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RESUMO

GALHA, V. Relagdo entre imunossupressdo e coccidiose clinica em
frangos de corte criados comercialmente. 2006, 69 f. Dissertacdo (Mestrado
em Imunopatologia Veterinaria) — Curso de Medicina Veterinaria, Universidade
Paulista (UNIP), S&do Paulo, 2006.

Frangos de corte criados comercialmente estdo expostos a varios fatores que
podem comprometer a competéncia do sistema imune, tornando-os suscetiveis
a infeccdo por coccidias. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a
resposta imune celular em frangos acometidos por coccidiose clinica. Para tal,
frangos de corte, de ambos os sexos, com 35 a 38 dias de vida foram
distribuidos em 3 grupos - grupo | (n=14) - formado por aves sem coccidiose,
grupo Il (n=16) - formado por aves com coccidiose clinica e grupo Ill (h=15) -
formado por aves sem coccidiose e imunossuprimidas com dexametasona
(4mg/kg/dia por 4 dias, via subcutanea). O diagnéstico de coccidiose foi
realizado empregando-se a técnica de centrifugo-flutuacdo com solucéo
saturada de sacarose para investigacdo de oocistos nas fezes e pelas
alteracdes macroscopicas do intestino observadas na necropsia dos animais. A
resposta imune foi avaliada por meio da reacdo basofilica cutanea (CBH) a
fitoemaglutinina na prega interdigital e o indice entre o peso da bursa de
Fabricius e do baco em relacdo ao peso corporal. Os frangos dos grupos Il e lll
apresentaram menor reacdo CBH a fitoemaglutinina que os do grupo I,
evidenciando diminuicdo da resposta imune celular. Adicionalmente, as aves
do grupo Il mostraram diminui¢éo significante do peso da bursa de Fabricius e
do baco em relacdo aos animais dos outros grupos. As espécies de coccidias
encontradas foram E. acervulina e E. maxima nos animais dos grupos Il e I,
sendo adicionalmente observada E. tenella nas aves tratadas com
dexametasona. Conclui-se desta forma que a supressao da resposta imune foi
fundamental para a ocorréncia de coccidiose em aves.

Palavras-Chave: Coccidiose, frangos de corte, imunossupresséao, reacdo de

hipersensibilidade basofilica cutanea, fitoemaglutinina.



ABSTRACT

GALHA, V. Relationship between immunosuppression and clinic coccidiosis in
broiler chicks commercially raised. S&o Paulo, 2006, 69 f. Dissertation
(mastership in Veterinary Immunophatology — Curso de Medicina Veterinaria,
Universidade Paulista, Sdo Paulo, 2006.

Broiler chicks commercially raised are exposed to a number of factors which
may compromise the competence of the immune system, possibly increasing
susceptibility to coccidia infection. The purpose of this study was to evaluate the
cellular immune response in broilers with clinical coccidiosis. Male and female
broiler chickens, from 35 to 38 days- old, were divided into 3 groups — group |
(n=14), including chickens without coccidiosis; group Il (n=16), including birds
with clinical coccidiosis; group Il (n=15), constituted by chickens with no
coccidiosis and immunosuppressed with dexamethasone (4mg/kg/day for 4
days, subcutaneous route). The diagnosis of coccidiosis was achieved using
the centrifugal floatation technique in sucrose solution to investigate the
presence of oocystis in stools, as well as by the observation of macroscopic
changes in the gut at necropsy. The immune response was evaluated by
determination of cutaneous basophil hypersensitivity (CBH) response to
phytohemagglutinin (PHA) in the interdigital skin and of the weight ratio of bursa
of Fabricius and spleen in relation to the body weight. Broilers from group Il and
lIl presented decreased CBH reaction to PHA in relation to group |, suggesting
a decrease of the cellular immune response. In addition, chickens from group Ili
presented a significant decrease in the weight of the bursa of Fabricius and of
the spleen. The coccidian types were E. acervulina and E. maxima in chickens
from groups Il and lll, as well as E. tenella in chickens treated with
dexamethasone. We conclude that the suppression of immune response was
fundamental for the occurrence of coccidiosis in chickens.

Key words: Broiler chicks, coccidiosis, cutaneous basophil hypersensitivity

test, immunosuppression, phytohemagglutinin.
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1 INTRODUCAO

A coccidiose em aves € uma doenca intestinal causada por protozoarios
de varias espécies do género Eimeria. Refere-se a uma doenca cosmopolita que
atinge frangos de corte, galinhas poedeiras e matrizes. Estes parasitas
intracelulares multiplicam-se no intestino, causando destruicdo tecidual e
prejudicando a digestdo e a absorcdo dos alimentos, o que resulta em diarréia
aquosa e até hemorragica. Ao mesmo tempo, ocorre 0 comprometimento da
absorcao de agua, fato que determina desidratacao (MCDOUGALD, 1997).

O ciclo de vida altamente multiplicativo e a alta resisténcia dos oocistos
possibilitam a facil disseminacdo e persisténcia da doenca na avicultura (RUFF,
1999). E uma doenca tipica de animais jovens, ja que, ap6és uma primeira
exposicao ao agente, a imunidade se desenvolve rapidamente, protegendo a ave
contra infecgbes futuras. Infelizmente, ndo existe imunidade cruzada entre as
espécies de Eimeria nas aves e, surtos posteriores podem decorrer por espécies
diferentes. Infeccdo mista, causada por mais de uma espécie de Eimeria e
acometendo ao mesmo tempo o mesmo hospedeiro, também pode ocorrer. A
coccidiose pode ainda facilitar a instalagdo de outras doengas, pois os tecidos
intestinais danificados e as mudancas nas fungdes do trato intestinal causados por
ela podem quebrar as barreiras naturais de defesa e permitir a colonizagdo por
varios agentes patogénicos, tais como Clostridium perfringens ou Salmonela
typhymurium (BECKER, 1948 e MACDOUGALD, 1997).

Por sua vez, fatores imunossupressivos podem agir em conjunto com a

coccidiose, aumentando a suscetibilidade das aves a outros patdgenos e



possibilitando a ocorréncia de doencgas mais severas. Certos agentes patogénicos
e algumas viroses comuns em aves podem afetar de modo negativo a resposta
imune contra a coccidiose, resultando em maior duracéo da infeccdo e em maior
disseminacédo de oocistos (MACDOUGALD, 1997). A interacao de coccidia com
outros agentes patogénicos resulta em efeitos patoldégicos maiores no hospedeiro
(RUFF, 1999).

A coccidiose aviaria € considerada como uma das mais importantes
doencas na induastria avicola, com grandes perdas em escala mundial, que
incluem custos com medicacgao profilatica estimados em 1,5 bilhdes de délares ao
ano. O grande crescimento da industria avicola nos ultimos 50 anos coincidiu com
0 desenvolvimento e o uso eficiente de medicamentos coccidiostaticos para inibir

ou bloquear as manifestacbes da doenca. Entretanto, a resisténcia progressiva

7

das coccidias aos farmacos é um fator limitante para o seu controle ou sua
eliminacdo nas granjas comerciais. Desde a introducdo da primeira sulfa, no final
dos anos quarenta, até o uso atual pela industria avicola de mais de vinte
medicamentos diferentes, a coccidiose tem-se mantido como a mais custosa e a
mais comum doenca da producdo avicola, a despeito dos avancos na
quimioterapia, na nutricdo, no manejo e na genética (DANFORTH e RUFF, 1999).

Além disto, as vacinas contra a coccidiose aviaria produzidas até o
momento tém sucesso limitado. Nos frangos de corte, raramente séo utilizadas,
pois induzem a infeccdes leves com efeitos sobre o ganho de peso, a conversao

alimentar e a pigmentacéo da pele (MACDOUGALD, 1997).



Devido ao complexo ciclo de vida que o parasita desenvolve dentro do
hospedeiro, a resposta imune é também bastante complexa, envolvendo
imunidade mediada por células, producdo de anticorpos e de citocinas. Embora
ocorra producdo de anticorpos, estes parecem ndo serem relevantes na protecao
contra a doenca, pois aves com agamoglubulinemia ou bursectomizadas, que
produzem pouco ou nenhum anticorpo, tornam-se resistentes a reinfeccdo por
coccidias. Evidéncias crescentes demonstram que a imunidade mediada por
células desempenha o papel principal na resisténcia contra a coccidiose, incluindo
tanto a ativacdo nado-especifica de linfocitos, macrofagos e células natural killer
(NK), como a ativacao de células T antigeno-especificas. Células T residentes no
tecido linfoide associado ao intestino sdo consideradas os principais efetores da

resposta imune primaria e secundaria e parecem responder tanto por ataque
direto as células parasitadas quanto por produgéo de citocinas (LILLEHOJ, 1999).

Varios sdo os fatores que podem estar presentes em uma criacao
comercial de frangos de corte e que, potencialmente, possam interferir com a
imunidade, favorecendo a coccidiose. Entre eles destacam-se o estresse, as
deficiéncias de nutrientes, os agentes virais e as micotoxinas, 0s quais podem
determinar estado imunossupressivo nas aves (KAWAZOE, 2000).

A reacédo de hipersensibilidade basofilica cutanea (CBH) é uma forma de
hipersensibilidade tardia mediada por células, na qual mais de 50% das células do
infiltrado celular sdo basofilos. A CBH pode ser induzida pela inoculacdo
intradérmica de mitdogenos de células T, como a fitoemaglutinina (PHA) que atua

estimulando linfocitos T a produzirem citocinas, as quais, por sua vez, atraem



basofilos para o local da inoculagdo (STADECKER et al.,1977). Os basobfilos
respondem com a liberacdo de mediadores quimicos inflamatorios que causam
contracdo das células endoteliais e extravasamento de liquido para os espacos
intersticiais, além de promoverem vasodilatacdo (ABBAS, 2003). O teste revela
um aumento da espessura da pele da prega interdigital em aves com resposta
imune normal, mas, em aves com deficiéncia imunolégica, a reacdo de
hipersensibilidade ao mitdogeno é sensivelmente menor (CORRIER e DELOACH,
1990; DIERTET e GOLEMBOSKY, 1994).

Outro parametro empregado para investigar a resposta imune das aves &
a razao entre o peso da bursa de Fabricius e do baco, em funcdo do peso
corporal, sendo que a diminuicdo deste indice refere-se a um potencial aumento

de imunossupressao (CALNEK et al., 1998; CORRIER et al., 1991; MORGULIS,

1999; POPE, 1991).

O corticosteroide sintético dexametasona é um farmaco causador de forte
imunossupressdo em aves, tanto da resposta celular quanto humoral. Quando
utilizado em aves, provoca uma sensivel reducdo na reacdo de CBH a
fitoemaglutinina, bem como atrofia dos érgéos linféides. Desta forma, constitui
um controle positivo para os estados de imunossupressdo (CORRIER e
DELOACH, 1990; CORRIER et al, 1991; ISOBE e LILLEHOJ, 1993).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a relagéo entre
a coccidiose clinica em frangos de corte criados comercialmente e

imunossupressdo, empregando-se para tal o teste de hipersensibilidade basofilica



cutanea a fitoemaglutinina e a relacdo entre o peso dos 6rgaos linféides (bursa e

baco) e o peso corporal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMUNIDADE NA COCCIDIOSE

As aves infectadas por coccidias desenvolvem uma sélida imunidade que
as protege contra infeccoes posteriores. A imunidade desenvolvida ndo previne a
invasdo das células pelos esquizontes, mas impede o desenvolvimento dos
esquizontes em seu interior (LILLEHOJ, 1999).

A principal forma de imunidade envolvida nessa protecdo € a celular,
realizada principalmente por células T residentes no tecido linféide associado ao
intestino. As citocinas tém uma funcdo importante como reguladora da resposta
imune, enquanto a imunidade humoral exerce um papel menos relevante na
protecdo contra coccidias. Os linfocitos T parecem responder a coccidiose tanto
pela producgéo de citocinas como por ataque citotdxico direto nas células afetadas
(ALLEN e FETTERER, 2002).

Outro indicativo da importancia das células T na imunidade adquirida
contra a coccidiose em aves € 0 Uuso, em experimentos, de drogas
imunossupressoras como a ciclosporina e a dexametasona, que causam a
deplecdo de células T e da resposta imune celular, sem afetar as células B. A
ciclosporina A ministrada antes da inoculacdo primaria de oocistos aumenta a
suscetibilidade a coccidiose e, quando ministrada anteriormente a uma infecgéo
secundaria, elimina completamente a imunidade protetora. Do mesmo modo, aves

tratadas com dexametasona demonstram um aumento na suscetibilidade a



infeccdo por Eimeria, embora o nivel de anticorpos especificos contra Eimeria
aumente (ISOBE e LILLEHOJ, 1993).

O ciclo de vida das coccidias € complexo. Durante cada estagio do ciclo o
parasita utiliza nichos diferentes dentro do hospedeiro, desde o0s espacgos
extracelulares das mucosas até os meios intracelulares dos enterécitos e outras
células do epitélio. Na fase extracelular, o parasita é suscetivel a anticorpos,
complemento, citocinas, mediadores inflamatorios e a fagocitose. No interior da
célula, o parasita é afetado pela atividade citotdxica e por mecanismos
intracelulares de defesa, tais como producdo de radicais livres e enzimas (ALLEN
e FETTERER, 2002).

A resposta imune contra a coccidiose nas aves ocorre nos tecidos
linféides associados ao intestino (GALT). Nas aves, os tecidos linféides
associados ao intestino sdo extensos e incluem a bursa de Fabricius, as tonsilas
cecais, as placas de Peyer e linfécitos agregados ao epitélio e a lamina prépria da
parede do trato gastrointestinal (BEFUS et al., 1980).

O GALT tem por reconhecer antigenos e desencadear respostas efetoras.
Entre seus constituintes encontram-se as células apresentadoras de antigenos, as
imunorreguladoras e as efetoras. Os tecidos efetores da mucosa consistem
principalmente em células T, predominantemente células T CD4+ de
memoria/efetoras, além de um numero elevado de células B e plasmocitos,
principalmente do is6tipo imunoglobulina A (IgA). Células dendriticas e células M
sdo reconhecidas como células apresentadoras de antigeno da mucosa intestinal

(BEFUS et al., 1980).



No interior da mucosa gastrintestinal, os linfocitos intestinais estao
presentes em dois compartimentos anatébmicos: epitélio e lamina préopria. Os
linfocitos encontrados no epitélio sdo denominados linfécitos intra-epiteliais e os
encontrados na lamina prépria, separada morfologicamente por uma membrana
basal a partir do epitélio, sdo denominados de linfécitos da lamina propria. Os
leucdcitos residentes intestinais dos frangos compreendem 80% de linfécitos, 10
al5% de mondcitos, aproximadamente 5% de células mononucleares e menos de
1% de leucdcitos polimorfonucleares e plasmacitos (LILLEHOJ, 1999).

Outro tipo de célula encontrada no epitélio que exerce fungdo efetora
citotoxica € a célula NK. O sistema imune associado ao intestino tem como
funcbes gerais processar e apresentar antigenos, produzir anticorpos locais e

ativar a imunidade mediada por células (BEFUSet al., 1980; LILLEHOJ, 1999).

A ativagdo de células B pode ocorrer dentro do intestino, nos linfonodos e
no baco. A diferenciacdo em plasmdécitos ocorre dentro dos tecidos linféides extra -
intestinais, de modo que os anticorpos podem ser liberados localmente ou entrar
na mucosa via corrente sangiinea. A acdo dos anticorpos contra a Eimeria inclui
opsonizagdo, participacdo da citotoxidade por meio da lise por complemento e
prevencdo da invasdo pela imobilizagcdo e bloqueio das formas parasitarias
extracelulares na superficie do epitélio. Todas estas atividades sao dirigidas aos
estagios extracelulares. Os anticorpos circulantes, especificos para varios estagios
do parasita, sdo detectaveis dentro de uma semana apds a inoculacdo dos
oocistos, alcancando o nivel maximo em um ou dois meses e, entdo, declinando,

apesar de persistrem na circulagdo. Nos frangos, as imunoglobulinas (Ig)



predominantes nas secrec¢des intestinais sédo as IgA e IgM, capazes de atravessar
diretamente a superficie epitelial. Embora a imunoglobulina G possa ser
encontrada no intestino, acredita-se que seja derivada da circulagdo, pois ao
atravessar as paredes dos vasos surge nos fluidos intestinais. Este processo é
aumentado quando se desenvolve uma reacdo inflamatéria com alteracdes na
permeabilidade nas paredes dos vasos. (KAWAZOE, 2000).

A IgA pode atuar como um anticorpo secretorio e possui a capacidade de
se associar com uma proteina produzida pelas células epiteliais, 0 componente
secretorio. O complexo IgA-componente secretorio € interiorizado em vesiculas
endociticas, transportado através do citoplasma e exocitado para a superficie
externa do epitélio. A principal funcédo da IgA inclui a prevencdo da entrada de
antigenos ambientais no organismo. Os anticorpos secretdrios podem se ligar a
superficie dos patégenos e evitar, por bloqueio, a aderéncia destes ao epitélio.
Apesar da auséncia de anticorpos, frangos com agamoglobulinemia séo
resistentes a reinfecc¢ao por coccidias (LILLEHOJ, 1999).

A fenotipagem dos linfécitos intestinais dos frangos tem sido realizada
utilizando-se anticorpos monoclonais e tais linfécitos parecem exibir marcadores
homélogos aos murinos e humanos, como células CD3+, CD4+ e CD8+. O
complexo peptidico CD3 é encontrado em associacdo com o0 receptor antigeno -
especifico de células T (TCR), caracterizado pelos heterodimeros a3 ou ?d. As
células T auxiliares CD4+ reconhecem antigenos restritos ao complexo principal
de histocompatibilidade classe 1l (MHC-II) e as células T citotdxicas/supressoras

CD8+ reconhecem antigenos restritos ao MHC classe | (MHC-I). Nos frangos,



células T com TCR ?d podem ser tanto CD4+ como CD8+. O papel das diferentes
populacdes de células T na resposta imune contra as coccidias em aves parece
ser diferente conforme a espécie de Eimeria (ALLEN e FETTERER, 2002).
Células exibindo marcadores para células NK também estdo envolvidas
na imunidade intestinal. A populacdo destas células aumenta durante a infeccéo
primaria por coccidias. As células NK demonstram atividade citotoxica para uma
variedade de células alvo. Nos frangos, a atividade das células NK foi
demonstrada no bago, no sangue periférico, no timo, na bursa e no intestino. A
atividade das células NK aumenta com a idade e seu potencial citotoxico néo fica
completamente desenvolvido até a ave atingir seis de semanas de vida depois da
eclosdo. Supbe-se que as celulas NK sdo ativas na primeira linha de defesa do

hospedeiro por causa da intima proximidade com o intestino, no qual grande e

variada quantidade de substancias antigénicas € introduzida constantemente. A
observacdo de que os linfécitos intraepiteliais intestinais dos frangos incluem
células NK, que medeiam a citotoxidade espontanea, sugere que as células NK
desempenhem um papel importante na defesa local (LILLEHOJ, 1999).

Os macréfagos da mucosa intestinal fagocitam esporozoitos durante a
infeccdo primaria e secundaria, porém sua atividade ndo parece aumentada nas
aves imunizadas. Sao fontes de varias citocinas inflamatérias que podem modular
a resposta imune celular (ALLEN e FETTERER, 2002).

Estudos recentes indicaram que os linfécitos intra-epiteliais intestinais
medeiam a funcéo dos efetores através da secre¢do de citocinas biologicamente

ativas. Em frangos, as informacdes existentes sobre as citocinas produzidas no
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intestino séo limitadas. Tem sido descrita a secrecédo de interferon-? (IFN-?), de
interleucina-15 (IL-15) e de fator crescimento transformante -3 (TGF-[3) em galinhas
em resposta a coccideas. O TGF- talvez possa ter um papel modulador no
crescimento das vilosidades intestinais. O IFN-?, um dos fatores sollveis
produzidos por linfécitos ativados, esta envolvido na diferenciacdo, maturacédo e
proliferacdo de células hematopoiética e aumenta a imunidade ndo especifica
contra tumores, assim como também para patégenos microbianos, virais e
parasitarios. O IFN-? de galinhas regula a resposta imune do hospedeiro incluindo
a ativacdo de linfocitos e o aumento da expressdo do complexo principal de
histocompatibilidade classe Il contra antigenos. O IFN-? € uma citocina importante
produzida na coccidiose em aves, ativando macrofagos, células T e células NK.

Recentemente, identificou-se e relatou-se a presenca de IL-15 no intestino de

frangos. Embora sua fungéo biolégica permaneca desconhecida, um nivel alto de
expressao nos tecidos intestinais indica seu papel na resposta imune local contra
patégenos (LILLEHOJ, 1999).

O fator de necrose tumorala (TNF-a) é uma citocina inflamatéria
secretada por macrofagos ativados. Sua atividade € detectada em aves
infectadas. Aves com coccidiose tratadas com TNF-a ttm um aumento na perda
de peso, enquanto aves tratadas com anticorpos policlonais para TNF-a, revertem
a perda de peso, 0 que sugere que esta citocina possa ter um importante papel na
fisiopatologia da coccidiose. Radicais livres, incluindo, espécies reativas de
oxigénio e 6xido nitrico (NO), sdo também produzidos por macrofagos ativados e

por outros leucdcitos fagociticos. Niveis plasmaticos aumentados de NO podem
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ser detectados seis dias apos a infeccao priméria por E. acervulina, E. maximae
E. tenella, mas o aumento do nivel ndo ocorre durante a infecgdo secundaria. Esta
observacado sugere que a producdo de NO pode estar associada a resisténcia a
infec¢do pela resposta imune inata a coccidiose (ALLEN e FETTERER, 2002).

As respostas imunes intestinais contra coccidias que conduzem a uma
imunidade protetora envolvem o interrelacionamento complexo de fatores
soluveis, leucdcitos, células epiteliais, células endoteliais e outros fatores
fisioldgicos dos tecidos linféides associados ao intestino. As pesquisas sobre a
imunidade contra a coccidiose demonstram que as respostas imunes as coccidias
sado extremamente complexas, envolvendo mecanismos efetores diferentes

dependendo do estagio de desenvolvimento do parasita (LILLEHOJ, 1999).

2.2 IMUNOSSUPRESSAO

A imunossupressédo deve ser considerada como um estado de disfungdo temporaria ou
permanente da resposta imune em um dado organismo hospedeiro, sendo resultado de um dano
sofrido pelo sistema imune deste. A conseqiiéncia mais evidente do estado de imunossupressao &
0 aumento da suscetibilidade a doengas infecciosas e parasitarias. A influéncia exercida por fatores
ambientais e de manejo sobre o funcionamento do sistema imune dos animais pode contribuir para
0 agravamento do estado de imunossupressédo. Varios sdo os tipos de agentes imunossupressores
que afetam aves e mamiferos, destacando-se virus, toxinas microbianas, estado de deficiéncia de
certos nutrientes e fatores indutores de estresse fisioldgico (DOHMS e SAIF, 1984; MONTASSIER,

2000).
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2.2.1 Nutricdo e Imunossupresséao

A nutricdo tem o poder de interferir na imunocompeténcia e, portanto, na
resisténcia as doencas infecciosas. Tanto deficiéncias severas como cronicas dos
nutrientes impedem a resposta imune e aumentam a suscetibilidade a doencas
infecciosas, dada a continua maturacdo do sistema imune, a alta razao de divisdo
celular e o grande nimero de cofatores enzimaticos requeridos para a resposta
imune (KLASING, 1977).

As deficiéncias de certos nutrientes sdo particularmente deletérias para o
sistema imune. Por exemplo, a deficiéncia de vitamina A reduz a resposta de
anticorpos, causa a deplecéo de linfocitos nos 6rgéos e tecidos linféides, diminui o
peso do timo e da bursa de Fabricius. Frangos deficientes em vitamina E e selénio
tém menor desenvolvimento da bursa, baco e timo. Do ponto de vista pratico,
muitos nutrientes podem marcadamente modular a resposta imune e a resisténcia
a doencas quando seus niveis na dieta variam para abaixo ou para cima do
recomendado. Leucdcitos requerem nutrientes, pois durante a resposta imune
secretam quantidades de citocinas como as interleucinas (IL) 1 e 6, as quais
mobilizam grandes quantidades de nutrientes de outros tecidos, especialmente
musculos esqueléticos e ossos. Durante a resposta imune ocorre proliferacao
clonal de linfocitos, proliferacdo de leucécitos, producdo de anticorpos e citocinas,
e na fase de resposta aguda, ha grande necessidade de nutrientes para a sintese
e liberacdo de proteinas da fase aguda do figado, a qual requer muita energia e
aminoacidos. Nutrientes potenciais para promover a resposta imune incluem

vitamina E, metionina e arginina. A razao entre acidos graxos dmega-3 e 6mega-6
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oferecidos na racdo determina o tipo de prostraglandinas, tromboxanos e
leucotrienos produzidos pelos leucécitos e pelas células acessérias que modulam
o sistema imune (KLASING, 1977).

Os efeitos da desnutricAo sobre o sistema imune sdo complexos,
incluindo ndo somente deficiéncias como também excessos ou desequilibrios de
nutrientes individuais. Em geral, as deficiéncias nutricionais severas reduzem a
funcdo das células T, prejudicando, portanto, a resposta imune mediada por
células, induzindo a atrofia timica e a redugdo no nivel de horménios timicos. O
namero de células T circulantes ou das encontradas nos tecidos linfoides
decrescem e as reacdes de hipersensibilidade tardia sdo reduzidas. O nimero de
linfécitos B circulantes ou dos encontrados nos tecidos linféides permanece

inalterado e as imunoglobulinas de todas as classes permanecem também
normais. A desnutricdo severa tem pouco efeito na fungcdo das células B. A
desnutricdo causa reducdo dos componentes do complemento, prejuizo na
quimiotaxia de neutréfilos e macrofagos e prejuizo na formacédo de radicais livres
de oxigénio e na liberacdo de enzimas lisossomais (TIZARD, 2002).

O zinco também é um elemento especialmente critico para o
funcionamento do sistema imune. As células epiteliais timicas secretam timulina,
um hormdnio peptidico que contém zinco, sendo que este horménio pode
restaurar parcialmente a funcdo das células T em animais timectomizados. O
zinco é essencial para o desenvolvimento do timo e das células T,

consequentemente, animais deficientes em zinco desenvolvem defeitos em suas

respostas mediadas por células (PIMENTEL et al.; 1991; TIZARD, 2002).
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Administrando dietas deficientes em zinco em frangos, CUI et al. (2004)
demonstraram que a deficiéncia de zinco inibe seriamente o desenvolvimento dos
orgaos linféides, pois impede a divisdo celular dos linfocitos. O 6rgdo mais afetado
€ a bursa de Fabricius, seguida pelo timo e pelo baco, ocorrendo uma significativa
diminuicéo de peso destes 6rgdos em relacdo aos animais controle.

A deficiéncia de vitamina A pode levar as aves a apresentarem uma maior
suscetibilidade a doencas. Se houver deficiéncia de vitamina A na dieta, células
epiteliais se degeneram e diferentes partes do corpo podem ser invadidas por
microorganismos e desenvolver infecgbes (LATSHAW, 1991).

A vitamina E e o selénio afetam a resposta imune e a resisténcia as
doencas. Uma deficiéncia de vitamina E resulta em imunossupresséo e reducao
da resisténcia as doencas. Por outro lado, a suplementacdo das dietas com
vitamina E pode levar a um aumento da resisténcia as doencas. A vitamina E
promove a proliferacdo de células B e o efeito é mais acentuado na resposta
imune primaria. O modo de agdo da vitamina E no aumento da imunidade é
obscuro, mas claramente a suplementacdo de vitamina E deve servir como
estimulo significativo da imunidade (TIZARD, 2002).

Os efeitos desse nutriente usualmente estéo relacionados com 0s niveis
de selénio. A deficiencia conjunta de vitamina E e de selénio diminui
significativamente o peso do bago, do timo e da bursa de Fabricius (MARSH et al.;
1986).

A deficiéncia de selénio reduz a atividade neutrofilica, a resposta

mitogénica de células T e a producdo de IgM. A suplementacdo com selénio
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aumenta a regulacao da expresséao de receptores de IL- 2 e inibe 0 dano oxidativo
as células imunes. O selénio potencializa a agdo da vitamina E (TIZARD, 2002).

A arginina é um animoacido de especial importancia para a resposta
imune, pois é reconhecida como substrato para a produgdo de Oxido nitrico, um
mediador inflamatorio e citotéxico produzido por macrofagos (DIETERT e
GOLEMBOSKY, 1994).

Comparando-se frangos que receberam alimentacdo diariamente com
frangos que receberam alimentacdo em dias alternados, a resposta imune
mediada por ceélulas, medida por meio da inoculacdo de fitoemaglutinina na
barbela, mostrouse significantemente maior tanto nas fémeas como nos machos,
alimentados diariamente, do que naqueles que receberam alimentagdo em dias

alternados (LATSHAW, 1991).

2.2.2 Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de diferentes tipos de fungos
gue crescem numa variedade de bolores sobre produtos da alimentacdo animal e
humana. Os sintomas toxicos causados pela ingestdo de moderadas ou altas
quantidades de micotoxinas tém sido muito bem investigados em animais
domésticos, animais de laboratdrio e na avicultura, sendo caracterizados por
causarem alta mortalidade, baixo crescimento, reducdo da eficiéncia reprodutiva e
imunossupresséo (PIER, 1980).

A imunossupressdo causada por micotoxinas pode se manifestar por

depressao na atividade de linfécitos T e B, diminuicdo na producdo de anticorpos
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e reducdo na atividade do sistema complemento e da fagocitose. Embora os
efeitos imunossupressivos que acompanham as micotoxicoses tenham sido bem
demonstrados in vitro e in vivo, 0S mecanismos celulares e moleculares envolvidos
nao tém sido ainda claramente estudados (CORRIER, 1991).

Micotoxinas afetam o sistema imune e os danos causados a este sistema
ocupam posicao de destaque, pois expdem o animal a uma infinidade de doencas
(SANTIN, 2000).

As aflatoxinas, produzidas principalmente por Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus e Penicilium puberulum, estdo associadas a uma maior
suscetibilidade a doencas infecciosas, tais como a coccidiose cecal nas aves
(EDDS et al., 1973). As aflatoxinas induzem imunossupressao por causar atrofia
da bursa de Fabricius, do timo e do baco (ORTATATLI e OGUZ, 2001),
diminuindo ainda a resposta ao teste de hipersensibilidade basofilica cutanea e o
titulo de hemaglutinacdo a hemacias de carneiro (VERMA et al., 2004). Tem sido
demonstrado que a ingestao de aflatoxinas suprime a resposta imune mediada por
células, bem como a funcéo efetora celular e a hipersensibilidade tardia mediada
por linfocitos T. Além disso, a reacdo enxerto x hospedeiro sofre supressdo em
frangos com aflatoxicose (GIAMBRONE et al., 1978).

A resposta mediada por células parece ser afetada com doses baixas da
toxina, enquanto que a reducdo da producdo de imunoglobulinas e da resposta
por anticorpos ocorre em doses mais altas. O efeito da aflatoxina na resisténcia do
hospedeiro a infec¢des varia frente & dosagem da toxina, a espécie animal, a

idade e a exposicado a diferentes patdégenos microbianos. O consumo de aflatoxina
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tem sido relacionado ao aumento da suscetibilidade a salmonelose, candidiase,
doenca de Marek e coccidiose em aves(PIER, 1980).

A base molecular e celular e 0 mecanismo geral responsavel pelos efeitos
imunossupressivos da aflatoxina parecem estar diretamente relacionados ao
impedimento da sintese protéica. A aflatoxina € transformada in vivo em
metabdlitos ativos que se ligam ao DNA e ao RNA, impedindo a transcricdo de
DNA em RNA e a transcricdo do RNA em proteina (HIESH, 1987). Assim a
inibicdo do DNA, do RNA e da sintese protéica, direta ou indiretamente, impede a
continua reproducédo e diferenciacdo das ceélulas do sistema linféide e a sintese de
citocinas que regulam a rede de comunicacdo entre os componentes do sistema
imune, bem como a sintese de imunoglobulinas. (CORRIER, 1991).

Varias outras micotoxinas podem acometer a criacdo de aves. Entre elas,
a ocratoxina produzida por Penicillium viridicatum e Aspergillus ochraceus, que
causa atrofia timica e afeta todos os orgaos linféides (HOERR, 1997). A ocratoxina
também esta associada a severas ocorréncias de coccidiose em frangos de corte

(HUFF e RUFF, 1982).

2.2.3 Virus

Véarios sdo os virus que possuem a propriedade de afetar os 6rgaos
linfoides das aves, sendo, portanto, imunossupressores. Entre eles estdo os
agentes causadores da doenca infecciosa da bursa, da anemia infecciosa das
aves, das reoviroses, da doenca de Marek, da leucose linféide e da

reticuloendoteliose (MONTASSIER, 2000). Além do mais, a coccidiose €
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conhecida por interagir com doencas virais, tendo por resultado um aumento na
severidade da infeccdo por coccidias e/ ou uma interferéncia no desenvolvimento
da imunidade a coccidiose (RUFF e ROSEMBERGER, 1985).

O virus da anemia infecciosa das aves, por si s6 ou em combinag¢do com
outros agentes, é importante por seu potencial de induzir imunossupressao. As
lesBes tipicas sdo aplasia de medula 6ssea, anemia severa, atrofia do timo, da
bursa de Fabricius e do baco, presenca de hemorragias na musculatura
esquelética e no tecido subcutaneo (OWDADE et al., 2004).

O virus da anemia infecciosa das aves infecta linhagens linfociticas e
hematopoiéticas da medula éssea e do timo (DAVIDSON et al., 2004). Estudos
demonstraram que macrofagos de aves infectadas por este virus tém uma
diminuicdo na habilidade de produzir IL-1. Como esta citocina tem um papel
central na inducdo da resposta inflamatoria, o seu decréscimo resulta numa
substancial diminuicdo da habilidade da ave afetada em apresentar uma resposta
imune efetiva. A IL-1 também é requerida para a maturacdo das células do timo.
Qualquer que seja o mecanismo pelo qual o virus da anemia infecciosa das aves
deprima as fun¢des dos macréfagos, a mesma parece predispor o hospedeiro a
infeccdes secundarias (MCCONNEL et al., 1993). E considerado um relevante
fator de risco para outras doengas como coccidiose, doencgas respiratérias e
dermatite gangrenosa (HAGOOD et al., 2000).

Ha evidéncias que a doenca de Marek, a leucose linféide, e a
reticuloendoteliose exercem efeitos supressivos nas funcdes imunes do

hospedeiro. Os virus destes trés tipos de doenca se replicam em células do
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sistema linfoide e do sistema reticulo-endotelial. Dessa forma, os danos
provocados nestas células podem causar imunossupressdo (MONTASSIER, 2000;
CALNEK, 1997).

A doenca de Marek € causada por um herpesvirus com propriedades
linfotroficas, podendo ser imunossupressor. A interferéncia pode resultar
diretamente da acéo litica do virus sobre os linfécitos ou indiretamente por ativar
células supressoras, sendo povavelmente ambas importantes. Atrofia bursal e
timica resultam em perda de linfocitos B e T devido a infeccdo viral. Tanto a
imunidade humoral quanto a imunidade mediada por célula podem estar
deprimidas, o que é refletido pela diminuicdo da producao de anticorpos a diversos
antigenos e por alteragcdes nas funcdes de células T, como rejeicdo a enxertos de

pele, estimulacdo mitogénica de linfécitos, hipersensibilidade tardia e reduzida
atividade de células NK (CALNEK et al., 1998). Tal virus pode aumentar a
suscetibilidade a infeccéo primaria e secundaria por coccidia (BIGGS et al., 1968).

O virus da doenca infecciosa da bursa causa uma infec¢cdo aguda
citolitica nos linfécitos B dos frangos, resultando na destruicdo desta populagcéo de
linfécitos. O virus, que tem por alvo os linfocitos B, afeta severamente os tecidos
linféides, principalmente a bursa de Fabricius, onde o repertério de
imunoglobulinas é desenvolvido, determinando uma igualmente severa e
prolongada imunossupressdo (WITHERS et al., 2005). A resposta humoral é
fortemente deprimida enquanto a depressdo da resposta mediada por células é

menos O6bvia. O virus da doenca infecciosa da bursa ndo é completamente

especifico para células da bursa, pois também destréi células do timo e do baco,
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porém estes tecidos se recuperam enquanto a bursa se atrofia (LUKERT e SAIF,
1997). Aves imunossuprimidas pelo virus da doencga infecciosa da bursa, além da
capacidade imune reduzida, tornam-se mais suscetiveis a infec¢cdes por
coccidiose (SIMON e ISHIKUSA, 2000).

Algumas cepas de reovirus isoladas demonstraram, experimentalmente,
serem imunossupressivas, causando massiva deplecéo de linfocitos e provocando
atrofia bursal (SHARMA e ROSEMBERGER, 1987).

Reovirose e coccidiose sdo comumente encontradas na avicultura e uma
das mais 6bvias interacdes entre coccidia e reovirus é o marcado aumento da
inflamacédo das articulacbes das patas. Esta interacdo também pode conduzir a
um aumento dos efeitos patolégicos da infeccdo, afetando dramaticamente os
parametros econdmicos da producdo, como ganho de peso, e causando
despigmentacao e fraqueza nas pernas(RUFF e ROSEMBERGER, 1985).

Inoculando cepa virulenta por via oral, NI e KEMP (1995) constataram que
as lesdes mais severas na bursa surgiram no segundo dia pés-inoculagdo, com
infiltrado de heterdfilos e linfocitos e diminuicdo do nimero dos linfocitos dentro
dos foliculos. A presencga do virus na medula éssea, na bursa e no baco, bem
como as lesdes na medula 6ssea, sugerem um efeito imunossupressivo do
reovirus nas aves infectadas.

Em aves doencgas conhecidas como leucoses sao causadas por virus da
familia Retroviridae. A leucose linféide é a mais comum destas leucoses. O virus

da leucose linfoide provoca tumores linféides de tamanho e numero variaveis
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numa grande variedade de 6rgaos e quase sempre envolvem figado, baco e bursa
de Fabricius (SMITH e VAN ELDIK, 1978).

As doencas designadas por reticuloenditelioses também sédo causadas
por retrovirus. Elas se manifestam pela forma neoplasica, na qual células do
sistema reticulo-endotelial sdo as mais proeminentes nas lesdes, ou pela forma de
sindrome da doenca do atraso do desenvolvimento, na qual ocorre atrofia do timo
e da bursa de Fabricius e as respostas imunes celular e humoral encontram-se

deprimidas (SCOFIELD e BOSE, 1978; WITTER, 1997).

2.24 Estresse

O estresse é causa de imunossupressdo em aves, podendo causar
aumento da suscetibilidade a doencas infecciosas. Em aves criadas
comercialmente, o estresse pode ser induzido por diversos fatores, sejam eles
infecciosos ou ligados ao manejo. Dentre os agentes indutores de estresse,
destacam-se temperatura ambiente, ventilacdo, qualidade do ar, densidade
populacional, competicdo por alimento e agua de beber, nivel de ruido no
ambiente e fotoperiodo em que as aves sao submetidas (DIETERT e
GOLEMBOSKI, 1994).

A modulacdo induzida pelo estresse no sistema imune das aves € um
topico de importancia econdmica, social e cientifica. Na pecuéria, € amplamente

aceito que o impacto econbmico negativo das doencas € maior em animais

estressados (DOHMS e MERTZ, 1991).
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Claude Bernard (1813-1878) descreveu 0 meio interior dos animais
caracterizado por uma constancia e um balanco. Cannon (1871-1945) reconheceu
este balanco interno no moderno contexto da fisiologia e o denominou de
homeostase. Ele também implicou o sistema nervoso autbnomo no estresse e
descreveu a reacdo de luta — fuga. Hans Seyle (1907-1982) propés a sindrome de
adaptacdo geral, a primeira teoria biolégica compreensivel do estresse. Mais
recentemente, o estresse foi definido como um estado de ameaca ao balanc¢o ou
equilibrio. As forcas que causam distirbios na homeostase sdo chamadas
estressoras e as forgcas contrarias que tentam restabelecer a homeostase séo
chamadas de respostas adaptativas (CHROUSOS et al., 1988). Qualquer que seja
a definicdo, todas tém em comum as respostas adaptativas frente aos desafios a
homeostase. Estas reacbes adaptativas podem mobilizar variadas respostas
fisioldgicas, incluindo respostas imunes(DOHMS e MERTZ, 1991).

Estudando a sindrome de adaptacdo geral, Hans Seyle descreveu uma
via comum, nao-especifica de resposta, ao perceber que um estressor dispara
uma reacdo de alarme em um animal ou uma reacdo de ataque-fuga, causada
pela liberacdo de catecolaminas, o que resulta num aumento das funcdes
cardiovasculares e metabdlicas. Se o estimulo estressor persistir por uma fase de
resisténcia, inicia-se um aumento das reacdes fisioldégicas objetivando manter a
homeostase. Se o0 estresss cronico continuar persistindo, uma fase de exaustéo se
instala, podendo levar ao aparecimento de doencas. A via da resposta adaptativa
comum da teoria de Seyle se d& por meio do eixo hipotalamo- hipofise- adrenal.

Esta via envolve a percepcdo de estressores pelo cérebro e a liberacdo pelo
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hipotdlamo do fator de liberacdo de corticotrofina, os qual estimula a hipdfise
anterior a secretar hormonio adrenocorticotrofico. Este cai na circulacdo e estimula
a adrenal a secretar glicocorticoides, 0s quais provocam gliconeogénese,
hiperglicemia e diminuem as respostas imune e inflamatéria (DOHMS e MERTZ,
1991).

Estudos recentes sugerem que ha quatro diferentes vias de resposta
neuroenddcrina no estresse o sistema nervoso autbnomo; o eixo hipotalamo-
hipé6fise-adrenal; via extra-adrenal envolvendo neuropeptidios e
neurotransmissores e mediadores neuroimunolégicos (GRIFFIN, 1989).

Os nervos simpéticos e 0 sistema nervoso autbnomo inervam tecidos
linfoides. Estes nervos liberam catecolaminas na reacdo de ataque-fuga,
sugerindo uma regulacao rapida e direta do sistema nervoso simpatico sobre a
resposta dos tecidos linféides (DOHMS e MERTZ, 1991).

A liberacdo de neuropeptidios e de neurotransmissores, tais como,
serotonina, insulina, substancia P, peptideo intestinal vasoativo, vasopressina,
ocitocina, horménio do crescimento, endorfinas, encefalinas e acetilcolina de
tecido nervoso durante o estresse envolveria um papel imunomodulador dos
sistemas nervoso e linféide. Receptores para estes compostos sdo encontrados
em linfécitos e a aplicacdo exdégena dos mesmos altera a resposta imune
(GRIFFIN, 1989).

No estresse, ocorre uma resposta integrada e bidirecional por atividade
dos sistemas nervoso e imune. Ambos os sistemas reconhecem estimulos que

ameacam a homeostase e iniciam uma resposta adaptativa integrada. O sistema
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nervoso pode regular o sistema imune. Células mononucleares possuem
receptores para neurotransmissores e neuropeptidios e tecidos linféides primarios
e secundarios recebem inervacdo simpatica. Por outro lado, células linféides
ativadas podem modular a atividade do sistema nervoso central pela liberacdo de
citocinas (BASEDOVSKY et al., 1977).

A corticosterona é o principal hormdnio liberado pela glandula adrenal das
aves e se mostra aumentada nas situacfes de estresse. Em um estudo realizado
em galinhas poedeiras, uma situacdo de estresse crbnico foi induzida por
administracdo de corticosterona na alimentagdo, com o objetivo de determinar as
respostas imunes humoral e celular. Este modelo demonstrou profundo impacto
sobre ambas as respostas imunes, diminuindo a reagdo de hipersensibilidade
tardia, a reacao de hipersensibilidade basofilica cutédnea, a resposta humoral ao
toxdide tetanico e a antigenos de hemacias de carneiro e a resposta de
proliferacdo a fitoemaglutinina (EL-LECTHEY et al., 2003).

Quando frangos sdo expostos a estresse moderado, 0s niveis de
corticosterona aumentam por um curto periodo de tempo, enquanto a atividade de
células NK decai. No entanto, assim que 0s niveis de corticosterona retornam ao
normal, os niveis de atividade das células NK ndo se restabelecem aos niveis
iniciais. Estes dados indicam que, em frangos de corte, o estresse moderado

causa severos danos a atividade das células NK (KUSHIMA et al., 2003).
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2.3 TESTE INTERDIGITAL DE FITOEMAGLUTININA PARA AVALIACAO DA
REA(;AO DE HIPERSENSIBILIDADE BASOFILICA CUTANEA EM FRANGOS
DE CORTE

O teste de resposta de hipersensibilidade basofilica (CBH) cutanea
provocado pela fitoemaglutinina € utilizado para avaliar a imunidade celular in vivo
em frangos. A CBH é uma forma de hipersensibilidade tardia mediada por células
na qual leucdcitos basofilicos podem corresponder a mais de 50% do infiltrado
celular. A CBH pode ser induzida por inoculacdo de antigeno em adjuvante
incompleto de Freund, sendo testada sete dias mais tarde por inoculagdo do
antigeno especifico na pele, bem como pode ser obtida por inoculacdo de doses
apropriadas de mitégenos de células T na pele de cobaias normais. A CBH pode

ser abolida ou marcadamente suprimida em animais tratados com anticorpos anti-

células T, sugerindo que os linfécitos T sdo os elementos essenciais para sua
ocorréncia. Nas espécies que nao apresentam basdfilos circulantes, como ratos e
camundongos, ndo € possivel se promover a reacdo de CBH com mitdgenos de
células T (STARDECKER et al., 1977).

A funcdo da CBH permaneceu um mistério até que bi demonstrado que
cobaias picadas por certos carrapatos apresentaram reacfes de CBH graves no
local da ligacédo do carrapato. A infiltracdo dos basofilos e a secrecdo de materiais
farmacologicamente ativos a partir de seus granulos resultaram na morte do
carrapato e sua consequente separacdo da pele. Desta forma, a CBH pode ter um

importante papel na imunidade contra parasitas (BENJAMINI et al., 2002).

26



No frango, o mecanismo de infiltracdo basofilica provocado pela
fitoemaglutinina parece ser o mesmo que o postulado para a cobaia, isto €, a
fitoemaglutinina (PHA) estimula os linfécitos T da area inoculada a produzirem
uma substancia atraente para os basofilos (STARDECKER et al., 1977). Em
frangos timectomizados ocorre a supressao da reacao de CBH por PHA, o que
sugere um mecanismo T dependente para a CBH (GOTO et al., 1978).

E possivel que mastocitos, 0os quais apresentam granulos metacrémicos
em seu citoplasma, assim como os basofilos, também possam participar deste
processo, exercendo fungbes similares ou suplementares. Nas aves, embora
mastocitos e basdfilos sejam células distintas, geralmente ndo sdo distinguidas
nos dados de literatura, identificando-as apenas como células metacrémicas
(STARDECKER et al.,, 1977).

Os basofilos respondem a citocinas produzidas por linfécitos T, com
liberacdo de mediadores inflamatérios e vasoativos, entre eles, a histamina no
homem e a serotonina nos roedores. A histamina liga-se a receptores celulares de
vérias células, causando diferentes efeitos. No endotélio, causa vasodilatacdo das
células endoteliais e extravasamento de liquidos para os tecidos (ABBAS, 2003).
Nas aves, basofilos sdo células encontradas em numero significativo no inicio do
processo inflamatério, apresentando degranulacdo e, possivelmente, causando
liberacdo de histamina e serotonina (KATIYAR et al., 1992).

Segundo CORRIER e DELOACH (1990), a resposta CBH promovida pela
inoculacdo cutanea interdigital de PHA é detectada por um aumento na espessura

da pele no local da inoculacdo, o que pode ser observado seis horas apos
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atingindo o maximo efeito 12 horas pés-inoculacdo e permanecendo constante ou
comecgando a declinar apos 24 horas da inoculagao.

A CBH no frango, provocada por inoculacdo intradérmica de PHA é um
teste de eleicdo para respostas timo-dependentes mediadas por células T. O teste
cutaneo interdigital em frangos é usado como um modo simples de avaliar in vivo
sua imunocompeténcia. O teste interdigital possibilita ainda a avaliacdo em
animais jovens com menos de trés semanas de vida, nos quais a barbela, outro
local onde o teste cutaneo pode ser aplicado, ainda ndo se encontra desenvolvida.
Este teste avalia a responsividade de células T in vivo em frangos jovens e detecta
a atividade deficiente de células T em frangos imunussuprimidos (CORRIER e
DELOACH, 1990). Segundo DIERTET e GOLEMBOSKI (1994), o teste de CBH é

um meio de se obter acesso a resposta imune T-dependente possivel de se

realizar em plantéis de aves a campo.

2.4 RAZAO ENTRE O PESO DE ORGAOS LINFOIDES E O PESO CORPORAL
COMO PARAMETRO PARA AVALIAR IMUNOSSUPRESSAO EM AVES

Um indicativo anatdmico de imunossupressdo é a marcada reducao de
linfécitos, tanto em 6rgdos linféides primarios como em secundarios. A reducédo de
linfécitos nestes 6rgdos representa uma potencial disfuncdo da resposta imune.
Nas aves, € comum tomar por medida a razdo entre o peso da bursa e 0 peso
corporeo, de forma que o decréscimo da mesma representa um indicio provavel

de aumento da imunossupressao (POPE, 1991).
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CORRIER et al. (1991) induziram imunossupressao por aplicacdo de
ciclofosfamida, ciclosporina ou dexametasona em aves de um a quatro dias de
idade, obtendo significante diminuicdo do peso da bursa ao 10° dia no grupo dos
animais tratados quando comparado ao grupo controle.

A bursa de Fabricius € um o6rgéo linféide exclusivo das aves. Animais
bursectomizados produzem poucos anticorpos, ndo apresentam plasmacitos,
embora apresentem linfdcitos circulantes e sejam capazes de rejeitar transplantes.
Este ultimo item denota que a bursectomia possui pouco efeito sobre a resposta
imune mediada por ceélulas. Aves bursectomizadas sdo mais sensiveis a
Leptospira e a Salmonella, mas ndo a bactérias, contra as quais a imunidade
celular é importante, como o Mycobacterium avium. Estes dados sugerem que a

bursa € um 6rgao Infoide primario no qual ocorre a maturacédo e a diferenciacao

de células produtoras de anticorpos, células estas chamadas entédo de linfécitos B.
Além de ser um orgdo linféide primario, a bursa também é considerada um 6rgéo
linféide secundario, uma vez que nela ocorrem captura de antigenos e sintese de
anticorpos. Linfécitos T também s&o encontrados na bursa, em uma pequena area
localizada na por¢éo dorsal deste érgao (TIZARD, 2002).

A atrofia da bursa e do timo s&o decorrentes de deplecéo linfocitica
nestes 6rgaos (NAKAMURA et al, 1986), podendo ser provocada por diversas
causas, tais como doencas nutricionais, uso de esteroides, toxinas, micotoxinas e
infeccbes virais, incluindo a doenca infecciosa da bursa, a doenca de Marek, a
anemia infecciosa das aves e certas cepas de reovirus (CALNEK et al., 1998;

GORYO et al., 1989; SHARMA et al., 1994). E importante salientar que varias
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causas de atrofia bursal podem estar associadas na avicultura comercial (POPE,
1991).

CHO e EDGARD (1972), avaliando a doenca infecciosa da bursa em
frangos infectados experimentalmente, determinaram o efeito imunossupressivo
desta infeccdo no peso da bursa e observaram que, em média, o peso da bursa
dos frangos infectados comecgava a aumentar 24 horas pdés-inoculagao, atingindo
0 maximo de peso a 48 horas, voltando ao normal apds 72 horas, mas diminuindo
significativamente em 96, 120 e 144 horas p0és-inocula¢do. O aumento do peso da
bursa em relacdo ao peso corporal apos 48 horas, quando comparado ao grupo
controle de frangos nao-infectados, aumentou significativamente. As 96 horas, o
decréscimo do peso da bursa foi significante e as 120 e as 144 horas o
decréscimo do peso foi altamente significante.

O sucesso da avicultura intensiva relaciona-se a uma imunidade
adequada. A reducéo da resposta imune conduz a um aumento da suscetibilidade
as doencas e a sérios prejuizos. Ressaltando que a imunossupressdo €
decorrente de uma injuria ao sistema imune causada por um agente
imunossupressivo, DOHMS e SAIF (1984) sugeriram avaliar outros danos
causados ao sistema imune como forma de verificagdo da imunossupressao.
Sugeriram, assim, investigar mudancas morfométricas nos tecidos linféides
primérios e secundarios, bem como quantificar mudancgas no peso das estruturas
linféides ou mudancas na composicdo celular dos tecidos responsaveis pelo

desenvolvimento linféide ou pela atividade de resposta imune.
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2.5 DEXAMETASONA

Os corticosterdides sdo potentes agentes antiinflamatorios. Como estes
farmacos séo derivados farmacologicos dos horménios esteréides da familia dos
glicocorticoides, eles exercem seus efeitos fisiolégicos através da sua ligacdo a
receptores intracelulares especificos, expressos em quase todas as células do
corpo. A acdo imunossupressora dos corticosterdides se deve a varios efeitos que,
em sua maioria, sdo uma consequéncia da regulacédo da transcricdo génica por
inducdo de corticosteroides. Os corticosterdides diminuem a expressao de varios
genes que codificam citocinas inflamatdrias, tais como IL-1, IL-2, TNF-a, entre
outras. Os corticosterdides também inibem a expressdo de moléculas de adeséo,
prejudicando a migracdo de linfocitos para o local da inflamacdo e, portanto,

inibindo a atividade das células inflamatdérias. Além disto, eles estimulam a

BN

liberacdo de endonucleases celulares, levando a apoptose de linfécitos e
eosinofilos. Os corticoeterdides também reduzem a fagocitose e a morte
promovidas por neutréfilos e macréfagos, bem como a expressdo de moléculas
classe Il do MHC. Desta maneira, tais drogas acabam inibindo a ativacdo e funcao
das células T (BENJAMINI et al., 2002).

Nos frangos, o tratamento com glicocorticéides provoca diminuicdo do
ganho de peso, atrofia do bago, do timo e da bursa de Fabricius e diminuicdo da
resposta a anticorpos de eritrocitos de carneiro (GROSS et al, 1979). O
tratamento prolongado com dexametasona em frangos aumenta a suscetibilidade

a Eimeria spp., determinando maior produgcdo de oocistos, prolongamento do
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periodo pré-patente e diminuicdo no numero de linfocitos intestinais (LONG e
ROSE, 1970).

Em células de baco de frangos tratados com dexametasona, esta produz
uma significante supresséao na inducdo de linfoproliferacdo por concavalina A e o
tal efeito supressivo na resposta mitogénica aumenta com a duracdo do
tratamento. Aves tratadas com 0,5 mg de dexametasona diariamente por 9-12 dias
mostram um significante decréscimo da producdo IL-2 e IFN-? por células
esplénicas eatimuladas por concavalina A. O nimero de células NK também
mostra-se diminuido nos animais tratados (ISOBE e LILLEHOJ, 1992).

Frangos tratados com dexametasona apresentam diminuicdo da CBH
induzida pela fitoemaglutinina, sendo esta significantemente menor do que em

aves nao-tratadas, o0 que indica que a dexametasona causa depressdo da

imunidade mediada por células. Sendo a CBH timo-dependente, o teste
intradérmico de fitoemaglutinina € utilizado para avaliar a resposta imune celular

em aves (CORRIER e DELOACH, 1990).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ALOJAMENTO DAS AVES

A presente investigacdo foi ealizada na Granja Santana localizada no
Municipio de Tieté, Estado de S&o Paulo, com aves de ambos os sexos, da
espécie Gallus gallus da linhagem comercial Hybro de frangos de corte.

Os galpbes nos quais as aves foram mantidas eram de alvenaria,
construidos no sentido leste-oeste, cobertos com telha de amianto e com piso de
concreto. As laterais dos galpfes eram fechadas com telas de arame e recobertas
com cortinas plasticas de abertura manual. Todos eram equipados com
comedouros automaticos, bebedouros ipo nipple, ventiladores e nebulizadores de
controle automatico.

Antes do alojamento das aves, os galpbes foram desinfetados com
solucdo de amobnia quaternéria e glutaraldeido por meio de nebulizacdo. Sobre o
piso dos galpdes utilizouse para revestimento uma camada de 10 cm de p6 de
pinus.

Pintinhos de um dia de vida foram alojados nestes galpdes, respeitando a
densidade 13 aves por m2. Durante os primeiros dez dias de vida, os pintinhos
foram aquecidos através ar quente proveniente de uma fornalha a lenha,
localizada na parte externa de cada galpdo e que mantinha uma temperatura

ambiente interna na faixa de 28 a 32° C.
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As aves receberam racéo para frango de corte, a base de milho e soja,
suplementada com complexos vitaminicos, minerais e aminoacidos, fornecida ‘ad
libitum”.

Em cada fase da criacdo, a racdo sofreu modificagbes em sua
concentracdo de proteinas, sendo que, do 1° ao 7° dia a racao apresentava 22%
de proteina bruta, do 8° ao 21° dia apresentava 20% de proteina bruta, do 22° ao
37° dia apresentava 18% de proteina bruta e, por fim, do 38° dia até o abate
apresentava 16% de proteina bruta.

Toda a &gua fornecida para a criacdo, tanto a de beber como a para a
nebulizacdo, era proveniente de um reservatorio metalico com capacidade de
20.000 |, preenchido continuamente com agua oriunda de poco artesiano. Apos o
programa de vacinacgdo, isto é, do 16° dia de vida das aves até o abate, foi
realizada a cloracdo da agua do reservatério com tricloro, de modo a conferir 0.3 a
0.5 ppm de cloro no nipple.

O programa de imunizagdo das aves iniciou-se no incubatorio, logo apos
0 nascimento, onde os pintinhos receberam vacina contra bronquite infecciosa das
aves e contra a doenca de Marek. Depois de alojados na granja, no 7° dia de vida
receberam a primeira dose de imunizacdo contra a doenca infecciosa da bursa
com a vacina Univax ® Plux (Shering-Plough Coopers) e, no 14° dia, a segunda
dose para a mesma doenca com a vacina Avimmune® - F (Shering-Plough
Coopers). Ambas as vacinas foram ministradas através da agua de beber.

Para o controle da coccidiose, foi fornecida por meio da rac¢éo, desde o 1°

ao 21° dia de vida, o coccidiostatico quimico Nicarbazina® (Roche) na dosagem
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de 100 mg/ kg de racdo. Para complementer o programa de controle a partir do
22° dia, a Nicarbazina foi suspensa e do 22° ao 38° dia de vida, o ion6foro a base
de salinomicina de nome comercial Coxistac® (Phibro) foi introduzido na dosagem
de 66 mg/kg de racdo. Do 39° dia de vida até o abate, toda a medicacéo foi

suspensa.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Grupos Experimentais

Foram formados trés grupos com aves de ambos o0s sexos, ha quinta
semana de idade. Todas as aves foram submetidas as mesmas condicdes de
manejo. Os grupos foram constituidos da seguinte maneira: grupo |, formado por
aves sem coccidiose clinica (grupo controle); grupo I, formado por aves com
coccidiose clinica e ndo submetidos a imunossupressao (grupo coccidiose); e
grupo lll, formado por aves sem coccidiose clinica e submetidas a
imunossupressao por dexametasona (grupo imunossuprimido). Os grupos foram
constituidos concomitantemente e a duracao do experimento foi de 7 dias.

Cerca de 40 aves de 31 dias de vida, de ambos os sexos, provenientes de

um determinado galpdo e ndo apresentando qualquer anormalidade quanto ao
seu estado de saude, foram separadas e alojadas individualmente em contéineres
de polipropileno de 200 litros, por um periodo de 6 horas para observacao prévia.
As aves que apresentaram fezes de aparéncia normal tiveram suas amostras

fecais examinadas para encontro de oocistos de coccidias. Das aves com
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resultado parasitolégico negativo e sem sinais clinicos de coccidiose, foram
selecionadas 14 aves para a constituicdo do grupo | (controle) e 15 aves para a
constituicao do grupo Il (imunossuprimido por dexametasona).

Ao surgimento de um surto de coccidiose em condi¢cdes naturais, em um
outro galpéo, cerca de 20 aves com 35 dias de vida, de ambos o0s sexos e
apresentando sinais clinicos da doenca, foram submetidas ao mesmo
procedimento de observacao prévia. Os animais que apresentaram alteracdes em
suas fezes quanto a consisténcia, coloracdo e presenca de catarro e/ou sangue
tiveram amostras fecais submetidas a exame parasitologico. Dezesseis aves que
apresentaram oocistos de coccidios em suas fezes foram separadas para o
experimento, constituindo o grupo Il com coccidiose clinica.

Uma vez constituidos os trés grupos, as aves foram retiradas dos

contéineres, reunidas por grupo e alojadas em 3 boxes de 2 m2 cada, construidos
com paredes de madeira compensada de 60 cm de altura, montados
respectivamente dentro do mesmo galpdo do qual cada grupo de aves havia sido
proveniente, ficando, portanto, sob as mesmas condi¢cées ambientais e de manejo
gue o0s outros animais dos galpdes. Nestes boxes, as aves do grupo |
permaneceram ainda em observacdo por mais 4 dias e as aves do grupo Il foram

submetidas a imunossupresséao por dexametasona.

36



3.2.2 Pesagem e Identificagcdo das Aves
Imediatamente antes do inicio do experimento, todas as aves, de todos os
grupos, foram devidamente pesadas e identificadas, por meio de numeracao

realizada com caneta hidrografica, sobre a pele da pata de cada ave.

3.2.3 Imunossupressdo Experimental
As aves deste grupo lll foram inoculadas, por via subcutanea, com 4
mg/kg de dexametasona (Azium®, Shering Corp.), aplicada por 4 dias

consecutivos antes do inicio do experimento.

3.3 EXAME PARASITOLOGICO DE FEZES

3.3.1 Coleta, Transporte e Conservacdo das Amostras

As amostras de fezes de todas as aves selecionadas para o experimento
foram colhidas em frascos plasticos, identificadas e conservadas em dicromato de
potassio a 2%. O processamento dos espécimes fecais foi realizado no
Laboratorio de Doencas Parasitarias do Hospital Veterinario da Universidade
Paulista (UNIP). As amostras foram mantidas sob refrigeracdo e processadas num

periodo maximo de 24 horas.
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3.3.2 Exame Macroscépico das Amostras
As amostras de fezes foram analisadas quanto ao seu aspecto visual
macroscépico e quanto a alteragcbes na consisténcia, coloragdo e presenca de

catarro e/ou sangue (BECKER, 1948; MACDOUGALD, 1997)

3.3.3 Exame Microscopico das Amostras
A andlise microscopica foi feita pela técnica de centrifugo-flutuacdo em

solucdo de sacarose (densidade 1,2 g/cms) (OGASSAWARA et al.,1989). O
sobrenadante foi coletado com alga bacteriolégica (4 mm de didmetro) e colocado

entre lamina e laminula, sendo observado em microscopio de luz com aumento de

40, 100 e 400 vezes.

3.4 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE Eimeria

Para a identificacdo dos oocistos das diferentes espécies de Eimeria,
foram realizadas as mensuracdes em microscopio Optico, nho aumento de 400
vezes, por meio de ocular micrométrica. Foram mensurados 30 oocistos de cada
tipo morfologico de Eimeria e obtidas as médias dos seus comprimentos e de suas
larguras em pm. As medidas obtidas foram comparadas as compiladas de varias
fontes por MACDOUGALD (1997), tomadas como padrdo. Para confirmacao das
espécies de Eimeria, associou-se ainda a observacao do tipo e o local das lesdes

macroscopicas encontradas no intestino durante a necropsia (JOHNSON e REID,

1970).
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3.5 AVALIACAO DA IMUNIDADE CELULAR PELA REAC}AO DE
HIPERSENSIBILIDADE BASOFiILICA CUTANEA (CBH) A
FITOEMAGLUTININA

Para a avaliacdo da resposta basofilica cutanea (CBH) a fitoemaglutinina

(Laboratorio Cultilab), cada animal teve tomada a espessura da prega interdigital

entre o 3° e 4° digitos da pata direita, imediatamente antes da aplicacdo de 0,1 ml

de fitoemaglutinina e entre 0 3° e 4° digitos da pata esquerda, imediatamente

antes da aplicacdo de 0,1 ml de solucéo salina a 0,9%. Utilizou-se para a tomada
das espessuras das pregas cutaneas (em mm) um micrometro digital (Mitutoyo

Ltda).

Apo6s 12 horas da aplicacdo, a medida da prega foi tomada novamente em
cada pata e o resultado foi obtido pela diferenca entre a espessura da prega apos

12 horas da inoculacéo (T12) e a espessura da prega imediatamente antes da

inoculagdo (TO) em milimetros.

3.6 NECROPSIA E EXAME ANATOMOPATOLOGICO DOS ORGAOS
LINFOIDES E DO INTESTINO
Todos os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento
cervical e submetidos a necropsia para avaliacdo macroscépica dos o6rgaos
imunes e do intestino. Amostras dos 6rgaos foram coletadas, identificadas e
conservadas em formol a 10% para serem processadas para exame

histopatoldgico.
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3.6.1 Pesagem e Avaliacdo Macroscopica de Orgéos Linféides
De cada ave, o timo, o baco e a bursa de Fabricius foram observados
quanto ao seu aspecto, tamanho, cor e outras possiveis alteracbes. O baco e a

bursa foram coletados e pesados individualmente.

3.6.2 Avaliagcdo Macroscopica do Intestino e Escore de Lesfes

O intestino foi examinado para identificacdo de leses macroscopicas,
sendo adotada a técnica preconizada por JOHNSON e REID (1970) como descrito
a seguir. Para a investigacao, o 6rgéao é retirado e dividido em 4 partes: duodeno;
jejuno até a altura do diverticulo de Meckel; ileo, reto e tonsilas cecais; e os dois
cecos. A superficie da serosa foi examinada para petéquias, placas e outros sinais
de lesdes por toda a extensdo do intestino. A superficie da mucosa e o contetdo
intestinal foram observados e foi investigada a presenca de lesdes superficiais ou
mais profundas. Foi estabelecida a avaliagdo para o escore de lesdes para as

espécies de Eimeria encontradas parasitando o 6rgéo (Quadro 1).
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Quadro 1. Escore de lesdes observadas na coccidiose por E. acervulina, E.

maxima e E. tenella

Escore de lesdes E. acervulina E.maxima E.tenella
0 Auséncia Auséncia Auséncia
+1 Placas Pequenas petéquias Poucas petéquias na
esbranquicadas na serosa e mucosa parede do ceco, sem
orientadas do intestino médio, apresentar

transversalmente na

parede do duodeno,
num maximo de 5 por

parede intestinal sem

espessamento ou
distenséo, presenca

espessamento das

paredes do mesmo,
contelido cecal normal

cm? ou ndo de secrecgdo
alaranjada
+2 Placas mais proximas, Varias petéquias na Lesdes mais
porém nao mucosa, contetido numerosas na

coalescentes,
podendo se extender
20cm abaixo do
duodeno, parede
intestinal mais
espessada, conteudo
intestinal normal

mucos alaranjado
pode estar presente,
paredes espessadas,
podendo ou néo
apresentar pouca
distenséo

mucosa, notavel
presenca de sangue
no conteudo cecal,
paredes ligeiramente
espessadas, presenca
de contetdo cecal
normal

+3 Placas numerosas e
coalescentes,
conteudo aquoso,
parede intestinal
espessadas, lesdes se
extendem até o
diverticulo de Meckel

Mucosa enrugada,
conteldo intestinal
com pontos
hemorragicos e muco,
paredes espessadas e
distendidas

Grande quantidade de
sangue presente no
ceco. Paredes do
mesmo bem
espessadas, pouco ou
nenhum contetido
cecal normal

+4 Placas totalmente
coalescentes, mucosa
acinzentada,
petéquias podem
ocorrer, parede do
intestino bem
espessadas,contetddo
intestinal cremoso

Mucosa com
numerosos pontos
hemorrégicos e
sangue, odor putrido,
parede intestinal
bastante distendida,
podendo se distender
por toda a extengéo
do intestino

Presenca de sangue e
cores caseosas, sem
contetdo cecal normal
parede cecal
distendida

Fonte: JOHNSON e REID (1970)
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3.7 EXAME HISTOPATOLOGICO DE ORGAOS LINFOIDES E DO INTESTINO

Depois de permanecer por até 72 h na solucao fixadora de formol a 10%,
fragmentos do timo, do baco, da bursa de Fabricius e dos intestinos foram
desidratados, diafanizados e incluidos em parafina. Os cortes histolégicos foram
corados com hematoxilina e eosina e as preparacdes foram observadas em
microscopio Optico com os aumentos de 40, 100 e 400 vezes. O preparo dos
cortes histolégicos foi realizado no Laboratério de Anatomia Patoldgica-Apoio a
Pesquisa e POs- Graduacéo da UNIP.

Para a avaliacdo histopatoldgica qualitativa da bursa, foram adotados os
critérios utilizados por NAKAMURA, (1986), POPE (1991) e RACHID (2002)
(Quadro 2). De acordo com estes autores, frangos de corte jovens sadios
apresentam foliculos linfoides bem celularizados, totalmente preenchidos por
linfocitos, com definicdo clara das regides cortical e medular, estroma interfolicular
escasso e delgado, pregas bursais revestidas por epitélio simples colunar, bem
distendido e com poucas ceélulas caliciformes. Frangos imunossuprimidos
apresentam foliculos linféides diminuidos de tamanho, com menor celularidade e
rarefacdo difusa de linfocitos tanto na regido cortical como na medular,
caracterizando atrofia folicular, com formac&o de espacos vazios no seu interior, 0

estroma de sustentacdo torna-se mais evidente e mais frouxo, o tecido conjuntivo

interfolicular mostra-se espessado, o0 epitélio de revestimento torna-se irregular,
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adquirindo aspecto papilifero e sugerindo retracdo das pregas, com aumento de
células caliciformes.

Quadro 2. Critérios de caracterizacao histolégica da bursa de Fabricius em aves

normais e imunossuprimidas.

Critérios Aves normais Aves imunossuprimidas
Foliculos Repleto de células Delgados e atrofiados
Celuridade dos foliculos Ricos em linfocitos Rarefacao difusa de linfocitos
Tecido conjuntivo interfolicular | Escasso Espessado e mais frouxo
Epitélio de revestimento Distendido Retraido e papilifero

Fonte: NAKAMURA (1986), RACHID (2002) e POPE (1991)

Para a avaliacdo histopatologica do timo, foram adotados os critérios
utilizados por NAKAMURA (1986) e POPE, (1991) (Quadro 3). Em aves jovens, 0s
I6bulos timicos sdo separados por septos de tecido conjuntivo, a regido cortical €
ricamente povoada por timécitos, a medula timica é relativamente de coloracao
mais palida, com um numero de linfécitos um pouco mais reduzido. Em aves
imunossuprimidas, ocorre atrofia timica, com perda de linfocitos da regiao cortical
seguida pela regido medular, observa-se necrose linfocitica, de um tipico padrédo

denominada de “starry-sky” (aparéncia de céu em estrelas).

Quadro 3. Critérios para caracterizacao histologica do timo em aves normais e

imunossuprimidas.

Criterios Aves normais Aves imunossuprimidas

Coértex do timo Rico em linfocitos Rarefacao de linfécitos,

necrose timica (“starry-sky”)

Medula do timo Rica em linfécitos, porém | Rarefagdo de linfocitos

menos que o cortex

Fonte: NAKAMURA(1986); POPE(1991)
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3.8 ANALISE ESTASTISTICA

Aplicou-se a prova estatistica de Shapiro-Wilk, bem como fez-se a
inspecdo dos graficos de quantis (qgplot), com o objetivo de verificar se as
observacdes das variaveis peso corporal (PC), razao peso do baco / peso corporal

(Reaco), razéo peso da bursa / peso corporal (Reursa) € espessura da prega

interdigital (EPI) apresentavam ou podiam ser aproximadas da distribuicdo normal.
Aplicou-se a transformagédo logaritmica nas variaveis de razdo entre peso do baco
e peso corporal e razdo entre peso da bursa e peso corporal, no intuito de
aproximar tais variaveis da distribuicdo normal.

Para descricdo das variaveis dependentes PC, Rgaco, Reursa, €m funcéo
da variavel independente grupo, bem como da variavel EPI, em funcdo das
variaveis independentes grupo, tempo de inoculacéo e pata, utilizou-se a média e
o desvio-padrdo. Ao se analisar as diferencas observadas nas variaveis
dependentes em funcéo das variaveis independentes, além da aplicacdo da média
e desvio-padrao, calculouse o intervalo de confianca da média como medida de
incerteza em relacdo a estimativa pontual, sendo que o coeficiente de confianca
foi aceito em 95%.

Para verificar a significancia da diferenca entre grupos nas variaveis
Reaco € Reursa, aplicou-se a analise de variancia univariada. Por sua vez, para

andlise da significancia da diferenca para a variavel EPI, fez-se uso da analise de
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variancia a trés fatores mistos, num desenho 3x2x2 (trés grupos, dois periodos de
inoculacéo, pata direita e esquerda).

A significancia estatistica foi estabelecida em a = 0,05, sendo que todo o
processamento estatistico foi realizado no software estatistico R versdo 2.2

(Copyrhgt © 2005, Development Core Team).
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4 RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE Eimeria

No grupo | (controle), ndo foram observados oocistos de Eimeria nas
fezes, assim como nenhuma lesdo macroscopica ou microscopica compativel com
a infeccao.

Por sua vez, os animais do grupo Il revelaram a presenca de oocistos nas
fezes correspondentes a E. acervulina e a E. maxima, de acordo com as médias
tomadas a partir de 30 oocistos de cada espécie (Tab. 1). A necropsia destas aves
revelou lesbes macroscoépicas no intestino delgado, com escore variando de +2 a
+3, pela presenca de petéquias na mucosa, espessamento da parede,
notadamente no jejuno, e presenca de secrecdo de coloracdo alaranjada
misturada a secre¢do hemorragica (Fig. 1 e 2).

Nas aves do grupo lll, antes de procederse a administragcao de
dexametasona, notouse a auséncia de coccidias ao exame de fezes. Entretanto,
apos o tratamento com dexametasona, observouse a presenca de 3 espécies de
Eimeria: E. acervulina, E. maxima e E. tenella, de acordo com o tamanho médio
dos oocistos (Tab. 1). A necropsia revelou lesdes macroscopicas no intestino
delgado e nos cecos. Observou-se, no intestino delgado, espessamento e
distensdo da parede, presenca de petéquias na mucosa e secre¢do sanguinolenta
e alaranjada, com escore variando de +2 a +3. Os cecos mostravam-se
distendidos, com aspecto caseoso em algumas aves e 0 conteudo mostrava-se

hemorragico em seu interior, com escore variando de +3 a +4 (Fig. 3 e 4).
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Tabela 1. Tamanho médio dos oocistos de Eimeria identificados nas aves dos

grupos Il e Il
Espécies de n Média do Comprimento Largura maxima- Razao entre
Eimeria comprimernto X maximo- minima (um) largura/compri-
largura (pm) minimo (um) mento
E. acervulina* 30 16.2x 14 175-15 16 —12.5 0.88
E. maxima* 30 31.3x23.3 35-275 27.5-20 0.74
E. tenella** 30 22.1x17.5 25 -20 20 - 15 0.79

* indica espécies identificadas nos grupos Il elll.
** indica espécie identificada no grupo IIl.

4.2 TESTE INTERDIGITAL DE FITOEMAGLUTININA: AVALIAQAO DA
REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE BASOFILICA CUTANEA

Ao se analisar o comportamento da espessura da pata direita e esquerda
em funcdo do tempo de inocdacdo da PHA, observouse uma interacao
estatisticamente significante entre os fatores grupo, tempo de inoculacdo e pata. A
partir desta interacéo, verificouse que o aumento observado na pata direita dos
animais dos trés grupos foi significativamente superior a alteracéo obtida na pata
esquerda. Por sua vez, o aumento observado na pata direita dos animais do grupo
| foi significativamente maior que 0s aumentos observados nos animais dos

grupos Il e lll (Tab.2).
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Tabela 2. Comparacdo da espessura da prega interdigital pré-inoculacdo e pos-

inoculacéo, nos grupos |, 1l e lIl.

Grupo |l (mm) Grupo Il (mm) Grupo Il (mm)
Direita Esquerda Direita Esquerda Direita Esquerda
T0 1,43 (0,19) 1,47 (0,20) 1,51 (0,11) 1,52(0,13) 0,98 (0,11) 1,01 (0,12)
T12 2,76 (0,44) 1,55 (0,22) 2,43 (0,20) 1,55(0,13) 1,68 (0,17) 1,08 (0,14)
?(%)) 91,66 (4,74 5,63 (2,09) 60,90 (2,15*° 2,56(0,75) 7243 (215  7,11(1,37)

?%: alteracdo percentual entre TO e T12. Os dados para pré-inoculagdo e pés -inoculagdo sdo apresentados
na forma de média (desvio-padréo). Os dados para ?% sao apresentados na forma de média (coeficiente de
confianga a 95%).

% indica diferenca estatisticamente significante, P = 0,001; em relacdo ao ?% da pata esquerda do respectivo

grupo
®indica diferenca estatisticamente significante, P = 0,001; em relagdo ao ?% do grupo | para a pata direita.

4.3 RAZAO ENTRE PESO CORPOREO E PESO DOS ORGAOS LINFOIDES
Conforme a Tabela 3, o grupo Ill apresentou valores de Reaco € Rsursa
significativamente inferiores aos valores observados para os grupos | e Il. As
diferencas observadas entre os grupos | e Il para Reaco € Rsursa nNdo foram
estatisticamente significantes. E evidente a atrofia dos 6rgéos linféides das aves

do grupo lll (Fig. 5,6 e 7).

Tabela 3. Descricdo do peso corporal; razéo entre peso do baco e peso corporal e

razao entre peso da bursa e peso corporal, em porcentagem, nos grupos I, Il elll.

Grupo | Grupo |l Grupo lll
PC (g9) 1917,14 (171,30) 1988,75 (245,81) 1556,00 (204,97)
Reaco (%) 0,1290 (0,0355) 0,1277 (0,0247) 0,0959 (0,0340)a'b
Reursa (%) 0,0653 (0,0120) 0,0756 (0,0216) 0,0380 (0,0068)°'d

PC: peso corporal; Reaco: razdo entre peso do bago e peso corporal; Reursa: razéo entre peso da bursa e
peso corporal. Os dados sdo apresentados na forma de média (desvio-padrao).
%indica diferenca estatisticamente significante, P = 0,014; em relac&o ao grupo .
®indica diferenca estatisticamente significante, P = 0,008; em relacéo ao grupo Il
¢indica diferenca estatisticamente significante, P = 0,001; em relag&o ao grupo .
d._ 4 . .. S _ ) ~
indica diferenca estatisticamente significante, P = 0,001; em rela¢&o ao grupo Il.
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4.4 EXAMES HISTOPATOLOGICOS

4.4.1 Orgaos Linfoides

A analise histoldgica do baco revelou apenas congestao nos animais dos
grupos | e Il. Nos animais do grupo lll, além da congestao, notouse acentuada e
difusa rarefacéo linféide.

Com relacdo ao timo, observou-se, nas aves do grupo lll, acentuada
atrofia com evidente reducdo do cértex, devida a intensa deplecéo linfocitaria (Fig.
13). Nos grupos | e I, ndo foram observadas alteracdes no tamanho do cértex e
da medula timica, porém, em algumas aves do grupo Il, notou-se espac¢os vazios
com aparéncia de “céu em estrelas” — “starry sky” (necrose linfocitica) na zona
cortical (Fig 11 e 12).

No grupo lll, a bursa de Fabricius mostrava acentuada atrofia dos foliculos
e marcada deplecdo linfocitaria difusa, tanto no cortex como na medula. Os
foliculos apresentavam-se retraidos e bem menores no tamanho, com a
celularidade diminuida, perdendo, assim, a aparéncia de bem preenchidos para
apresentarem-se adelgacados e com hipocelularidade e revelando muitos espagos
vazios, indicativos de perda linfocitatia. O estroma no interior dos foliculos
mostrava-se mais evidente e o tecido conjuntivo interfolicular mais espessado. O
epitélio de revestimento mostrava-se papiliforme, ndo totalmente distendido,
acompanhando a retracdo dos foliculos (Fig. 15). Nos grupos | e Il, observou-se
uma moderada rarefacdo linféide no cértex e medula, com uma discreta

diminuicdo e um adelgacamento dos foliculos (Fig.14).

4.4.2 Intestino

As lesdes intestinais, ao exame histopatolégico das aves do grupo I,
caracterizavam-se por um infiltrado linfo-histiocitario intenso acometendo a
mucosa do duodeno e jejuno. Nas areas parasitadas observava-se atrofia vilosa,

com necrose do epitélio da mucosa, e diferentes formas parasitarias das espécies
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de Eimeria, tais como esquizontes, microgametas, macrogametas e oocistos.(Fig
18 e 20).

A analise histopatologica das aves do grupo Il revelou um discreto
infiltrado linfo-histiocitario no intestino delgado e nos cecos. A atrofia vilosa com
necrose do epitélio da mucosa foi observada no intestino delgado e,
principalmente, nos cecos, onde a atrofia foi bastante extensa (Fig.16). Uma
grande quantidade de formas parasitarias de Eimeria, tais como esquizontes,
microgametas, macrogametas e oocistos, foram encontradas no intestino delgado
e nos cecos, estes com formas de E. tenella tanto nas areas mais superficiais das

vilosidades intestinais, quanto preferencialmente nas criptas (Fig.17 e 19).
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Figura 01. Presenca de petéquias na mucosa duodenal de ave do grupo II.

Figura 02. Jejuno com contelddo sangiinolento e alimento nao-digerido em ave do grupo Il,
causado por E.maxima.

Figura 03. Cecos distendidos em ave do grupo lll infectada por E. tenella.

Figura 04. Ceco de ave do grupo lll com conteddo hemorréagico.
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Figura 05. Bursa de Fabricius atrofiada (na parte superior) em aves do grupo Ill em comparacgéo

com as aves do grupo | (na parte inferior).
Figura 06. Baco atrofiado (na parte superior) em aves do grupo Ill em comparag¢éocom aves do

grupo | (na parte inferior).

Figura 07. Timo atrofiado (na parte superior) em aves tratadas por dexametasona em comparagao
com o timo de aves controles (na parte inferior).

Figuras 08. Lobos do timo de ave do grupo |I.

Figuras 09. Lobos atrofiados do timo de ave do grupo lll.
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Figura 10. Corte histolégico do timo de ave do grupo I, mostrando cértex bem pronunciado e
envolvendo a medula. 40x.

Figuras 11. Corte histolégico de timo de ave do grupo Il. Observa-se no coértex lesdes do tipo
“starry-sky”, indicando necrose timica.40x.

Figuras 12. Corte histolégico de timo de ave do grupo Il. Observa-se no cértex lesdes do tipo
“starry-sky”, indicando necrose timica.100x.

Figura 13. Corte histoldgico de timo de ave do grupo Ill, com acentuada atrofia do cortex.40x.
Figuras 14. Corte histolégico da bursa de Fabricius de ave do grupo I, com foliculos bem
celularizados 40x.

Figuras 15. Bursa de ave do grupo lll, com foliculos retraidos e espagos vazios em seu interior,
indicando deplecéo linfocitaria. 40x.
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Figura 16. Atrofia vilosa com necrose do epitélio da mucosa cecal de animais do grupo Ill. 40x.
Figura 17. Auséncia de infiltrado linfo-histiocitario e grande quantidade de formas parasitarias de
E. tenella em ceco de ave do grupo Ill. 400x.

Figura 18. Formas parasitarias de E. maxima proximas a lamina prépria da mucosa do intestino
delgado em ave do grupo ll. Nota-se a presenca de infiltrado linfo -histiocitario.100x.

Figura 19. Necrose do epitécio da mucosa em ave do grupo lll. Observa-se formas parasitarias de
E. tenella. 400x.

Figura 20. N6dulo linféide destacando-se na mucosa do intestino delgado em ave do grupo [1.100x.
Figura 21. Presenca de oocistos de E. acervulina e E. maxima no intestino delgado de ave do

grupo 11.100x.
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5 DISCUSSAO

Para avaliar a relacdo entre a ocorréncia de coccidiose clinica e um
estado de imunossupressdo, optou-se por realizar 0 experimento a campo em
aves criadas numa granja comercial de frangos de corte. Desta forma, pdode-se
refletir as condi¢cdes naturais para o surgimento espontaneo de um surto de
coccidose causado por diferentes espécies de Eimeria incidentes em frangos de
corte.

A coccidiose geralmente costuma incidir entre a 3° e a 5° semana de vida
das aves (MACDOUGALD, 1997 e KAWASOE, 2000). Na presente investigacao,
as aves do grupo Il apresentaram coccidiose na 5* semana de vida, seguindo o

curso epidemiologico natural. Observou-se diarréia de coloracdo esbranquicada

ou alaranjada, com a presenca de muco e/ou sangue, conforme descrito por
BECKER (1948) em estudos anteriores.

No grupo Il, foram descritos 2 tipos de oocistos de espécies de Eimeria -
E. acervulina e E. maxima. Por sua \ez, os animais do grupo lll, que eram
negativos antes do tratamento com dexametasona, apresentaram, além da
presenca das duas espécies de Eimeria citadas, também E. tenella apés o
tratamento imunossupressor. As infeccbes mistas causadas por mais de uma
especie de Eimeria tem sido descritas por BECKER (1948), entretanto, a
observacdo de uma terceira espécie de Eimeria sugere maior suscetibilidade dos
animais do grupo Il em decorréncia da imunossupressdo induzida pela

dexametasona, reforcando que o sistema imunologico desempenha papel
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importante contra as coccidias. ISOBE e LILLEHOJ (1993) observaram diminuicédo
na producdo de IL-2 e IFN? por linfécitos de aves tratadas com dexametasona e
aumento da suscetibilidade a E. mivati.

MONTASSIER (2000) descreveu que as espécies E acervulina e E.
maxima sdo as principais causadoras de perdas econdmicas em granjas de
frangos de corte nas quais ndo se faz uso de vacinacao como método preventivo
contra a coccidiose, podendo, eventualmente, ocorrer também surtos de E.
tenella.

Para corroborar e assegurar a correta identificacdo das espécies de
Eimeria, procedeu-se durante a necropsia uma meticulosa investigacdo do
intestino, cujas lesdes macroscopicas encontradas foram interpretadas segundo o
escore preconizado por JOHNSON e REID (1970) e confirmaram os achados dos
exames de fezes. A E. maxima e a E. acervulina determinaram lesdes no intestino
delgado, preferencialmente na porcdo média, acometendo as aves dos grupos Il e
lll. Por sua vez, a E. tenella acometeu os animais do grupo lll, causando lesbes
Nnos cecos.

As espécies de Eimeria tém por tecido-alvo o epitélio intestinal, sendo
seletivas quanto ao sitio de parasitismo. O ciclo de vida da Eimeria € complexo,
envolvendo diferentes estagios de vida. A resposta imune do hospedeiro contra
este parasita também é complexa, sendo efetuada pelo tecido linféide associado
ao intestino, que se coloca como primeira linha de defesa contra a coccidiose. Em
resposta a uma infeccdo por coccidia sdo ativadas tanto a resposta imune humoral

como a resposta imune mediada por células, sendo a resposta imune celular a
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gue representa o principal papel na resisténcia cortra a coccidiose (LILLEHOJ,
1999).

BENJAMINI et al. (2002) relataram que linfécitos T CD4+ séo estimulados
por antigenos e se diferenciam em 3 subgrupos - ThO, Thl e Th2. Patégenos
intracelulares, como as coccidias, promovem maior producao de células Thl, que
sintetizam IL-2, IFN-? e TNF-R. Estas citocinas ativam os linfécitos T CD8+, os
macrofagos e as células NK (PAUL e SEDER, 1994). Sabe-se que diferentes
espécies de Eimeria induzem a resposta do hospedeiro, ativando cada qual, de
forma peculiar, os diferentes subtipos de linfécitos residentes na mucosa intestinal
(ALLEN e FETTERER, 2002; LILLEHOJ, 1999).

A reacdo de CBH elicitada pela aplicagédo intradémica de fitoemaglutinina
tem sido empregada para avaliar a resposta timo-dependente mediada por célula
em frangos. Este teste € usado como um método simples de avaliar in vivo a
imunocompeténcia em frangos (CORRIER e DELOACH, 1990).

Os resultados do presente trabalho revelaram que houve um significante
aumento da espessura da prega interdigital nos animais do grupo | em relagéo aos
outros grupos. Portanto, estes dados corroboram as observacdes feitas por outros
autores em aves com status imunoldgico dentro da normalidade, confirmando que
o teste de CBH a fitoemaglutinina é apropriado para a avaliacdo da resposta
imune celular in vivo. Trata-se de um procedimento eficaz, efetivo e eficiente ja

gue mede adequadamente a resposta imune celular, sem causar desconforto ao

animal e possuindo baixo custo.
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A imunosupressao experimental foi feita de acordo com CORRIER e
DELOACH (1990), que utilizaram dexametasona na dose de 4 mg/kg por via
subcutanea por 4 dias consecutivos. Embora existam varios farmacos
imunossupressivos descritos na literatura corrente, a dexametasona foi
empregada por ser de facil administracédo, de baixo custo e ndo causar sofrimento
para as aves no ato de sua inoculacao (ISOBE e LILLEHOJ, 1993).

As aves do grupo Il apresentaram significante reducdo da resposta
imune, a qual ficou evidente pela reducao da reacdo de CBH a fitoemaglutinina e
pela reducéo da relacédo entre o peso dos 6rgaos linféides e 0 peso corporal.

Segundo BENJAMINI et al. (2002) e CORRIER e DELOACH (1990), o
aumento na espessura da pele decorre de uma reacdo inflamatoria local

provocada pela liberacdo dos granulos de baséfilos. Aplicando o teste de CBH a

fitoemaglutinina em aves neonatais timectomizadas, GOTO et al.(1978) obtiveram
resposta extremamente diminuida ou ausente, sugerindo que a reacdo a
fitoemaglutinina é timo-dependente. CORRIER e DELOACH (1990) compararam a
resposta ao teste cutdneo ao mitégeno entre aves tratadas com dexametasona e
aves ndao-tratadas, obtendo uma resposta significantemente menor nas aves
tratadas com o glicocorticéide. No presente trabalho, a dexametasona diminuiu
significantemente a reacdo de CBH provocada pela inoculacéo de fitoemaglutinina
em relacdo ao grupo controle, concordando com os autores acima citados.
Segundo CORRIER et al. (1991); MORGULIS (1999); NAKAMURA et al.
(1986) e POPE (1991), a diminuicdo do peso dos oOrgdos imunes de aves é

utilizada como parametro para avaliagdo de imunossupressao. Os animais do
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grupo Il demonstraram uma significante diminuicdo da razao entre o peso do baco
e da bursa em relacdo ao peso corporal. Estes achados estdo em concordancia
com os de CORRIER et al. (1991); GROSS et al. (1980) e NEISHABOURI et al.
(2004), que demonstraram atrofia dos oOrgdos linféides em animais
imunossuprimidos com corticosteroides.

A avaliacdo macro- e microscopica do timo revelou evidente atrofia do
mesmo nas aves imunossuprimidas pela dexametasona. Estes achados
concordam com os relatos de GROSS et al. (1980), que observaram atrofia e
diminui¢do no peso do timo com o uso de corticosterdides em frangos.

A analise histopatologica de todos os orgdos linféides mostrou que a
dexametasona causou uma potente acdo imunossupressora, observada pela
deplecéo linfocitica do timo, da bursa de Fabricius e do baco, além de causar
diminuicdo do infiltrado linfo-histiocitario intestinal, corroborando os achados de
CORRIER et al. (1991); GROSS et al. (1980) e ISOBE e LILLEHOJ (1993).

Os frangos do grupo Il apresentaram significante reducdo da reacdo de
CBH a fitoemaglutinina, demonstrando que a coccidiose clinica ocorreu mediante
uma deficiéncia na resposta imune celular.

Por outro lado, a relacéo entre o peso corporal e o dos 6rgaos linféides foi
semelhante a do grupo |. Sabe-se que a bursa de Fabricius € um 6érgéo primario
para linfocitos B e 0 bago é um 6rgdo secundério para linfocitos B e T (TIZARD,
2002). Como a resposta imune no baco se relaciona tanto a celular como a
humoral e a bursa € um 6rgdo mais relacionado a resposta imune humoral, a

manutencdo dos pesos destes oOrgdos dentro da normalidade reforca que a

59



ocorréncia de coccidiose € mais influenciada pela competéncia da imunidade
celular e ndo da humoral (LILLEHOJ, 1999).

A imunossupressao é definida por um estado temporario ou permanente
de disfuncdo da resposta imune provocada por uma injaria no sistema imune. A
consequéncia mais evidente do estado de imunossupressdo € o aumento da
suscetibilidade a doencas infecciosas e parasitarias. A influéncia exercida por
fatores ambientais e de manejo sobre o funcionamento do sistema imune dos
animais pode contribuir para o agravamento do estado de imunossupressao.
Vérios séo os tipos de agentes imunossupressores que afetam aves e mamiferos,
destacando-se virus, toxinas microbianas, estado de deficiéncia de certos
nutrientes e fatores ambientais indutores de estresse. DOHMS e SAIF (1984) e
MONTASSIER (2000) sugeriram que as aves com coccidiose podem estar
sofrendo dano em seus 6rgaos linféides por algum agente ou por um conjunto de
fatores, o que aumentaria a suscetibilidade as coccidias. Embora alguns autores
tenham relacionado a ocorréncia de coccidiose a estados de imunossupressao
induzidos experimentalmente, a constatacéo deste fato em condi¢des naturais tem
sido pouco relatada na literatura, o que reforca a importancia deste estudo. Diante
da possibilidade de se avaliar a resposta imune in vivo com um teste de baixo
custo como foi demonstrado reste trabalho, pode-se empregar estas evidéncias
na tentativa de identificacdo das causas de imunossupressao presentes no dia a
dia de uma granja de criacdo comercial de frangos comercial que possam estar

relacionadas a ocorréncia de coccidiose.
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6 CONCLUSOES
A patrtir dos resultados observados neste trabalho pode-se concluir que:

- Houve relacdo estatisticamente significante entre a ocorréncia de coccidiose
clinica em frangos de corte criados comercialmente e imunossupressao.

- A imunossupressao experimentalmente induzida por dexametasona aumentou a
suscetibilidade a coccidiose.

- A reacdo de CBH mostrouse eficiente para a analise de imunidade celular a

campo.
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