UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

VITOR ANDRADE COELHO MENDES

MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMAGAO
INTESTINAL EM AVES UTILIZANDO VACINA VIVA
ATENUADA DE EIMERIA SPP.

UBERLANDIA - MG
2021



VITOR ANDRADE COELHO MENDES

MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMAGAO
INTESTINAL EM AVES UTILIZANDO VACINA VIVA
ATENUADA DE EIMERIA SPP.

Projeto de pesquisa apresentado a
Coordenacédo do Curso de Graduacéao
em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia,
como requisito a aprovagao na
disciplina de Trabalho de Conclusao de
Curso Il.

Orientadora: Profa. Dra Belchiolina
Beatriz Fonseca

UBERLANDIA
2021



MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMAGAO INTESTINAL EM
AVES UTILIZANDO VACINA VIVA ATENUADA DE EIMERIA SPP.

Trabalho apresentado a banca
examinadora, como requisito a
aprovacao na disciplina de Trabalho
de Conclusdo de Curso Il da
graduagdo em Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de
Uberlandia.

Orientadora: Profe. Dr2. Belchiolina
Beatriz Fonseca

Banca Examinadora

Profe. Dr? Belchiolina Beatriz Fonseca

Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Dr. Fernando Cristino Barbosa

Universidade Federal de Uberlandia

Msc. Paula Fernanda de Sousa Braga

Universidade Federal de Uberlandia

UBERLANDIA-MG
2021



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais, Priscilla e Odemir, que sempre
fizeram o possivel e o impossivel para me proporcionar tudo que precisei. Nunca
medindo esforgos para me ajudar nessa caminhada que é a vida.

Agradeco aos meus avoés, Osvaldo, Orlandina, Vera e Luis. Infelizmente
nem todos estdo mais presentes nesse plano, mas sei que estado olhando por
mim la de cima e que vovoé Orladina que esta aqui torce muito por mim.

Agradeco a minha familia, irma, primos e tios que sempre estiveram
torcendo por mim e me apoiando.

Agradeco meu velhos amigos que me acompanham desde a infancia,
meus amigos que a faculdade me deu da turma 81, e também amigas que a
reprovagcdo me deu. Sou muito grato por ter vivido cada dificuldade e alegrias
com vocés.

Agradeco a minha orientadora Bia, que me deu oportunidade de aprender
mais com ela, que me ajudou a enxegar a avicultura de forma diferente e que
nesse cenario atual com a pandemia teve panciéncia pra me ajudar a terminar
esse trabalho, que nao é facil pessoalmente e de forma remota entdo se mostrou
bem mais desafiante.

Agradeco também a todos os professores da graducao, que de alguma
forma passaram aprendizados e ensinamentos que foram fundamentais para
meu crescimento pessoal e profissional. Sou muito realizado por ser UFU.



RESUMO

Coccidiose € uma doenga causada pela Eimeria spp., um parasito
intracelular obrigatorio que leva a destruicdo das células epiteliais intestinais.
Essa destruicado de células acarreta na redugao de ganho de peso e prejudica a
conversdo alimentar. O uso de cepas vacinais virulentas em altas dosagens
pode ser uma alternativa para estudos de inflamagao intestinal e a doenca
clinica. Porém pouco se sabe sobre o0 uso de cepas vacinais atenuadas para
estudos com inflamacéo ou quebra de barreira intestinal. Assim o objetivo desse
trabalho foi avaliar a possibilidade de uma vacina atenuada levar a forma clinica
da doenca em aves. Foram utilizados machos descartes de poedeira comercial
da linhagem Hy-line alojados com 1 dia de idade no Laboratorio de
Ornitopatologia e Pesquisas Avicolas da Universidade Federal de Uberlandia.
As aves foram alojadas no chdo com cama de maravalha com temperatura
ambiental de 32°C, agua e ragido a vontade. As aves foram desafiadas com 0,30
ml (10 vezes a dose indicada) de uma vacina viva atenuada para coccidiose
aviaria aos 15 dias de idade. As aves foram observadas nos periodos
subsequentes diariamente, a cada 4 dias apods a inoculacéo e foram coletadas 3
amostras de fezes de cama para contagem dos oocistos. Apos observacgao da
presenca de sintomas clinicos, as aves foram eutanasiadas para avaliagao da
integridade intestinal nas idades de 22 dias e 31 dias. A vacina levou a alteragdes
no tamanho intestinal, lesdes no intestino das aves e apresentacédo de oocistos
na cama.

Palavras-chave: lesdo, coccidiose, desafio.



ABSTRACT

Coccidiosis is a disease caused by Eimeria spp., an obligate intracellular
parasite that destroys intestinal epithelial cells. This cell destruction leads to
reduced weight gain and impairs feed conversion. Virulent vaccine strains at high
doses may be an alternative for studying intestinal inflammation and clinical
disease. However, little is known about the use of attenuated vaccine strains for
studies on inflammation or breaking the intestinal barrier. Thus, this work aimed
to evaluate the possibility that an attenuated vaccine could lead to the clinical
form of the disease in birds. Males from commercial laying hens of the Hy-line
lineage were housed one day old at the Laboratory of Ornitopathology and
Poultry Research of the Federal University of Uberlandia were used. The birds
were housed on the floor with wood shavings litter at an environmental
temperature of 32°C, water and feed ad libitum. Birds were challenged with 0.30
ml (10 times higher than the indicated dose) of the live attenuated vaccine for
avian coccidiosis at 15 days old. The birds were daily observed in subsequent
periods daily, every 4 days after inoculation and 3 samples of from the litter were
collected for occysts couting. After observing the presence of clinical symptoms,
birds were euthanized to assess intestinal integrity at 22 and 31 days old. The
vaccine led to changes in intestinal size, lesions in the portions of birds' intestines,

and presentation of oocysts in the litter.

Keywords: Lesion, coccidiosis, challenge.
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1 INTRODUGAO

A coccidiose aviaria, causada pela infeccdo com os protozoarios do
género Eimeria, leva a perdas econémicas significativas na industria avicola.
Estes sdo parasitos intracelulares de enterécitos que, ao final de seu
desenvolvimento e reproducdo, rompe a célula hospedeira, interferindo na
absorgao de nutrientes, com consequente redug¢ao do ganho de peso e aumento
da converséao alimentar (COSTA, 2002; KINNAIRD et al., 2004; CACHO et al.,
2004).

A medida que a populacgéo global de aves continua a crescer, aliado aos
custos com as profilaxias e tratametnos, que visam diminuir os impactos que a
doencga causa no ganho de peso, resultam em grandes gastos para o produtor
(BLAKE, KNOX et al. 2020). O uso de drogas para o controle tem se mostrado
eficaz. Porem a utilizagdo delas em longos periodos tem se mostrado um
problema, com o surgimento de cepas resistentes (QUIROZ-CASTANEDA AND
DANTAN-GONZALEZ, 2015).

Nos ultimos anos, a tendéncia ao emprego e vacinas na prevengao desta
enfermidade aumentou devido ao receio quanto aos residuos das drogas na
alimentacao e alto custo da investigagdes com novas drogas (COSTA, 2002).
Vacinas contendo cepas virulentas foram as primeiras utilizadas. Notou-se que
0 uso em um sub-dose dessas cepas concedia imunidade protetora frente a um
préoximo desafio. Atualmente essas vacinas sao utilizadas de varias formas e por
diferentes veiculos como: agua de bebida, em gel, por spray, entre outros. Ha
diferentes formas de se modular a patogenicidade das cepas, seja por meio da
passagem em ovo embrionado, coadministragdo com anticoccidicos em baixas
doses (LILLEHOJ et al., 2000a). Atualmente muitas vacinas vivas que sao
utilizadas no controle da coccidiose sao as atenuadas. O beneficio das vacinas
atenuadas em comparacado com as cepas virulentas € que elas possuem menor
possibilidade de lesao intestinal, por seu menor potencial reprodutivo e,

simultaneamente, conferindo maior imunidade aos animais (TOMASI, 2006).

O intestino tem como fungao primaria a absor¢ao de nutrientes e agua
provenientes da alimentagcao, dentre outras moléculas, e posteriormente realizar

a excregao do bolo fecal. O processo de absor¢ao ocorre na presenga de ampla



variedade de antigenos, provenientes dos alimentos, e da microbiota, sem que
haja a quebra da integridade da barreira intestinal. A quebra da barreira intestinal
pode resultar no desenvolvimento de doencas inflamatdrias intestinais, privagao

de nutrientes, dentre outras patologias (CHIKINA, et al., 2020).

Uma das formas do estudo da quebra de barreira intestinal e inflamacgao
€ a inoculagcao de uma ou varias cepas de Eimeria nas aves. No entanto, ha uma
dificuldade de se encontrar no mercado tais cepas comerciais para serem
estudadas a ndo ser em vacinas vivas com cepas virulentas. Porém com o
aumento de vacinas vivas atenuadas no mercado € importante avaliar se essas
vacinas sao alternativas em estudos com quebra de barreira intestinal e

inflamacao.



2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Gerais

O objetivo desse estudo foi avaliar se cepas vacinais atenuadas de

Eimeria spp. provocam inflamacgao intestinal em aves.

2.2 Objetivo Especifico

Avaliar um modelo de coccidiose clinica ou subclinica para pesquisas de
quebra de barreira intestinal para estudos futuros com esse parasita utilizando

cepas vacinais atenuadas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Coccidiose aviaria € uma parasitose intestinal que atinge diversas
especies de aves, sendo o agente causador a Eimeria, responsavel por quadros
de diarreia, perda de peso, elevada conversao alimentar, e quando severo alta
taxa de mortalidade (YIN et al., 2011). A Eimeria pertence ao filo apicomplexa, e
as varias espécies dela infectam varios hospedeiros diferentes, como o pato,
peru, coelho, bovino, ovino, frango, entre outros (BLAKE 2015). Em especifico
no frango foi relatado sete espécies, que sao elas: E. tenella, E. maxima, E. mitis,
E. acervulina, E. brunetti, E. praecox e E. necatrix. Cada uma delas possui uma
regiao especifica do intestino que vai acometer e também um diferente nivel de
lesdo que vai causar (MORRIS et al., 2007). Uma das mais patogénicas das sete
que infectam galinhas € a E. tenella que invade a mucosa cecal causando

inflamacé&o e danos aos enterdcitos (MIN et al., 2004).

O ciclo de vida pode ser divido em trés fases: Esporogonia, processo de
esporulagéo dos oocistos que ocorre no ambiente, merogonia (esquizogonia) e
gametogonia, que ocorre no organismo do hospedeiro (LILLEHOJ et al., 2000a).
As aves infectam-se pela ingestdo dos oocistos viaveis e esporulados presentes
na cama, agua, alimento ou no solo. Uma vez ingeridos, rompem-se sob a acao
mecanica da moela e enzimatica da quimiotripsina e sais biliares, liberando os
esporozoitos. Estes infectam as células da mucosa intestinal, os enterécitos. No
interior dos enterocitos o0 esporozoito passa por sucessivas divisbes até a
formacao do meronte (esquizonte). O meronte apds sua maturagdo rompe a
célula liberando os merozoitos que invadem outras células repetindo o processo
por 2 a 4 geragdes, esse processo varia de acordo com a espécie. Em seguida
0s merozoitos invadem novas células e se diferenciam em micro e
macrogametocitos, os quais irdo se unir e formar o zigoto que ira virar o oocisto,
que é liberado no meio ambiente junto com as fezes. Sob condi¢des 6timas de
umidade, temperatura e oxigénio este oocisto ira esporular tornando-se
infectante (KINNAIRD et al., 2004; CACHO et al., 2004).

Vacinas vivas de baixa dose e atenuadas conferem imunidade protetora,
pois permitem o desenvolvimento completo do ciclo do parasito e isso gera um

estimulo a todas as vias da resposta imune, particularmente a resposta imune
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celular, a qual promove de fato uma protecdo contra infeccdes subsequentes.
Por outro lado, as vacinas recombinantes irdo depender da proteina utilizada,
sendo esta de forma preferencial participante das etapas fundamentais no ciclo
do parasito (LILLEHOJ et al., 2000a).

As vacinas vivas tem a vantagem de possuir uma baixa chance de lesao
intestinal, pelo seu menor potencial reprodutivo, e conferir maior imunidade aos
animais (TOMASI, 2006). No entanto, as vacinas vivas possuem problemas, um
deles seria a reversdo da atenuacgao, e o outro problema esta relacionado com
o0 mecanismo de infeccao e o desenvolvimento da imunidade. Para que ocorra o
desenvolvimento da imunidade protetora nas aves, o esporozoito precisa invadir
as células e realizar seu ciclo celular, assim acontecera o estimulo do sistema
imune celular (efetivamente protetor). Esse estimulo acontece tanto nas
infeccbes naturais quanto nas vacinas atenuadas. O uso de coccidiostaticos &
contraindicado quando se utiliza este tipo de vacina, ja que eles impedem o
desenvolvimento do parasito, interferindo no desenvolvimento da imunidade
(MARTINS, 2012). As vacinas vivas podem nao conter numero suficiente de
especies mais patogénicas para induzir imunidade protetora, com isso utiliza-se

0 manejo de autoinfecg¢ao de parasitos reciclados (JUNIOR, 2000).

Vacinas inativadas sdo produzidas com organismos inativados ou mortos
e, ou antigenos de superficie (LILLEHOJ et al., 2000a). A utilizacdo de uma
vacina com subunidades de esporozoitos administrada por via nasal, demonstra
uma diminuigdo nos escores de lesdo, eliminagao de oocistos e leséo tecidual
(GARCIA et al, 2008).

Para a producéo de vacinas com DNA recombinantes deve-se utilizar um
veiculo que pode ser um vetor vivo, um DNA recombinante, ou até uma proteina
expressa e purificada (SHIRLEY et al, 2007). Vacinas de DNA possuem genes
que codificam proteinas imunogénicas de patégenos. Elas entdo sao utilizadas
em unido com elementos regulatérios apropriados, como os promotores e 0s
estimuladores, assim possibilitando que a proteina codificada seja expressa,
entdo sendo reconhecida pelo sistema imune do hospedeiro de uma forma que
simule uma infeccdo natural. Essa vacina requer transferéncia de genes e
expressao do antigeno em tecidos acessiveis ao sistema imune, como musculo,

mucosas e pele (LILLEHOJ et al., 2000a). Em trabalhos recentes com infec¢ao
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experimental por E. tenella imunizadas com uma proteina (cSZ-2) de E.
acervulina, notou-se uma significativa diminuicao em lesdes intestinais, perda de
peso e eliminagcdo de oocistos (LI et al, 2010). Porém para efetividade dessa
vacina deve se levar em consideracao a escolha das proteinas. Para definir a
escolha da proteina deve-se levar em conta a imunogenicidade do produto
recombinante, e também se ha tecnologia para producdo em larga escala
(FERNANDEZ-ROBLEDO et al., 2010).

A inflamacgéo é o estimulo imediato apds algum dano no tecido ou célula,
podendo ser causado por patdgeno, produto quimico ou até leséo fisica. Ela
pode ser divida em aguda ou crénica, sendo a aguda uma resposta de prazo
mais curto, normalmente levando a cura da lesdo, enquanto a crénica tem uma
resposta desregulada com um prazo maior, tornando a inflamagao persistente
(WEISS, 2008). O papel da inflamacgao € muito importante para sobrevivéncia,
pois ela tenta manter a homeostase da regidao afetada, causando uma baixa
atividade da regi&o inflamada como custo desse processo (MEDZHITOV, 2010).
Em aves o processo inflamatorio se mostrou capaz de reduzir a vulnerabilidade
de importantes patégenos, porém a inflamagao também pode causar danos nos
tecidos levando a uma perda na produtividade do animal (BROOM AND KOGUT,
2018).
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados machos de poedeira comercial da linhagem Hy-line
alojados com 1 dia de idade no Laboratério de Ornitopatologia e Pesquisas
Avicolas da Universidade Federal de Uberlandia. As aves ficaram alojadas no
ch&o com cama de maravalha com temperatura ambiental inicial de 32°C sendo
adequada diariamente de acordo com a idade das aves, recebendo agua e ragao
a vontade. Aos 9 dias de idade foi coletado 10 gramas de fezes da cama para

contagem dos oocistos.

Aos 15 dias de idade as aves foram divididas em dois grupos cada um
contendo 8 aves sendo um grupo o controle negativo e o outro grupo desafiado
com uma dose de 0,3ml via gavagem, da vacina Bio-coccivet R para coccidiose
aviaria contendo as cepas: Eimeria tenella, E. acervulina, E. maxima e E.
necatrix. A dosagem dada para cada ave foi de 10 vezes a dose preconizada da
vacinacdo. As aves foram observadas diariamente, a partir do dia pods
inoculagao, quanto ao aparecimento de manifestagdes clinicas, sintomatologia e
caracteristica das fezes. No sexto dia apds a inoculagado foram coletadas 3
amostras de fezes frescas de cama para contagem dos oocistos. No nono dia
apo6s a inoculagéo foi refeito o desafio com a mesma dosagem do primeiro
desafio, devido a falta de sintomatologia. No décimo dia apds a inoculagao foi
feita mais uma coleta de fezes e no décimo quarto dia apds a inoculacao foi feito
a ultima coleta de fezes. Apds, esse periodo as aves com 31 dias de idade foram
eutanasiadas com superdosagem de quetamina, xilazina e tiopental (aprovado

pela Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais sob o nimero 057/18).

4.1 Contagem dos Oocistos

Foi utilizada a técnica do OoPG (oocistos por grama) para mensurar o
numero de oocistos por grama de fezes dos animais. Para isso foi colocado 4g
de fezes em um frasco e acrescentado 26ml de solugao hipersaturada de cloreto
de sddio. Apds isso foi utilizado um bastao de vidro para triturar e desfazer as
fezes, e logo em seguida passou o conteudo para um novo frasco através de

uma peneira simples. Com uma pipeta de Pasteur foi feita a homogeneizagéao da
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solugdo e retirada de uma amostra, com ela preenchemos uma das células da
camara de McMaster, e foi repetido a operagao para a outra célula. Apos 5
minutos aguardamos para a flutuagdo dos ovos e observagdo ao microscopio.
No final da contagem o numero de ovos contados nas duas células da camara
McMaster foi multiplicado por 25. Com isso temos o numero de oocistos por
grama. As fezes das aves foram coletadas da cama, e n&o foi encontrado
oocistos nela antes da inoculagdo. A coleta foi feita com idade de 9 dias, antes
da inoculagao dos coccideos. Depois coletamos no dia da inoculagao, animais

com 15 dias de idade e coletamos também com 21dias, 25 dias e 29 dias.

4.2 Avaliagao da Sintomatologia Clinica e Caracteristicas das Fezes
Foi avaliado se os animais apresentam apatia, prostragao, penas ericadas
e presenca de fezes na cloaca. E também se as fezes estavam ralas meio

amarronzadas ou com presenca de sangue na cama.

4.3 Avaliagao da Bolsa de Fabricius e Timo

Foi avaliado bolsa e timo das aves. Para avaliacdo da bolsa foi utilizado
um bursdmetro, que serve como um parametro para o tamanho da bolsa,
também foi avaliado visualmente se ele apresentava alguma alteracédo em sua
coloragao ou presenga de alguma anormalidade. O timo também foi avaliado por

visualizacao de coloragao alterada ou alguma anormalidade presente.

4.4 Avaliacao da Integridade Intestinal

Ap6s 8 dias do desafio, os animais com 22 dias de idade foram
eutanasiados e foi feita a primeira coleta para avaliagao dos escores de lesoes.
Ja a segunda coleta os animais tinham 17 dias de desafio, tendo 31 dias de
idade, e foram eutanasiados para as avaliagdes das lesdes. Os escores foram
padronizados da seguinte forma: 0: sem lesdo 1: lesdo branda 2: lesdo branda
média 3: lesdo média grave 4: Leséo grave. Além da avaliagédo dos escores
intestinais foi feito a bursectometria e avaliagdo geral da Bursa de Fabricius.

Também mensuramos o comprimento do intestino total, e observamos se havia
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presenca de fezes com sangue e se o intestino estava congesto. Como s&o

animais jovens também foi feita a avaliagéo do timo.

4.5 Morfometria

Aos 29 dias de idade, fragmentos de ceco foram coletado em formol
tamponado 10% e enviados ao laboratério de Patologia da Universidade Federal
de Uberlandia onde foram desidratados em alcool, diafanizadas em xilol,
incluidos em parafina, cortados e corados com hematoxilina eosina para a
coloragao das laminas. Para a medigao dos vilos e criptas usamos o programa

ImageJ.

4.6 Analise Estatistica

Foi realizada analise qualitativa e a diferenca entre as médias pelo teste t
considerando uma confiabilidade de 95% com uso do programa Graph
PadPrism.
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5 RESULTADOS

Na tabela 1 estdo representados os valores médios das contages de
oocisto encontrados durante a avaliagdo da cama, entre o intervalo de 9 dias de
idade até 29 dias de idade. Nas primeiras duas coletas nao foi encontrado
oocistos no grupo desafiado, mostrando que as aves nao tiveram contato com
coccideos até o momento do desafio. Nos dias subsequentes a alta dose da
vacina se mostrou eficaz em infectar as aves, levando a liberagdo de oocistos
nas fezes. O grupo controle se manteve livre de coccideos durante todo o

experimento.

Tabela 1. Numero de oocisto (Oopg) encontrados na cama.

Idade Dias apoés Grupo 1 Grupo 2
desafio (desafiado) (controle)
(OoPG) (OoPG)
9 dias 0 dias 0 0
15 dias 0 dia 0 0
21 dias 6 dias 2000 0
25 dias 10 dias 150 0
29 dias 14 dias 1000 0

Foi encontrado no grupo tratado presenca de fezes com sangue,

enquanto que no grupo controle ndo teve nenhuma alteragao.

Na primeira coleta(22 dias de idade e 7 dias apds o desafio) todas as aves
de todos os grupos apresentavam bolsas hiperémicas com hemorragias
discretas. Ja na segunda coleta (31 dias de idade e 16 dias apds o desafio), no
grupo tratado um animal apresentou bolsa hiperémica com petéquias o restante
desse grupo nao teve alteragcdo. No grupo controle dois animais apresentaram
bolsa hipermérica com petéquias, € o outro animal apresentou bolsa

hiperemérica sem presenca de petéquias.

Na tabela 2 estdo apresentados os valores da avaliagao da Bursa de Fabricius

das aves.
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Tabela 2. Média do escore do tamanho das bolsas dos diferentes grupos nas coletas 1 e 2.

Parametros Coleta 1 Coleta 2
Grupo Grupo P Grupo Grupo P
tratado controle tratado controle
Bursectometria 5 4 >0.999 5 5 >0.999

Primeira coleta: 22 dias de idade, 7 dias apos inoculagdo. Segunda coleta: 31 dias de idade, 16 dias apds inoculagao.

Na primeira coleta todas as aves de todos os grupos apresentavam timos
hiperémicos com petéquias. Na segunda coleta no grupo desafiado uma ave
apresentou timo hiperémico com petéquias e as outras duas apenas petéquias

no timo. No grupo controle uma ave né&o teve alteragao no timo, a outra ave teve
presenca de petéquias e a outra timo hiperémico.

N&o houve diferenga estatistica significativa no comprimento intestinal das

aves, tanto na primeira quanto na segunda coleta.

Tabela 3. Medida do tamanho intestinal (cm) nas coletas 1 e 2.

Parametros Coleta 1 Coleta2
Grupo Grupo P Grupo Grupo P
tratado controle tratado controle
Comprimento 84 (£ 2) 77.33 (£ 0.322 106.3 ( 97.67 (£ 0.322
intestino 10,02) 4.16) 2.08)

Valor entre paréntese corresponde ao desvio padrao. Primeira coleta: 22 dias de idade, 7 dias apds inoculagao. Segunda
coleta: 31 dias de idade, 16 dias apds inoculagéo.

Escores do duodeno, jejuno, ileo e ceco nas duas coletas, estdo
apresentados na tabela 4. Na primeira coleta ndo houve alteragdes nas porgoes
do intestino, porém na segunda coleta ja foi possivel ver alteragdes nas porgoes
de duodeno jejuno e ileo embora no ceco ndo houve diferenca estatistica. As
por¢cdes apresentavam petéquias na serosa ou/e mucosa, em algumas regides

estrias brancas, outras partes com bastante hiperemia.
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Tabela 4. Nivel de escore do duodeno, jejuno, ileo e ceco primeira e segunda coleta.

Parametros Coleta 1 Coleta 2
Grupo Grupo P Grupo Grupo P
tratado controle tratado controle
Escore 0(0) 0(0) >1 2(1) 0(0) 0.037
Duodeno
Escore 0(0) 0(0) >1 2(1) 0(0) 0.037
Jejuno
Escore fleo  0(0) 0(0) >1 2(1) 0(0) 0.037
Escore Ceco 1(1) 0(0) >1 1(2) 0(1) 0.22

Valor entre paréntese corresponde ao IQR. Primeira coleta: 22 dias de idade, 7 dias ap6s inoculagdo. Segunda coleta:

31 dias de idade, 16 dias apds inoculagao.

A analise da morfometria de vilo e cripta do ceco mostrou uma diminuigao

do vilo dos animais desafiados enquanto na cripta nao houve diferenca.

FIGURA 1. Média da altura de cripta (um) e vilos (um) em animais controle e animais tratados.
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6 DISCUSSAO

A Eimeria.spp afeta o intestino das aves e € responsavel por gastos na
prevengdo e na manutengao dos animais acometidos (PEEK and LANDMAN,
2011). Nesse estudo o numero de occisto (Oopg) encontrados ndo se mostrou
crescente nem constante, com 2000 na primeira coleta apds o desafio, 150 na
segunda coleta apos o desafio e 1000 na terceira e ultima coleta apds o desafio.
A presenca do oocisto na cama mostra que os oocistos estdo ciclando no
intestino das aves ja que a inoculagdo dos protozoarios foi realizada via

gavagem.

No estudo de Waldenstedt et al. (2001) utilizando oocisto de Eimeria
maxima, foram testados diferentes niveis de umidade para saber qual umidade
serial ideal para esporulacio dos oocistos, e foi mostrado que o nivel com menor
umidade foi o que teve melhor taxa de esporulagao. Isso também foi evidenciado
com Chapman et al. (2002) que demostrou que uma umidade baixa também

causara uma esporulagcéo melhor.

No estudo de Chapman et al. (2002) sao apresentadas outras variaveis
que podem alterar na esporulacado e concentracdo de oocistos na cama. Dentre
elas esta a densidade de aves, que o aumento dessa densidade vai gerar um
aumento de oocistos, assim como uma cama com muita aménia e baixo oxigénio

vai causar uma queda na quantidade de oocistos.

Houve alteragbes discretas na bolsa cloacal e no timo nos dois grupos.
Essas alteracbes sugerem doencgas que afetam o sistema imune. Como essa
alteragao ocorreu em ambos os grupos pode-se sugerir que ha algum fator que
possa estar contribuindo com a imunossupressao das aves. Oznurlu et al. (2010)
mostra em seu estudo que um estresse térmico prolongado na fase de
incubagao, € um fator que afeta o desenvolvimento da bolsa cloacal e do timo,

levando o animal a um quadro de imunossupressao.

Nesse trabalho foi observado sangue em algumas amostras de fezes do
grupo inoculado, sugerindo que houve ciclagem dos oocistos com quebra da
barreira intestinal. No entanto, o tamanho do intestino ndo apresentou uma
diferenga estatistica entre o grupo tratado e o grupo controle. Se esperava que

aconteceria uma redugao do tamanho intestinal do grupo tratado, mas isso nao
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aconteceu. O mesmo foi visto em Wang et al (2019) onde o grupo desafiado com
uma vacina viva contendo, E. maxima, E. tenella, E. acevulina, ndo teve uma

diferenga com o grupo controle.

Na avaliacdo de escore de lesbes no segmento intestinal das aves nao
houve alteragdes significativas em nenhuma porgdo do grupo tratado, na
primeira coleta. No entanto segunda coleta pode-se observar alteragdes
significativas. As porgbes do duodeno, jejuno e ileo apresentavam lesdes,
enquanto a porgdo do ceco se manteve sem presenca de lesdes expressivas.
Resultados semelhantes aos de Ritzi et al (2016), em que os grupos tratados
com uma alta dose de vacina viva, E. acervulina, E. maxima, E. necatrix, E.
tenella, apresentaram lesdes. Tanto no duodeno quanto no jejuno, com diferenga
estatistica entre os grupos. No ileo as lesées ndo foram tao significativas, € no

ceco teve auséncia de lesao.

A auséncia ou baixa presenca de lesdes no ceco pode estar relacionado
com a dosagem do desafio. O estudo de Teng et al (2020) ele trabalha com
diferentes dosagens de oocistos no desafio, sendo oocisto de E. maxima, E.
acervulina, E. tenella. E é visto que na regido do ceco mesmo com uma dose de
desafio alta a porcentagem de lesdes sérias ndo aumenta, isso demonstra que

as lesdes nessa regido nao sao tao faceis de induzir.

Na analise da morfometria dos vilos e criptas do ceco, onde foi avaliado a
meédia da altura deles, somente os vilos tiveram uma diminui¢do no grupo das
aves desafiadas. Assim também como foi relatado por Teng et al (2020), onde o
tamanho das vilosidades em duodeno e jejuno sofreram redugdo de 20%,

causado pelo tratamento com a Eimeria.spp.

Comparando aos autores citados, neste estudo nao foi possivel criar uma
inflamagédo e lesdo graves nas aves utilizando vacina viva atenuada. Essa
pesquisa mostrou que a vacina viva atenuada é capaz apenas de iniciar uma
infecgcao branda. A presenca de lesbes discretas em timo e bolsa indica uma
depressao no sistema imune que péde ter contribuido com os sinais e lesbes
relatados nesse estudo. Estudos futuros testando uma dose maior da vacina
viva atenuada e/ou utilizando substancias imunossupressoras para facilitar a

infeccdo devem ser conduzidos.
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7 CONCLUSOES
A vacina viva atenuada para coccidiose, administrada na dosagem de 10
vezes a dose recomendada, pode levar alteragbes nas aves, portanto, sendo

uma aliada para estudos de quebra de barreira intestinal.
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