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Resumo:

Nosso objetivo foi avaliar o efeito do desafio por Eimeria spp., sobre o nimero
de enterdcitos, e a expressao de genes relacionados com o processo de
apoptose celular no jejuno de frangos de corte seis dias pos inoculacdo (6 dpi)
com oocistos esporulados de Eimeria spp. Para isso, 96 frangos de corte
machos com um dia de idade, isentos de vacina anticoccidiana foram
utilizados. Aos 14 dias de idade, os frangos do grupo desafiado por Eimeria
spp. (DE, n=48) receberam por via oral 1 mL de solu¢cdo contendo oocistos
esporulados de Eimeria spp. (2x10* E. acervulina, 2x10* E. praecox, 1,6x10*
E. maxima e 4x10* E. mitis). O outro grupo (sem desafio por Eimeria spp.,
SDE, n=48), recebeu por via oral 1 mL de solucéo salina. Apos o periodo de
6 dpi, aos 20 dias de idade, seis aves de cada tratamento foram abatidas por
deslocamento cervical, para a coleta de amostras do jejuno. N&o foi
verificado oocistos de Eimeria spp. nas excretas dos frangos SDE, o que
valida o uso desses animais como controle experimental. A infeccdo causada
por Eimeria spp. em frangos DE foi confirmada pela presenca de oocistos em
suas excretas. Foi observado que os frangos DE apresentaram menor nimero
de enterdcitos em seus vilos, e menor expressao dos genes linfoma de células
B2 (BCL2), proteina X associada a BCL-2 (BAX) e caspase 3 (CASP3) no
jejuno 6 dpi. Os resultados demonstraram a perda celular nos vilos do jejuno
dos animais desafiados, contudo a menor expressao dos genes envolvidos no
processo de apoptose observada neste estudo, sugere que a perda celular
nesse caso possa ocorrer por outro tipo de morte celular como a necrose.

Introducgao

A morte celular pode ocorrer por meio de alguns mecanismos diferentes,
como, a apoptose, que € um processo de morte celular programada,
regulado por muitos genes (Vaux e Strasser, 1996). Esse processo celular é
reconhecido como parte normal do desenvolvimento e homeostase dos
tecidos dos animais, por ser responsavel pela manutencdo do equilibrio
celular entre proliferacdo e morte (Vaux e Strasser, 1996). A morte celular €
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responsavel pela eliminacdo de ceélulas danificadas que perderam suas
funcdes, ou células indesejadas presentes nos tecidos biologicos, para
manter assim uma quantidade constante da populacdo celular (Vaux e
Strasser, 1996). A apoptose pode ainda atuar como um importante
mecanismo de defesa, por eliminar células danificadas ou infectadas por
patdgenos intracelulares, o que poderia eliminar o patégeno no estagio
inicial da infecgcdo sem emitir sinal de alarme (Ashida et al., 2011). Agentes
patogénicos, incluindo as espécies do género Eimeria, ao penetrarem no
intestino e com o desenvolvimento do seu ciclo, promovem a ruptura e morte
das células, entretanto, ao mesmo tempo, esses agentes sdo fortemente
dependentes de células e das suas fungdes. Assim, 0s patdogenos
desenvolveram mecanismos capazes de permitir o seu desenvolvimento
protegendo-os da morte. del Cacho et al. (2004) fornecem evidéncias que as
Eimeria spp. lancam méao de algumas estratégias para garantir o seu ciclo de
vida na célula, garantindo assim a sua sobrevivéncia intracelular. del Cacho
et al. (2004) sugerem ainda que quando necessario as Eimeria spp. podem
desencadear a apoptose celular para faciltar a sua liberagdo dos
enterocitos, permitindo que as mesmas invadam células vizinhas e escapem
da acdo de células imunoldgicas (Ashida et al., 2011). Nesse contexto,
nosso objetivo foi avaliar se a perda celular do jejuno durante a infeccéo
intestinal por Eimeria spp. poderia ser provocada pelo processo metabdlico
de apoptose.

Materiais e métodos

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes do Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA - n® 4000170615) da Universidade Estadual de
Maringad. Um total 96 frangos de corte machos (Cobb 500) de um dia de
idade (isentos de vacina anticoccidiana) foram utilizados. Os frangos foram
alojados em gaiolas metdlicas suspensas, equipadas com comedouro e
bebedouro, em ambiente climatizado seguindo as recomendacfes da
linhagem Cobb 500. Os frangos foram distribuidos em dois tratamentos: sem
desafio por Eimeria spp. (SDE n=48) e desafio por Eimeria spp. (DE n=48).
Aos 14 dias de idade, os frangos do grupo DE receberam por via oral 1 mL
de solucdo contendo oocistos esporulados de Eimeria spp. (2x10* E.
acervulina, 2x10* E. praecox, 1,6x10* E. maxima e 4x 0% E. mitis). O grupo
SDE, recebeu por via oral 1 mL de solucao salina. Os animais pertencentes
aos tratamentos SDE e DE, foram alojados separadamente para evitar
infeccdo cruzada. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com oito repeti¢cdes, e seis aves por tratamento.
As racdes foram formuladas com milho e farelo de soja para atender suas
exigéncias nutricionais. Todas as aves foram abatidas por deslocamento
cervical 6 dpi aos 20 dias de idade, para a coleta de amostras. Durante todo
o periodo experimental, os animais tiveram livre acesso a agua e a racao.
Nenhum anticcocidiano foi adicionado as racoes.

A analise coprologica qualitativa (presenca ou auséncia de oocistos) foi
realizada para confirmar a infecgdo por Eimeria spp. nos frangos. Para isso,
6 dpi, um pool de amostras de excretas frescas foi retirado aleatoriamente
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das gaiolas dos animais DE e SDE. Dois gramas de excretas foram
dissolvidos em 15 mL de agua destilada e centrifugadas a 2500 rpm por 2
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pelet foi dissolvido em 10 mL de
solucéo de sacarose (densidade 1,18). Essa mistura foi centrifugada a 2500
rpm por 2 minutos e a solucao obtida foi colocada em Iamina histolégica para
deteccdo dos oocistos. A visualizacdo das laminas foi realizada em
microscépio Optico P1 Olympus BX 50, acoplado com a camera Olympus
PMC 35 B utilizando objetiva de 40x. Para as analises histologicas, o jejuno,
de seis animais por tratamento, foi coletado apds a eutanasia dos animais 6
dpi. As amostras de jejuno foram coletadas, abertas longitudinalmente e
lavadas cuidadosamente com solucdo fisiolégica estéril gelada e, em
seguida foram fixadas em solucdo de Bouin. Os cortes histolégicos semi-
seriados foram feitos no sentido longitudinal (3 ym de espessura) e foram
corados com Hematoxilina-Eosina. O numero de enterdcito no vilo do jejuno,
foi determinado em 16 imagens por animal na objetiva de 40x. As imagens
foram capturadas em microscépio Optico P1 Olympus BX 50 acoplado com
a camera Olympus PMC 35 B. A contagem dos enterdcitos foi realizada
utilizando o sistema Image Pro Plus verséao 4.0 (Média Cibertecnics). Para a
analise de expressao génica, o jejuno de seis aves de cada tratamento foi
coletado, lavado com soro fisiologico estéril gelado, e adicionado em
microtubo contendo 1 mL de TRIzol (Invitrogen, Carlsbad CA, USA), sendo
subsequentemente armazenado em freezer -80°C até o momento da
analise. O RNA total foi extraido com o uso do reagente TRIzol, seguindo as
recomendacdes do fabricante. O RNA total foi quantificado utilizando o
espectrofotometro NanoDrop 2000-c  (ThermoFisher Scientific), no
comprimento de onda de 260 nm, e a sua pureza foi analisada por meio da
relagdo 260/280. O RNA total foi tratado com o kit DNase | amplification
grade (Invitrogen, Carlsbad CA, USA), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada, utilizando
o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen Corporation,
Brazil), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As reagdes em cadeia da
polimerase em tempo real (qQPCR), foram realizadas utilizando SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA) seguindo as recomendacdes do
fabricante. Os primers linfoma de células B2 (BCL2, NM_205339.2), proteina
X associada a BCL-2 (BAX, XM_001235092.4) e caspase 3 (CASP3,
NM_204725.1), foram desenhados com base nas sequéncias dos genes
depositadas no NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov, usando o site www.idtdna.com.
O gene B-actina (L08165.1) foi utilizado como controle enddégeno. As
analises foram realizadas em duplicatas e a quantificagéo relativa de
expressdo dos genes foi calculada por meio do método 2°". Os resultados
estdo expressos como unidade arbitraria (UA). Os dados foram analisados
por meio da ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste t de Student
(P<0,05) (SAS, 2002 verséao 9.00, SAS Inst. Inc., Cary, NC).

Resultados e Discussao
A auséncia de oocistos nas excretas de frangos de corte SDE valida o uso
desses animais como controle experimental, e a infec¢do causada por Eimeria
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spp. em frangos DE foi confirmada pela presenca de oocistos em suas
excretas. Os frangos DE apresentaram menor niumero de enterocitos em seus
vilos, (207, 98 vs. 280,94), e menor expressao dos genes BCL2 (0,003 vs.
0,006 UA), BAX (0,047 vs. 0,071 UA) e CASP3 (0,085 vs. 0.122 UA) no
jejuno 6 dpi, do que os frangos SDE, respectivamente. Segundo Abdel-
Halem et al. (2017) a perda celular do intestino pode estar relacionada com o
mecanismo de apoptose, que é responsavel pela eliminacdo de células
danificadas que perderam suas funcdes, ou células indesejadas (Vaux e
Strasser, 1996). A apoptose pode atuar ainda como um mecanismo de
defesa por eliminar células infectadas por patdgenos intracelulares (Williams,
1994). No entanto, as Eimeria spp. dispdem de estratégias para garantir o
seu ciclo de vida na célula, inibindo a via da apoptose (del Cacho et al.,
2004). Os resultados deste estudo sugerem que, com a menor expressao do
gene BCL2, as células epiteliais do jejuno estivessem mais vulneraveis a
sofrerem apoptose. E que possivelmente a Eimeria bloqueou a via da
apoptose, com consequente inibicdo dos genes BAX e CASP3, a fim de
facilitar a sua sobrevivéncia e disseminagao celular. Como os resultados
mostraram menor numero de enterdcitos nos frangos DE, nds sugerimos a
ocorréncia de outro tipo de morte celular como a necrose, que é um
mecanismo patoldgico ligado a perda da integridade das membranas.

Conclusbtes

Os resultados sugerem que a perda de enterdcitos observada nos vilos do
jejuno dos animais desafiados, possa ocorrer por outro tipo de morte celular
gue nao o de apoptose.
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