paténcia (intervalo de tempo
compreendido entre o inicio da eliminacdo de oocistos pelas aves e o término da

infec¢do) de E. maxima.
2.4 Avaliagéo do desempenho zootécnico
O desempenho zootécnico foi avaliado no 0 (dia da inoculacéo), 5°, 10°, 15°, 25° e

35° dpi, sendo abatidas, por deslocamento cervical, quinze aves/grupo, conforme
resolucdo da Comissdo de Etica e Bem Estar Animal da UFAM (Protocolo n° ). Nos dias
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de coleta foram avaliados o peso vivo, peso de carcaca e rendimento de carcaga, sendo
utilizada uma balanca de 0,1 g de resolucao.

No intuito de determinar a conversdo alimentar, foi avaliado o consumo de racéo,
sendo pesada diariamente antes de ser fornecida para as aves em balanca comercial
comum com peso maximo de 25 quilos e resolugdo de 0,5g. O célculo foi feito pela
diferenca de peso entre o alimento fornecido e o seu consumo. Este valor foi obtido
descontando-se as sobras de racdo do total de racéo fornecida, durante a limpeza diaria
dos comedouros.

Para a determinacéo do rendimento de carcaga, os frangos foram submetidos a seis
horas de jejum, sendo sacrificados por decapitacdo entre 0s 0ssos occipital e atlas
utilizando-se faca previamente esterilizada. As aves foram sangradas por 2 minutos em
cone adaptado ao abate de frangos. Foi feita a retirada da pele e penas manualmente, e
as aves foram evisceradas por meio de corte abdominal realizado com tesoura. Para o
calculo de rendimento de carcaca, foi considerado o peso da carcacga eviscerada (sem
visceras, pés, cabeca e gordura abdominal). Em relacdo ao peso vivo, a conversao
alimentar foi estimada através da relacdo consumo de alimento (kg/ave/dia) dividido pelo

ganho de peso (kg/ave/dia).

2.5 Avaliacao patolégica

A avaliacdo histopatolégica foi realizada no Laboratério de Histologia do
Departamento de Morfologia da UFAM, onde foram retirados fragmentos de duodeno,
jejuno, ileo no 5°, 10°, 15° 25° e 35° dpi, sendo coletadas, abertos longitudinalmente,
lavadas em solucéo tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,4) e, fixadas em solugcéo de formol 10%
por 36 horas. Em seguida, foram lavados em alcool 70% para a retirada do fixador e,
posteriormente, desidratados em séries crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e
incluidos em parafina. Apdés a microtomia semi-seriada, a uma espessura de 7um, 7
cortes histoldgicos foram colocados em cada lamina, sendo corados com hematoxilina e

eosina, e observados a microscopia de luz (JUNQUEIRA, 2007).

2.6 Avaliacao das alteracdes bioquimicas

Para avaliar o hematdcrito e o metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos, 5

ml de sangue foram colhidos, apds jejum de 6 horas, via intra-cardiaca, utilizando-se
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seringas e agulhas descartaveis, sendo depositado 1 ml em tubos de ensaios estéreis
contendo &cido etileno-diaminotetracético sédico (EDTA - sddico), 1 ml em tubos de
ensaios estéreis contendo acido etileno-diaminotetracético fluoreto de sédio (EDTA -
fluoreto) e 3 ml em tubos de ensaio estéreis sem anticoagulantes para obtencdo do
sangue total, plasma e soro, respectivamente.

A dosagem da glicose plasmatica foi realizada pelo método enzimético. Foram
determinadas as contagens globais de hematdcrito obtido por centrifugacdo em tubos
capilares.

Os lipidios séricos avaliados no soro foram: triacilgliceréis das lipoproteinas e
colesterol total.

O metabolismo proteico foi avaliado por meio das concentracdes de proteinas totais.
Todos os parametros bioquimicos relacionados serdo determinados por meio de “kits”

comerciais (Labtest Sistemas de Diagnosticos Ltda — Belo Horizonte/MG).

2.7 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados por meio de tabelas, onde se calculou a média e o
desvio-padrdo (DP), pois os dados apresentavam variancias homogéneas e distribuicao
normal ao nivel de 5% de significAncia por meio dos testes de Bartlett’'s e Shapiro-
Wilkrespectivamente. Na comparacdo das médias foi aplicado o teste t - Student
(ARANGO, 2001; VIEIRA, 2004).

O software utilizado na analise foi o programa Epi-Info versdo 7 paraWindows
desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC (www.cdc.org/epiinfo).O nivel de

significancia fixados nos testes foi de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros sinais clinicos foram percebidos no 5° dpi, onde as aves apresentaram
apatia seguida de diarreia fétida, mucodide, penas ericadas e ganho de peso inferior
guando comparadas com as aves do grupo controle.

O grupo infectado apresentou um periodo de pré-paténcia e paténcia de 5 e 12 dias,
respectivamente. O término do periodo patente foi confirmado pelo exame parasitolégico
das fezes e andlise histopatolégica do intestino delgado; os animais do grupo controle

permaneceram negativos quanto a presenca de oocistos durante todo o periodo
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experimental. Tais caracteristicas diferem dos achados em outros estudos com resultados
de cinco e sete dias de perido pré-patente e patente (JEURISSEN ET AL. (1996),
YOUN&NOH (2001), E GABRIEL ET AL.(2006).

O periodo pré-patente observado na presente pesquisa assemelha- se aos
resultados encontrados por Zulpo et al. (2007), que ao estudar a patogenicidade de cepas
de E. maxima, usando uma dose de 2x10*, verificou um periodo pré-patente de 168 horas
(7° dpi). Idris et al. (1997) também observou um periodo pré-patente de 168 horas em
frangos inoculados com 2,5x10” oocistos esporulados de E. maxima. O menor periodo de
pré-paténcia pode estar relacionado a alta excistacdo dos esporozoitos de E. maxima,
conforme dados de Shiotani et al. (1992).

Ao final do experimento o grupo controle produziu 28,839 kg de carne e 0 grupo
infectado 28,053kg de carne (Gréfico 1). Silva et al. (2005) avaliando o desempenho de
frangos de corte criados em ambientes com oocistos e sem oocistos, observaram um
menor peso corporal e uma pior conversdo alimentar aos 14 dias de vida. J& Persia et al.
(2006) relataram que a infeccao por coccidiose pode levar a uma queda no desempenho,
devido a uma diminuicdo da energia metabolizavel da dieta e menor digestibilidade dos
aminoécidos.

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados das médias do peso vivo, peso de
carcaca, figado, coracdo e moela dos grupos controle e infectado nos 10°, 15°, 25° dpi.

Zulpo et al. (2007), que nao obtiveram diferencas significativas para o ganho de
peso, porém médias sempre mais baixas para o grupo infectado.O trabalho de Mori
(2008) corrobora com o anterior ao referir que ao utilizar uma dose individual de 4x102 de
oocistos vivos atenuados de E. maxima, E. acervulina, E. mitis, E. tenella o grupo
infectado apresentou diminuicdo em todos os parametros avaliados em relacdo ao grupo
controle.

O peso do coracdo e da moela dos animais experimentais ndo apresentou diferenca

significativa, ja o figado teve diferenca no dia 5°, 15° e 35° dpi.

Tabela 1 - ParAmetros zootécnicos de frangos do grupo controle e infectado experimentalmente
com oocistos esporulados de Eimeria maxima.

Grupos Experimentais

Dias Experimentais Controle Infectado p*
Média DP Média DP

10° dpi
Peso vivo 386,67 57,26 365,13 45,49 0,264
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Peso da carcaca 274,47 4234 265,60 48,66 0,599
Peso do coragéo 2,40 0,33 2,50 0,34 0,432
Peso do figado 16,24 3,22 17,14 2,96 0,430
Peso da moela 13,16 1,69 12,62 0,96 0,287
15° dpi
Peso vivo 493,33 56,32 451,42 71,34 0,100
Peso da carcaca 365,00 46,92 328,83 56,57 0,081
Peso do coragao 3,00 0,32 2,73 0,53 0,123
Peso do figado 13,42 1,57 16,97 3,02 0,001
Peso da moela 13,68 1,60 13,09 1,89 0,389
25° dpi
Peso vivo 633,80 62,79 668,47 71,34 0,169
Peso da carcaca 473,13 47,86 485,87 56,57 0,511
Peso do coragao 3,47 0,48 3,81 0,48 0,062
Peso do figado 25,04 4,00 23,85 3,91 0,418
Peso da moela 17,82 1,96 18,39 2,70 0,517

Fonte: Elaborag&o propria

* Teste t - Student; DP = desvio-padréo.
Valor de “p” em negrito itélico indica diferenca estatistica entre as médias ao nivel de 5%.

3.1Desempenho sobre hematdcrito e dados bioquimicos

Quanto aos dados hematdcritos, no presente trabalho os grupos ndo apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) desde o inicio do experimento até o final, 5° - 35°dpi,
conforme Tabela 2.

Nas condi¢gdes do nosso estudo verificou — se uma diferenca significativa (p<0,05)
nos niveis de glicose em todos os dias de coleta, favoraveis ao grupo controle. Portanto,
os valores plasmaticos normais para glicose podem estar ligados a glicogendlise hepética
realizada pela ave, onde a glicose € mantida em seus niveis basais através da quebra do
glicogénio hepatico mediante a liberacdo de glucagon pelo pancreas. Segundo Chapman,
Fernandes e Davison (1982), a capacidade que a ave possui de manter a normoglicemia
em situacdes onde as reservas de glicogénio hepatico estdo esgotadas, é devido a uma
gliconeogénese ou uma utilizacao reduzida da glicose pela mesma.

Resultados semelhantes obtiveram Chapman, Fernandes e Davison. (1982) ao
inocular 10° oocistos esporulados de E. maxima, dosagem superior a utilizada neste
experimento, onde observou que as concentracbes de glicose permaneceram quase
analogos entre os do grupo infectado e os do grupo controle. Porém, resultados
divergentes foram encontrados por Ruff (1980), estudando a absorcéo de glicose em aves

infectadas por E. maxima, onde observou que a mesma provoca alteracdes na absorcao
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de glicose na fase aguda da doencga, entretanto, aos 21 dias pds-infeccdo ndo sao mais
observadas altera¢gBes nas concentragfes plasmaticas de glicose.

Os niveis de proteinas mantiveram- se significantes (p<0,05) em todos os dias de
coleta. Turk (1978) sugere que durante infeccdes coccidianas, a perda de proteinas
plasmaticas diminui os efeitos da absor¢cdo dos nutrientes pela ave. Resultados
semelhantes obteve Chapman, Fernandes e Davison (1981) ao trabalhar com 10°
oocistos esporulados de E. maxima, observaram que as aves apresentaram uma leve
hipoproteinemia na fase aguda da doenca (4° dpi), ndo retornando aos valores normais
até o 10° dpi. Sendo o figado o 6rgéo responséavel pela producéo de albumina (MEYER et
al., 1995), as concentra¢cdes normais dessa proteina encontrada no presente trabalho é
esperada uma vez que o parasita ndo provoca danos no referido 6rgao.

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) nos animais experimentais
nos niveis de triglicerideos somente no 25° dpi e colesterol total nos 25° e 35° dpi. A
coccidiose é uma das enfermidades que mais provocam reducdes plasmaticas de lipidios
devido as alteracdes provocadas na mucosa do epitélio intestinal (Feterrer, 2002). A
reducdo significativa na absorcdo de triglicerideos foi acompanhada da reducdo do
colesterol total, que apresentaram médias menores no grupo infectado, mesmo que ndo
significativas. Isso mostra que a dose utilizada de E. maxima causou reducao da absorcao
de lipidios. Resultados semelhantes foram encontrados por Allen e Feterrer (2002), que
observaram diminuicdo na absor¢ao de lipidios em aves infectadas com E. maxima.

Freitas et al. (2008) ao pesquisar as alteragcbes no metabolismo em frangos de
corte infectados experimentalmente com. acervulina, parasita entérico, observou que
todas as classes de lipidios no soro e as lipoproteinas apresentaram-se reduzidas nos
animais infectados.

Tabela 2 - Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos de frangos do grupo controle e infectado
experimentalmente com oocistos esporulados de Eimeria maxima.

Grupos Experimentais

Dias experimentais Controle Infectado p*
Média DP Média DP

5° dpi
Glicose 209,17 38,70 173,52 33,36 0,012
Triglicerideos 122,66 57,47 121,25 46,81 0,942
Colesterol total 104,77 40,39 130,31 102,78 0,378
Proteina total 3,37 0,52 2,61 0,39 <0,001
Hematocrito - - - - -

10° dpi
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Glicose 231,24 25,33 206,59 26,01 0,014
Triglicerideos 192,96 87,02 181,12 67,23 0,680
Colesterol total 126,71 32,28 133,49 46,04 0,644
Proteina total 3,58 0,70 2,50 0,19 <0,001
Hematocrito 29,35 1,47 27,88 2,92 0,163
15° dpi
Glicose 233,73 39,10 197,68 22,48 0,004
Triglicerideos 135,67 62,13 132,21 45,99 0,864
Colesterol total 130,36 27,39 119,57 29,29 0,306
Proteina total 3,44 0,43 2,50 0,36 <0,001
Hematocrito 28,96 2,71 29,00 2,49 0,976
25° dpi
Glicose 266,59 72,09 139,52 32,92 <0,001
Triglicerideos 116,50 16,06 100,56 17,60 0,022
Colesterol total 137,92 17,04 119,86 14,06 0,006
Proteina total 3,46 0,57 2,57 0,24 <0,001
Hematdcrito 28,25 2,17 28,63 3,10 0,721
35° dpi
Glicose 252,92 35,14 121,85 35,45 <0,001
Triglicerideos 111,14 24,07 101,10 17,67 0,220
Colesterol total 148,47 16,21 135,24 13,37 0,026
Proteina total 2,99 0,35 2,52 0,29 0,001
Hematocrito 29,30 3,47 31,46 3,44 0,111

Fonte: Elaboragéo propria

* Teste t - Student; DP = desvio-padréo.
Valor de “p” em negrito italico indica diferenga estatistica entre as médias ao nivel de 5%.

3.2 Analise histopatologica

A avaliacdo patolégica evidenciou mucosa congesta e presenca de grande
guantidade de muco no 6° dpi. A inciséo transversal do jejuno viabilizou a observacéao de
mucosa hemorragica caracterizando a principal éarea afetada pelo parasito.
Microhemorragias foram observadas pela serosa somente no 1° dpi, sendo encontradas,
principalmente, na regiao do duodeno e terco proximal do jejuno. Na presente pesquisa, 0
grupo controle ndo apresentou alteracdes clinicas e nem lesdes sugestivas de infeccao.

Utilizando uma dose de 2x10* oocistos esporulados de E. maxima (ZULPO et al.,
2007), também observaram escores de lesdo moderados. Jenkins, Fetterer e Miska
(2009) também observaram escores com média moderada de 1,9, utilizando uma dose

mais baixa, de 10° oocistos esporulados de E. maxima. Entretanto, resultados diferentes
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foram observados por Galha et al. (2010) que encontrou escores de lesdo moderados,
porém em aves infectadas naturalmente. Tais resultados mostram que € possivel que
isolados de E. maxima variem em sua capacidade para induzir lesdes intestinais
(CONWAY et al., 1993; IDRIS et al., 1997).

Galha et al. (2010) ao estudar a coccidiose clinica em frangos de corte infectados
naturalmente, observou que os principais sinais clinicos observados foram diarréia e
apatia, associado a presenca dos oocistos de E. maxima nas fezes. Santos et al. (2003),
ao estudar a ocorréncia de E. maxima em aves infectadas naturalmente, observou lesdes
caracterizadas por petéquias na serosa do jejuno, hiperemia da mucosa e exsudado
mucoso de coloracdo alaranjada. Jenkins et al. (2008) usando a dose de 10* oocistos
esporulados de E. maxima, observou que as aves apresentavam lesdes caracteristicas
COmMo numerosos pontos hemorragicos na serosa, espessamento da parede intestinal e
distenséao.

Segundo Yun, Lillehoj e Lillehoj (2000), a magnitude dos sinais clinicos decorrentes
da infeccdo por Eimeria spp € modelada por fatores como idade, sexo, linhagem, nutricdo
e fatores genéticos do hospedeiro. Em producdes industriais de frangos de corte, a
mortalidade ndo € o maior problema causado pela coccidiose, mas a reducao dos indices
de desempenho provocados pela diarréia e, as vezes, anemia (Borges, 2000).

No grupo infectado, o exame histopatologico evidenciou processo inflamatério
crescente nas vilosidades intestinais caracterizado por infiltrado linfocitario difuso nas
regioes laterais e apicais dos vilos associado com atrofia de vilosidades e presenca das
diversas formas parasitarias de E. maxima. As lesbes histopatoldgicas sdo semelhantes
as lesdes encontradas por Zulpo et al. (2007), onde aves induzidas por 2x10* oocistos
esporulados de E. maxima apresentaram atrofia discreta das vilosidades, proliferacdo de
células epiteliais, hemorragia discreta e o0 parasito em varios estagios de
desenvolvimento. (LAURENT et al., 2001; SHIOTANI, 1992).

Os efeitos patogénicos do parasitismo incluem principalmente o retardo no
crescimento e reducdo na eficiéncia alimentar (IDRIS et al., 1997; LAURENT et al.,
2001). Todas as lesbes decorrentes da reproducdo parasitaria interferem diretamente na
absorcdo de nutrientes, desencadeando uma série de distarbios no metabolismo de

carboidratos, proteinas, lipideos, macro e micro-minerais (GABRIEL et al., 2003).



78

4 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, pode- se concluir que nas condicbes
experimentais a dose inoculada de 5x10* de Eimeria maxima, causou alteracées
patolégicas e metabdlicas significativas em dados momentos do periodo experimental.
Medidas de prevencdo e controle sdo fundamentais, uma vez que se trata de uma
enfermidade subclinica onde o0s prejuizos séao principalmente econdémicos, gerando
perdas para o produtor e, consequentemente para a cadeia produtiva avicola.
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ANEXO A — Declarac¢do do Comité de Etica em Experimentacdo Animal - CEEA
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