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RESUMO

EFICACIA DA METILXANTINA NO CONTROLE DA EIMERIOSE EM
FRANGOS DE CORTE

AUTOR: Fabio Yuji Shibuya
ORIENTADOR: Helton Fernandes dos Santos

A coccidiose ¢ uma doenca de alta incidéncia na avicultura comercial. E causada pelo protozoario
Eimeria sp., caracterizada por quadro entérico, lesio de mucosa intestinal dos frangos, diminui¢do do
desenvolvimento, inclusive podendo causar a morte das aves, e o seu controle ¢ ainda um desafio para
a avicultura. Na procura por alternativas terapéuticas para a coccidiose, sdo utilizados produtos naturais
como a metilxantina, um alcaloide com efeitos estimulantes encontrada no café, cha, cacau, guarana e
erva-mate. Dentre seus beneficios estdo a capacidade de modular a imunidade inata e adaptativa,
inclusive, estimulando a produg¢@o das citocinas, que sdo reativas a coccidiose. O objetivo deste estudo
foi mensurar a eficacia da metilxantina no controle da coccidiose, em frangos de corte infectados por
Eimeria acervulina e Eimeria tenella. Para tanto, realizou-se um estudo com 60 pintos de um dia de
idade, mantidos por 28 dias, dispostos em 3 tratamentos: T1: controle negativo; T2: desafio via oral com
Eimeria acervulina e Eimeria tenella; e T3: desafio via oral com Eimeria acervulina ¢ Eimeria tenella
e tratados com solugdo diluida (0,0105 g/L diluida em 4gua a 30 ml/L) de metilxantina. Dados de ganho
de peso foram coletados com 28 dias de idade, assim como abate e suas necropsias, onde foram
separadas amostras de intestino e ceco para exame histopatoldgico. Os animais do T1 e T3, ao contrario
do T2, apresentaram pesos estatisticamente similares para 95% de confianga (o = 0,05) e ndo foram
observadas lesOes caracteristicas de coccidiose € oocistos em suas alcas intestinais e cecos. O T2
apresentou inflamagao em sua mucosa, presenca de protozoarios compativeis com Eimeria acervulina
e perda significativa de performance no peso dos animais aos 28 dias. Desta forma, o tratamento com
metilxantina se mostrou eficaz no controle dos sinais clinicos e lesdes de Eimeria acervulina e Eimeria
tenella.

Palavras-chave: Eimeria acervulina, Eimeria tenella, Coccidiose, Metilxantina, Frangos de
corte.



ABSTRACT

EFFECT OF METHYLXANTHINE AGAINST COCCIDIOSIS IN BROILER

AUTHOR: Fabio Yuji Shibuya
ADVISOR: Helton Fernandes dos Santos

Coccidiosis is a common disease in poultry industry and the etiology is Eimeria sp. The disease is known
for its enteric lesions, reduction of the intestinal epithelium reducing the poultry growthing and
increasing mortality. The poultry industry is demanding for alternative and natural products in order to
treat and/or control avian diseases. Methylxanthine is an alcaloid with stimulant properties and extracted
from coffee, tea, chocolate, cocoa tea, guarana or citrus sp. There are several benefits of its use such as
the immunomodulatory potential in innate and adaptative immunity like stimulating the production of
some cytokines in response to coccidiosis infection. The objective of this study was to evaluate the
efficacy of Methylxanthine in the Eimeria acervuline and Eimeria tenella control. Therefore, we
compared 60 chicks separated in 3 treatments and maintained for 28 days. Group T (negative control);
Group T2 (infected with Eimeria acervuline and Eimeria tenella); and Group T3 (infected with Eimeria
acervuline and Eimeria tenella and treated with Methylxanthine dilutes in water (30 ml/L). At 28 days
of observation, performance data was obtained and the chicken were euthanized. At the necropsy,
intestines and cecum samples were submitted to histopathological analysis. The Mehylxanthine
treatment reduced the performance losses and intestinal lesions from Eimeria acervuline and Eimeria
tenella as observed in the treated group (T3). The treatment with Methylxantine proved efficacy in the
infection control of coccidiosis in broiler.

Keywords: Eimeria acervulina, Eimeria tenella, Coccidiosis, Methylxanthine, Broiler.
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1 INTRODUCAO

A coccidiose ¢ uma doenca entérica de grande importancia na avicultura industrial. E
causada por protozoarios do género Eimeria pertencentes a classe Sporozoa. Além de afetar os
intestinos, ha relatos de outros 6rgdos acometidos como rins e figado (ACHARYA, K.P. &
ACHARYA, N, 2017; FRANSON et al., 1981). Estima-se que as perdas econdmicas anuais
por conta da doenca chegam a aproximadamente 14,5 bilhdes de dolares (BLAKE et al., 2020).

O quadro clinico da coccidiose se inicia ap6s uma exposi¢do do hospedeiro aos oocistos
esporulados que se infectam por via oral, sendo facilitado quando os frangos sd3o expostos a
condi¢des de estresse e/ou imunossupressdo (CHANIE et al., 2009). Apods sua entrada, o
protozoario invade e se propaga nas células epiteliais intestinais. A doen¢a pode causar a
destruicdo da mucosa com consequente hemorragia e morte (NABIAN et al., 2018). Apds o
acometimento do lote de aves, sdo adotados protocolos medicamentosos para tentar conter o
agravamento da enfermidade. Alguns exemplos dos principais produtos utilizados sdo
sulfonamidas, nicarbazin, clopidol, quinolonas e amprolio (ADEWOLE, 2012; CHAPMAN et
al., 2013).

A resposta imune a coccidiose ¢ de natureza inata e adaptativa, sendo principalmente
conduzida pelos linfocitos T CD4 que liberam diversas citocinas, dentre elas o interferon gama
(IFN-y). Outra citocina de importancia s3o interleucina 10 (IL10) que tem agdo anti-
inflamatoria regulando a resposta de outras citocinas que podem causar lesdes na mucosa como
interleucina 1B(IL-1B) e interleucina 6B (IL-6B) (CHAPMAN et al., 2013). A principal forma
de prevencdo da doenga é pelo emprego de vacinagdo, podendo ser com vacinas vivas,
atenuadas e até recombinantes. Observa-se no uso de vacinas, a maior expressao de citocinas
(IFN-y) e maior producdo de anticorpos como imunoglobulina G(IgG) (TIAN et al., 2017). No
entanto, o alto custo da fabricacdo das vacinas e o surgimento de cepas cada vez mais resistentes
as drogas convencionais tem proporciononado maior demanda por alternativas no controle da
coccidiose (CHAPMAN et al., 2013).

Os produtos naturais que geram menos residuos e efeitos adversos nos animais de
producdo tem sido opg¢des viaveis. Dentre eles sdo incluidos probidticos, acidificantes e extratos
de plantas (fitoterapicos) para reduzir as lesdes causados pela coccidiose (CHAPMAN et al.,
2013; GADDE et al., 2017). Dentre os produtos naturais em destaque, pode-se citar a
metilxantina. E um alcaléide purinico lipossoluvel encontrado em vérias fontes vegetais como
o guarana, café, cha-preto, erva-mate, cacau ¢ noz-de-cola e, ha muito tempo importante na

industria alimenticia e farmacéutica (ASHIHARA & SUZUKI, 2004; ONATIBIA-ASTIBIA et



al., 2016; PAGLIARI et al., 2022). A metilxantina possui descrito diversos beneficios na
imunidade, modulando a imunidade inata e adaptativa, sendo um potente agente para prevengao
e tratamento de diversas doengas, desde quadros respiratorios, como asma, doenga vascular
periférica e cirrose, além de aumentar o potencial analgésico de farmacos como a aspirina
(SAWYNOK et al., 2017). As metilxantinas apresentam também atividade antagonista aos
receptores de Adenosina Al, A2a e A2b, providenciando um potencial analgésico quando
administrado em doses de 35-100 mg/kg em roedores (SIEGERS, 1973). O objetivo do presente
estudo foi de avaliar a eficicia da metilxantina (cafeina) extraida da erva-mate para a

manutengdo da performance e controlar lesdes de coccidiose em frangos de corte.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
Serdo abordados nesta revisdo de literatura os protozoarios do género Eimeria de
interesse para a avicultura, bem como as caracteristicas de importancia clinica e

epidemiologicas e aplicagdes da metilxantina.

2.1 Coccidiose

A coccidiose aviaria ¢ uma doenca infecciosa de relevancia econOmica na avicultura
industrial, uma vez que acomete as aves domésticas de producdo. Esta infec¢do tem como
agente etioldgico as espécies do género Eimeria que ocasionam lesdes e estruicdo de tecidos e
células, especialmente do intestino, determinando diarreia sanguinolenta, aquosa a escura
acompanhada pela ma absor¢do de agua e nutrientes, levando a perda de peso e até a morte
(ALLEN & FETTERER, 2002). Estima-se que as perdas econdomicas decorrentes da doenca
chegaram a aproximadamente a 1,5 bilhdes de dolares em 1997 e 14,5 bilhdes de dolares em

2020 (BLAKE et al., 2020).

2.1.1 Historico

No ano de 1873, Rivolta e Silvestrini descreveram pioneiramente a Eimeria avium.
Posteriormente Raillet & Lucet descreveram em 1909, Coccidium tenellum, que seria
posteriormente conhecido como Eimeria tenella. Em 1929 foi descrito por Tyzzer trés novas
espécies aviarias: Eimeria acervulina, Eimeria maxima e Eimeria mitis. No ano de 1930,
Johnson descreveu a espécie Eimeria necatrix ¢ Eimeria praecox. O primeiro caso no Brasil
ocorreu em 1936 no estado de Sdo Paulo, Eimeria acervulina, Eimeria maxima e Eimeria
tenella (REIS, 1936).

Em 1938, Levine descreveu uma nova espécie aviaria, denominando-a Eimeria hagani,
isolada de um pinto dos Estados Unidos, no entanto, ela foi posteriormente considerada uma
subespécie da Eimeria acervulina.

Em 1942, Levine descreveu outra espécie aviaria, a Eimeria brunetti e em 1964, Edgar
& Siebold descreveram a espécie Eimeria mivati, no entanto, ndo foram mais descritas
(KAWAZOE, 2000).

Nos anos 1970, no Brasil, em levantamento de frangos de corte foram identificadas as
espécies com as respectivas frequéncias (%) de ocorréncia: Eimeria acervulina (36%), Eimeria

maxima (7%), Eimeria necatriz (5%), Eimeria tenella (3%) e infeccdo mista (49%). As espécies



mais frequentes que causam prejuizos em granjas de frango sdo principalmente a Eimeria
acervulina e Eimeria maxima (KAWAZOE, 2000).
2.1.2 Etiologia

Os oocistos apresentam alta resisténcia as condigdes do meio ambiente para favorecer o
desenvolvimento do oocisto para o desenvolvimento de quatro esporocistos com dois
esporozoitos no interior de cada um, resultando em um oocisto esporulado contendo oito
esporozoitos. A esporulagdo ocorre em condi¢des favoraveis do ambiente como a presenga de
oxigénio e temperatura (28 a 30°C) por 48-72 horas. Um oocisto pode produzir até 18.000 novos
oocistos no interior dos intestinos infectados (DOS SANTOS, 2018).

Ao todo, ha 9 diferentes espécies de Eimeria descritas em frangos, no entanto, as
espécies consideradas patogénicas sdo 7: FEimeria acervulina, Eimeria brunetti, Eimeria
maxima, Eimeria mitis, Eimeria necatrix, Eimeria praecox e Eimeria tenella. (JANG et al.,
2013). As outras duas espécies descritas, Eimeria hagani e Eimeria mivati, foram previamente
descritas em surtos, mas ndo houve confirmacdes moleculares dos casos. Infec¢ao por duas ou
mais espécies de Eimeria pode ser encontrada no mesmo hospedeiro. Contudo, cada uma das
espécies tende a causar lesdes em diferentes regides do trato gastrointestinal (KAWAZOE,
2000).

Eimeria acervulina ¢ considerada uma das mais prevalentes em frangos de corte. Ela ¢
de patogenia moderada a severa e costuma acometer a regido do duodeno no intestino delgado.
Eimeria necatrix acomete principalmente o intestino delgado, causando severa enterite,
congestdo, hemorragia e necrose, ela ¢ mais comum em matrizes ¢ poedeiras comerciais
(BASH, 2012).

Eimeria maxima possui patogenia moderada a severa, com lesdes similares a F.
necatrix, mas com a coloracdo da mucosa mais avermelhada em suas alteracdes. Eimeria
brunetti causa enterite na por¢ao final do intestino, reto e ceco. Em casos severos ela pode gerar
debris celulares e fibrinogénio na mucosa acometida, dificultando absorcao. Eimeria tenella é
altamente patogénica, causando uma severa tiflite. E comum o acometimento do ceco e
consequente hematoquezia, ela possui altissima mortalidade. Eimeria mitis ndo tem descrito
grandes lesdes macroscopicas, no entanto, sua infec¢do pode causar perdas de performance do
lote. Eimeria praecox acomete principalmente o duodeno e causa contetido intestinal aquoso.
Ela também causa fortes prejuizos no ganho de peso das aves (BASH, 2012; FANATICO,
2006).

As principais espécies que acometem perus sdo Eimeria adenoiedes, Eimeria

meleagrimitis, Eimeria gallapovonis e Eimeria dispersa. Eimeria meleagridis ¢ considerada



prevalente em criagcdes comerciais de perus, ela causa congestdo e petéquias no duodeno e
dilatacdo no jejuno. Ela é considerada de patogenia moderada. Eimeria dispersa é considerada
moderadamente patogénica e acomete principalmente a por¢do do duodeno. Eimeria
gallapovonis apresenta baixa patogenicidade e alta viruléncia sendo considerada espécie
responsavel por edema e ulcerac@o do ileo com alta mortalidade em aves novas, no entanto, sua
prevaléncia ¢ baixa. Eimeria adenoides afeta a por¢ao final do intestino, principalmente no
ceco. Suas infeccdes causam mortalidade em perus jovens, enquanto os adultos apenas

diminuem o ganho de peso (BASH, 2012).

2.1.3 Epidemiologia

A coccidiose esta presente em todos os setores da avicultura industrial: frangos de corte
até matrizes reprodutoras. Ela também acomete as mais diversas espécies de aves como:
galinhas, perus, marrecos, codornas, faisdes, gansos, pombos, dentre outras. Seus oocistos
podem sobreviver até 5 dias na cama, quando 95% estardo esporulados (DOS SANTOS, 2018).

Frangos e perus de todas as idades s@o susceptiveis a infec¢@o, no entanto, eles tendem
a desenvolver resisténcia apds infeccdes moderadas, possibilitando uma menor susceptibilidade
quanto mais velha for a ave. Surtos costumam ser relatados em frangos ou perus de 3 a 6
semanas de idade. A infec¢do quando moderada é autolimitante ¢ leva a imunidade e resisténcia
das aves. No entanto, ndo ha evidéncias de imunidade entre espécies. Sdo raros os casos de
surtos em poedeiras e matrizes adultas por conta da possivel prévia exposicdo e imunidade
adquirida a coccidiose. (BASH, 2012; CHAPMAN et al., 2008).

Coccidioses sdo doencas de transmissdo oro-fecal sendo oocistos imaturos eliminados
pelas fezes das aves fontes de infecgdo que sobrevivem mais ou menos tempo no meio ambiente
de acordo com as condi¢des de umidade e temperatura que propiciam a evolugdo para a forma
esporulada contendo taquizoitos que sdo as formas infectantes. Assim, oocistos nas fezes se
tornam infectantes em aproximadamente 2 dias. Aves infectadas liberam os oocistos por dias
ou semanas (CHAPMAN et al., 2008).

A coccidiose ¢ um quadro de transmissdo indireta pela participacdo de vetores
mecanicos como mosca doméstica, carreadores mecanicos como roedores, cascudinhos e
fomites dentre os quais pode-se citar a vestimenta de funcionarios, objetos, equipamentos,
veiculos etc. A cavidade oral ¢ Unica porta de entrada de oocistos no organismo de aves
suscetiveis que se infectam pela ingestdo de oocistos esporulados. (FANATICO, 2006;

SWAYNE, 2020).
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Os oocistos sdo considerados resistentes as condi¢des do meio ambiente e aos
desinfetantes. No entanto, o calor da cama durante o alojamento, a presenga de amoénia ¢ de
bactérias sdo considerados fatores adversos para sua sobrevivéncia (SWAYNE, 2020).

A prevencdo ¢ dificil de ser alcancada em razdo da complexa epidemiologia e
consequentemente, nas regides endémicas, o controle ¢ realizado pela aplicacdo de medidas de
biosseguridade objetivando mitigar fatores de risco, imunizagdo ativa pelo emprego de vacinas

e tratamento em caso de ocorréncia da doenga ((DOS SANTOS, 2018).

2.1.4 Ciclo

Protozoarios do género Eimeria completam seu ciclo em apenas um hospedeiro e
possuem dois estagios: assexuado e sexuado conforme ilustrado na Figura 1. Os oocistos
esporulados sdo observados no ambiente do galpdo na cama e na agua de bebida contaminada
com oocistos. O ciclo biologico tem inicio apds serem ingeridos pelo frango, os esporozoitos
sdo excistados dos esporocistos por agdo mecanica que se que ocorre desde os estomagos
mecanicos até o duodeno, quando entdo penetram nas células epiteliais e se transformam em

trofozoitos (KAWAZOE, 2000).

Figura 1 — Ciclo de vida da Coccidiose

Fonte: Adaptado de dos Santos (2018)

O nucleo inicia divisdes mitoticas sucessivas dentro de um meronte, prosseguindo seu
desenvolvimento com a divisdo do citoplasma do merozoito € um novo ciclo merogonico se

repete por duas ou mais geragdes de acordo com a espécie para entdo iniciar a fase sexuada por



um processo de gametogonia. Um merozoito penetra numa célula onde ocorre a divisdo nuclear
e a formacdo dos microgametas dentro de um microgametocito e outro merozoito penetra em
outra célula, ndo ocorre divisdo celular ou nuclear, mas desenvolve-se atingindo o tamanho da
célula hospedeira contendo um nucleo grande para dar origem ao macrogameta. O nucleo do
microgameta se funde com o ntcleo do macrogameta dando origem ao zigoto que forma a
parede cistica do oocisto. O oocisto entdo alcanga a luz intestinal e ¢ eliminado para o meio

ambiente. (ALLEN & FETTERER, 2002).

2.1.4 Imunidade

A resposta imune na coccidiose se inicia na ativagdo de receptores 7o/l like (TLR),
sendo os TLR4, TLRS, TLR7 e TLR21 no ceco; e TLR3 e TLRS no duodeno. Ela é expressa
no inicio da infeccdo, durante a fase assexuada do ciclo da Eimeria sp. (GAGHAN et al., 2022).
Em geral, o desenvolvimento da imunidade de uma espécie de Eimeria ndo garante imunidade
adaptativa para as demais espécies, salvo alguns casos como, por exemplo, Eimeria maxima e
Eimeria brunetti, assim como Eimeria tenella e Eimeria necatrix (ROSE et al., 1967). A
infec¢do primaria com resisténcia por parte do hospedeiro foi demonstrada estar associada com
respostas inflamatorias rapidas como aumento do numero de granuldcitos, aumento do estresse
oxidativo, aumento da atividade de células Natural Killer (NK), producdo de citocinas
inflamatérias como IFN-y, resposta mais rapida de células T. No entanto, de todos os
parametros em roedores, frangos e perus apenas dois, linfocitos e IFN-y, demonstraram ser
indispensaveis para a resisténcia a coccidiose (OVINGTON & SMITH, 1992; CHAPMAN et
al., 2013).

A imunidade natural contra Eimeria sp. se inicia na imunidade da mucosa, nos tecidos
linfoides associados ao intestino (BREMMER et al., 2022). Seu propdsito ¢ proteger o
organismo do frango de antigenos perigosos os destruindo antes que se desenvolvam em
infecgdes sistémicas e, com isso, acaba sendo a primeira linha de defesa contra a Eimeria
(CHAPMAN et al., 2013). A resposta imune aos agentes estranhos reguladas pelos tecidos
linfoides associados ao intestino ocorre por mecanismos complexos como secrecdo de citocinas
e estimulag@o linfoide. Os tecidos linfoides associados ao intestino possuem linfocitos B,
linfocitos T, com uma participagdo critica na imunidade adquirida contra coccidiose aviaria. Da
mesma forma, muitas citocinas participam da resposta imune ao quadro, uma produgdo
aumentada de principalmente Interferon Gama (IFN-y), interleucina 10 (IL-10) e interleucina

21 (IL-21) foram associados em diversos estudos com frangos desafiados com Eimeria



vermiformis animais resistentes a infeccdo (HORNINK & KAWAZOE, 2020; HAWKEN et
al., 2021; LEE et al., 2022).

Rose & Millard (1985) observaram uma grande participagao dos linfocitos T na resposta
imune a coccidiose uma vez que roedores sem timo apresentaram maior susceptibilidade a
infeccdo por Eimeria vermiformis. Dentre as células T, a T CD4 demonstrou maior importancia
imunologica a coccidiose em relagdo a T CD8. Associa-se estes dados por T CD4 ser fonte de
IFN-y que é um grande responsavel pela resisténcia ao agente patogénico. GADDE et al. (2011)
observou maior atividade de IFN-y e IL10 em perus pos-infecgdo por Eimeria adenoeides.
Galinhas tratadas com IFN-y recombinante obtiveram melhor ganho de peso em relacdo ao
controle, além de liberarem menos oocistos nas fezes (LOWENTHAL et al., 1997). IL-10 por
sua vez € uma citocina anti-inflamatoria que regula a resposta inflamatdria de outras citocinas
como IL-1B e IL-6. Em roedores, valores reduzidos de IL-10 causaram maior susceptibilidade
a infecg¢do por toxoplasmose. Nas galinhas a sua presenga ¢ importante para reduzir a resposta
inflamatoria exacerbada e fatal a Eimeria sp. contra a mucosa intestinal (LEE et al., 2022). Na
imunidade adaptativa, no entanto, observou-se que nao ha tanta participagdo de T CD4 e uma
maior de T CDS, uma vez que sua deplecdo causou aumento da susceptibilidade ao segundo
desafio por Eimeria vermiformis (ROSE et al., 1992).

Fator de necrose tumoral ¢ produzido por macrofagos ativados mas também por outras
células Natural Killers, mastocitos e linfocitos T. A maior funcdo desta citocina é recrutar
heterofilos para o sitio de infecdo, sua producdo foi observada como dose dependente apds
infeccdo com FE. tenella em macrofagos de galinhas. Em experimento in vivo com frangos
desafiados com E. tenella, observou-se menor perda de peso nos animais que foram tratados

com anticorpos anti-TNF (LEE et al., 2022).

2.1.5 Patogenia

As Eimerias apresentam tropismo pelas vilosidades intestinais causando redugao de sua
altura que adquire aparéncia de mucosa plana, com diminui¢do da capacidade de absorcao, além
de causar destrui¢ao de células epiteliais do intestino resultando na perda de fluidos, hemorragia
e susceptibilidade a outras doencas (PENHA et al., 2008). Estes fatores acarretam alteragdes
frequentes como diarreia de mucdéide a sanguinolenta, desidratacdo, anemia, despigmentacao e
prostracdo. Eimerias que acometem mais superficialmente a mucosa, como a Eimeria
acervulina, tendem a causar problemas mais frequentes nas vilosidades, enquanto aquelas de
localizagdo mais profunda, como a Eimeria tenella, tendem a evoluir para quadros

hemorragicos. A ave pode apresentar também um quadro com baixo limiar de manifestagdo



clinica observada por baixo comprometimento de desempenho (ADJEI-MENSAH &
ATUAHENE, 2022). O quadro, por vezes, pode ser autolimitante diante da resposta imune, que

pode ser mais eficaz na segunda exposi¢ao ao agente etiologico (PENHA et al., 2008).

2.1.6 Lesoes

A avaliagdo de lesdes a necropsia e exame histopatologico principalmente do trato
gastrointestinal do animal, pode-se associar a regido acometida com a espécie de Eimeria sp..
Cada uma tende a favorecer uma regido do trato gastrointestinal para se instalar, como, por
exemplo, a Eimeria tenella sao mais encontradas no ceco, enquanto a Eimeria acervulina, no
duodeno. Apesar de todas serem de alta importancia para a avicultura, a Eimeria necatrix e
Eimeria tenella sao consideradas altamente patogénicas e virulentas (JANG et al., 2013). As
lesdes estdo descritas na tabela 1, tabela 2 e tabela 3 sendo que podem variar de pequenas
petéquias na superficie até lesdes coalescentes, parede intestinal alargada, presenca de exsudato
no lumen, sangue digerido e odor putrido. Microscopicamente, pode-se observar inflamagao
(enterite), destruicdo das vilosidades e presenca dos oocistos no epitélio de revestimento

(JOHNSON & REID, 1970).

Tabela 1; Descri¢ao dos escores de les@o intestinal em frangos de corte causados pelas Eimeria

acervulina,.
Escore de lesdao Eimeria acervulina
0 Auséncia de lesoes
1 Pontos ou estrias brancas, vistas da serosa ou mucosa, esparsas (até cinco por centimetros
quadrado) e no duodeno.
2 Pontos ou estrias brancas mais numerosas, mas ndo coalescentes, que se estendem, entre duodeno

e diverticulo. Contetido intestinal normal.

3 Pontos ou estrias brancas ja coalescendo com redugdo de tamanho, que se estendem até o

diverticulo. Parede intestinal engrossada e contetido intestinal aquoso.

4 Pontos ou estrias brancas completamente coalescentes, dando a mucosa do intestino coloragio
acinzentada. Presenga de lesoes tipicas somente no intestino médio. Parede intestinal engrossada

e contetdo cremoso.

Fonte: Johnson & Reid, (1970)
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Tabela 2 - Descrigdo dos escores de lesdo intestinal em frangos de corte causados pelas Eimeria

maxima.

Escore de lesao

Eimeria maxima

0 Auséncia de lesdes

1 Pontos ou estrias brancas, vistas da serosa ou mucosa, esparsas (até cinco por centimetros
quadrado) e no duodeno.

2 Pontos ou estrias brancas mais numerosas, mas ndo coalescentes, que se estendem, entre duodeno
e diverticulo. Contetdo intestinal normal.

3 Pontos ou estrias brancas ja coalescendo com redugdo de tamanho, que se estendem até o
diverticulo. Parede intestinal engrossada e contetido intestinal aquoso.

4 Pontos ou estrias brancas completamente coalescentes, dando a mucosa do intestino coloragio

acinzentada. Presenga de lesdes tipicas somente no intestino médio. Parede intestinal engrossada

e contetdo cremoso.

Fonte: Johnson & Reid, (1970)

Tabela 3 - Descri¢ao dos escores de lesdo intestinal em frangos de corte causados pelas Eimeria

tenella.

Escore de lesao

Eimeria tenella

0 Auséncia de lesdes

1 Pontos ou estrias brancas, vistas da serosa ou mucosa, esparsas (até cinco por centimetros
quadrado) e no duodeno.

2 Pontos ou estrias brancas mais numerosas, mas niao coalescentes, que se estendem, entre duodeno
e diverticulo. Contetdo intestinal normal.

3 Pontos ou estrias brancas ja coalescendo com redugdo de tamanho, que se estendem até o
diverticulo. Parede intestinal engrossada e contetido intestinal aquoso.

4 Pontos ou estrias brancas completamente coalescentes, dando a mucosa do intestino coloragio

acinzentada. Presenga de lesoes tipicas somente no intestino médio. Parede intestinal engrossada

e contetdo cremoso.

Fonte: Johnson & Reid, (1970)



2.1.7 Diagnostico

O diagnostico clinico da coccidiose ¢ conduzido a partir do histérico de diarreia e/ou
hematoquezia, perda de peso, anemia e prostragdo. O aspecto das fezes pode ser sugestivo para
algumas espécies de Eimeria. Por exemplo: fezes diarreicas com aspecto de massa de tomate
podem ser sugestivas de Eimeria tenella e Eimeria necatrix, enquanto aspecto mucoide pode
ser sugestivo para Eimeria acervulina e Eimeria maxima (DOS SANTOS, 2018). Oocistos
caracteristicos podem ser encontrados em exame coproparasitologico com a técnica de Willis-
Mollay, Sheather e Hoffman. Conforme mencionado anteriormente, ¢ possivel direcionar o
diagnostico através das lesdes encontradas durante a necropsia e pela pesquisa de oocistos em
seccoes das alcas intestinais no exame histopatologico (FERNANDES et al., 2018). O
diagnodstico também pode ser realizado com PCR multiplex a partir de amostra de fezes frescas

ou conteudo intestinal (BALESTRIN et al., 2022).

2.1.8 Tratamento

O controle das coccidioses aviarias vem sendo conduzido, na fase inicial do surto tdo
logo sdo observados os primeiros sinais da doenga, pela quimioterapia associada ou ndo a
sulfonamidas, ou outros compostos. Alguns exemplos dos principais produtos utilizados sdo
sulfonamidas, nicarbazin, clopidol, quinolonas e amprolio (DOS SANTOS, 2018).

O conceito de prevencdo medicamentosa surgiu a partir da investigacdo que revelou que
a coccidiose ja se encontrava disseminada no plantel quando primeiros sinais clinicos
decorrentes de lesdes graves eram observados (CERVANTES et al, 2020).

O tratamento farmacoldgico da coccidiose pode ser conduzido de forma preventiva ou
de controle logo ap6s ao aparecimento das manifestagdes clinicas. A sua aplicagdo deve ser
interrompida uma semana antes do abate ou para uso de ovos comerciais para evitar o acimulo
de residuos. O emprego preventivo continuo conduziu a selegdo de espécies de Eimerias
resistentes aos farmacos, tornando o tratamento menos eficiente quando comparados aos
resultados obtidos no inicio do tratamento (FANATICO, 2006). Outro maleficio do uso de
farmacos para o tratamento da coccidiose ¢ o fato de comprometerem a instalagdo da imunidade
natural nas aves, além da geragdo de residuos em sua carne necessitando de um periodo de
caréncia pré-abate. Em decorréncia desses fatores, ¢ crescente a demanda por produtos naturais
que ndo impliquem em gerar residuos nos animais tratados e auxiliem na sua imunidade (LEE

etal., 2022).



2.1.9 Prevencédo e Controle

Procedimentos mais comum de prevengdo da coccidiose é o emprego de vacinas que
podem ser vivas ou atenuadas que vem apresentando sucesso na industria avicola, porém com
algumas limitagdres como alto custo de produgdo, disponibilidade limitada e surgimento de
estirpes cada vez mais resistentes e que vem sendo preterido pelas vacinas recombinantes. Tian
et al. (2017) avaliaram a agdo do gene GAPHD clonado de Eimeria acervulina e Eimeria
maxima em galinhas posteriormente infectadas com Eimeria tenella, Eimeria acrvulina e
Eimeria maxima. As aves vacinadas apresentaram uma maior secre¢ao de citocinas (IFN-y, IL-
2, IL-4) e maior produgéo de anticorpos IgG, além de melhores resultados em ganho de peso e
menor libera¢do de oocistos nas fezes.).

A profilaxia, representada pelas medidas de biosseguridade, estd sendo comprometida
pelo aumento da lotagdo dos galpdes, natureza da construgdo e ventilagcdo que favorecem o
aumento de umidade da cama, tipo de ragdo resultante em fezes mais liquidas e emprego de
medicamentos que vem reduzindo sua eficacia em razdo da resisténcia que induz nas aves
(HORNINK & KAWAZOE, 2020).

Além dos métodos convencionais, algumas alternativas surgiram ao longo dos anos
como anticorpos de gema de ovo hiperimune, fitoterapicos, probioticos, prebidticos e acidos
organicos. Todos sendo alternativas a antibidticos visando contornar as cepas resisténcias e sem

a geracao de residuos nos frangos (GADDE et al., 2017; LEE et al., 2022).

2.2 METILXANTINA

Metilxantina ¢ um alcaldide purinico lipossoluvel encontrado em varias fontes vegetais
como o cacau, guarand, café, cha-preto, erva-mate, e noz-de-cola, importante na indudstria
alimenticia e farmacéutica (ONATIBIA-ASTIBIA et al., 2016; PAGLIARI et al., 2022). E
também encontrada em diversas plantas como Camellia ptilophylla, Paulliania cupana ou
Citrus sp., que sdo utilizados para preparo de suplementos dietéticos (ASHIHARA & SUZUKI,
2004). Por um longo periodo no século XX houveram tentativas de elucidar os riscos do uso de
cafeinas, no entanto, surpreenderam ao demonstrarem evidéncias de serem benéficas contra
doengas cronicas e degenerativas como Parkinson, diabetes tipo 2 e doencgas cardiovasculares
(FREDHOLM, 2010). Sao iniimeros os beneficios relativos a modula¢do da imunidade inata ¢
adaptativa, revelando ser potencial agente para prevencdo e tratamento de diversos patdogenos
em razdo de seu largo espectro de acdo. Metilxantina foi relatada como auxiliar no quadro de

diversas doengas desde respiratorias até neurodegenerativas (ONASTIBIA-ASTIBIA et al.,



2017), além de ja ter sido demonstrado seu potencial analgésico em farmacos como a aspirina
(SAWYNOK et al., 2017).

Sua metabolizacdo se inicia apds administragdo por via oral, onde ¢ absorvida pelo trato
gastrointestinal de forma rapida, alcangcando quase 100% de biodisponibilidade. Ao atingir a
corrente sanguinea, conecta-se a albumina e ¢é transportada para diversos tecidos por mecanismo
de difusdo simples. Sua metabolizagdo ¢ ao nivel hepatico e mediada pela isoenzima 1*2 do
citocromo P450, responsavel pela sua concentragio plasmatica. A sua meia vida é de 4,1 horas,
mas pode ser mais longa em pacientes com doenca hepatica e neonatos. Os metabolitos
resultantes da cafeina sdo paraxantina, teobromina e teofilina, excretadas em mamiferos pela
via urinaria.

Relativamente aos beneficios da metilxantina na imunidade inata, existem varias
evidéncias de que a cafeina e seus metabolitos podem modular a imunidade inata e adaptativa,
exercendo papel tanto inflamatorio quanto anti-inflamatério dependendo da dose e
concentracdo endogena da adenosina presente no local da inflamacdo (Horrigan et al. (2006).
Também foi demonstrada pela produgéo de citocinas como IL-1f ¢ IL-10 (VAN FURTH et al.,
1995; KOVACS et al., 2021), a proliferagdo de linfécitos (HORRIGAN et al., 2005).

Os linfocitos T CD4 e a citocina expressada em animais resistentes e/ou vacinados para
coccidiose como a IL.10 ja foram associados ao efeito benéfico da metilxantina observados na
medicina humana (HORRIGAN et al., 2006). Quando ingerida, proporciona o aumento da
populagdo de linfocitos T CD4 e da citocina aumentando a concentragdo intracelular de AMPc
que ¢ um potente imunomodulador, suprimindo citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e
IL12, assim como reduzindo a producdo exagerada de espécies reativas de oxigénio
(antioxidante) (DENT & RABE, 1996) podendo garantir um menor grau de lesdo na mucosa
intestinal (VAN FURTH et al., 1995; KOVACS et al., 2021).

A metilxantina também possui a capacidade de antagonizar os receptores de nervos
periféricos Adenosina A2a e A2b com potencial analgésico, diminuindo algumas
consequéncias do quadro como a anorexia e apatia (MULLER & JACOBSON). Paralelamente,
existem relatos de que sua suplementacdo em frangos de corte acelera seu crescimento sem
necessariamente aumentar o consumo de ragdo, com uma possivel associagdo com a diminuigdo
do consumo basal de energia devido a redugdo da atividade da tireoide (KAMELY et al., 2016).

Portanto, como a metilxantina induz respostas do organismo similares as respostas
imunes de animais que demonstram resisténcia a coccidiose, este trabalho tem como objetivo
utilizar a metilxantina frente a infecg¢@o de coccidiose por Eimeria acervulina e Eimeria tenella

para controle de suas lesdes e perdas de performance.
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Abstract

Coccidiosis isa common disease in poultry industry and the etiology is Eimeria sp. The disease is known
for its enteric lesions, reduction of the intestinal epithelium reducing the poultry growthing and
increasing mortality. The poultry industry is demanding for alternative and natural products in order
to treat and/or control avian diseases. Methylxanthine is an alcaloid with stimulant properties and
extracted from coffee, tea, chocolate, cocoa tea, guarana or citrus sp. There are several benefits of its
use such as the immunomodulatory potential in innate and adaptative immunity like stimulating the
production of some cytokines in response to coccidiosis infection. The objective of this study was to
evaluate the efficacy of Methylxanthine in the Eimeria acervuline and Eimeria tenella control.
Therefore, we compared 60 chicks separated in 3 treatments and maintained for 28 days. Group T
(negative control); Group T2 (infected with Eimeria acervuline and Eimeria tenella); and Group T3
(infected with Eimeria acervuline and Eimeria tenella and treated with Methylxanthine dilutes in water
(30 ml/L). At 28 days of observation, performance data was obtained and the chicken were euthanized.
At the necropsy, intestines and cecum samples were submitted to histopathological analysis. The
Mehylxanthine treatment reduced the performance losses and intestinal lesions from Eimeria
acervuline and Eimeria tenella as observed in the treated group (T3). The treatment with

Methylxantine proved efficacy in the infection control of coccidiosis in broiler.

Keywords:  Eimeria acervulina, Eimeria tenella, Coccidiosis, Methylxanthine, Broiler .
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Introduction

Coccidiosis is a common disease in poultry industry which is caused by parasites of the genus
Eimeria and the class Sporozoa. It causes several intestines lesions and other tissues such as kidney
and liver (Acharya, K.P. & Acharya, N., 2017; Franson et al., 1981). The annual economic losses are

estimated to be around 14,5 billion dollars (Blake et al., 2020).

The clinical signs of coccidiosis begins after the poultry are exposed to the sporulated oocysts
and the condition is aggravated when the host is stressed and/or immunosuppressed (Chanie et al.,
2009). Following its infection, the parasite propagate inside the epithelial cells in the gut tissues
leading to its destruction, hemorrhage and death (Nabian et al., 2018). Control of coccidiosis is
achieved through anticoccidial drugs, such as sulfonamides, nicarbazin, clopidol, quinolones and

amprolium (Adewole, 2012; Chapman et al., 2013).

Immune response to coccidiosis is innate and adaptative, primally conducted by lymphocytes
T CD4 that releases cytokines like the interferon-gamma (IFN-y). Interleukin 10 (IL 10) is another
important cytokine which regulates the inflammatory action of other cytokines like interleukin 1B
and interleukin 6B that may cause gut lesion (Chapman et al., 2013). Vaccination with live or live-
attenuated oocysts is the main control of Eimeria. Vaccinated chicks tend to express citokynes like
interferon-gamma and have higher production of antibodies like immunoglobulin G (Tian et al.,
2017). However, resistance to anticcocidal drugs and vaccination increased the search for alternative

products to control coccidiosis (Chapman et al., 2013).

Natural products with little to no side effects on poultry are a viable alternative. Among them
we can mention the probiotics, organic accids and plant extracts in order to reduce the lesions by
coccidiosis (Chapman et al., 2013; Gadde et al., 2017). Between the natural products, there is the
methylxanthine which is an liposoluble alkaloid found in various vegetable sources like guarana,
coffee, black tea, mate herb and cocoa. Methylxanthine has been of great importance in food

industry for many decades since it has been described many benefits on immunomodulation and
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being a good treatment for degenerative conditions like asthma, heart diseases and Alzheimer’s
disease (Ashihara & Suzuki, 2004; Onatibia-Astibia et al., 2016; Pagliari et al., 2022). Methylxanthines
show activity as antagonists of receptors Toll like Al, A2a and A2b, providing a analgesic potential

when administered in doses of 35-100 mg/kg in rodents(Siegers, 1973).

The objective of the current study is to evaluate the efficacy of methylxanthine extracted
from mate’s herb to maintain the performance and control microscopic intestinal lesions of

coccidiosis in broiler.

Materials and methods

Experimental design

The study was done in the experimental aviary of Samitec Institute (Analitics, microbiological
and technological solutions) and the LCDPA (Central Laboratory of diagnostic of Avian Pathology) of
the University in the city of Santa Maria in the state of Rio Grande do Sul — Brazil. 1 day commercial

Cobb mixed chicks were placed in the aviary divided in areas of 1 m2.

Sixty chicks were separated into three groups designated as Control (T1), one group was
inoculated orally with 20.000 oocysts of Eimeria acervulina and 4.500 oocysts of Eimeria tenella (T2),
and one group was inoculated orally with 20.000 oocysts of Eimeria acervulina and 4.500 oocysts of
Eimeria tenella and treated with methylxanthine (solution of 0.0105 g/L diluted in drinking water 30

ml/L) (T3). Data of performance was obtained at days 14 and 18.

The inoculation occurred withing 18 days old and the oocysts incubated in the broiler until day
25 when the treatment with methylxanthine began in T3. All animals were killed by cervical dislocation

within 28 days old.



98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

Necrdpsia e Histopatoldgico

At necropsy , the duodenum, jejunum, ileum and cecum were collected from 2 animals per
group and fixated in formaldehyde 10%. The samples were histologically processed and colored in

hematoxylin-eosin stain as described by Wang et al. (2019).

Andlise estatistica

Data of body weight were submitted to analysis of variance and Tukey test at 5% significance

level.

Results and discussion

Body weight data and weight gain are listed in table 1. There were no difference between
treatments within the weight gain (p<0.05). However, at 28 days T2 showed the lowest body weight
of the three groups. This data is visible due to the damage in gut tissue caused by Eimeria tenella and
Eimeria acervuline resulting in lesser enzymatic activity in the intestines and lower absorption of
nutrients (Hansen et al., 2021). Methylxanthine treatment (T3) reduced the impact of Eimeria infection
and maintained similar body weight as the control group (T1). This results can be associated with the
antioxidant and anti-inflammatory capacity of the methylxanthine, providing a better intestinal quality
of broiler and leading to a better nutrients absorption and weight gain (Kamely et al. 2016; Vieira et al.
2020). Methylxanthine supplementation in broiler has already showed growth accelaration
maintaining the feed intake due to the reduction of thyroid activity and basal energy consumption
(Kamekly et al., 2016). Methylxanthine also antagonize pain receptors Adenosin A2a and A2b, allowing
the animal to feel less pain and maintaining some consequences of the infections such as apathy and

reduction of feed intake (Kamekly et al., 2016).
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Histopathological analysis of the sections of the intestines and cecum can be visualized in
Figure 1. It was verified in the analysis that all treatments had enteritis. However, T1 and T3 did not
have any parasite (morphologically compatible with Eimeria sp.) observed in the evaluated sections.
Inversely, T2 was observed lesions and findings compatible with coccidiosis and parasites
(macrogametes, microgametes and oocysts) in the epithelium, lymphohistioplasmacytic infiltrate in
lamina propria, dilated crypts with heterophils. Methylxanthine prevented characteristic lesions in the
sections evaluated of T3 that were visible in T2. Natural immunity to Eimeria sp. starts with the
activation of gut associated lymphoid tissues (Bremmer et al., 2022; Chapman et al., 2013). It has been
stated that broilers resistants to Eimeria vermiformis has activation of many cytokines related to the
immune response (Hornink & Kawazoe, 2020; Hawken et al., 2021; Lee et al., 2022). It is implied that
methylxanthine acts in the activation e concentration of cytokines managing gut immunity preventing
the infection by Eimeria sp. like occurred in T3. Horrigan et al. (2006) mentioned that lymphocytes T
CD4 and interleukin 10 are expressed in resistant animals to coccidiosis. The mechanism consists in the
increase of intracellular concentration of cyclic adenosine monophosphate which is considered an
important immunomodulator, suppressing the inflammatory cytokines such as rumor necrosis factor
alpha and interleukin 12. Also, it reduces the production of reactive oxygen species (Dent & Rabe,
1996). Methylxanthine used in our experiment acted reducing the lesion in the intestines and
maintained the performance like the group control (T1) (Van Furth et al., 1995; Kovacs et al., 2021). It
can be concluded that the methylxanthine prevented intestinal lesion of Eimeria acervulina and

Eimeria tenella in broilers.

Conclusions

In this study, it was verified the benefical effect of methylxanthine in broilers in weight gain
and prevention of intestinal lesions of coccidiosis. The use of methylxanthine has not been previously

described for Eimeria acervuline and Eimeria tenella.
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248 Tabela 1

249 Pintinhos segundo peso corporeo e desvio padrdo antes e 28 dias depois da aplicagdo da Metilxantina e

250 inoculagdo de Eimeria acervulina e Eimeria tenella). Santa Catarina, 2022.
Dias de Peso
tratamento
14 dias (g) 28 dias (g) Ganho de peso (g) CV (%)
T1 415,0a + 33,7 1165,0a + 83,8 750,0A + 94,3 12,5
T2 395,0b = 77,5 1065,0b + 171,7 670,0A + 168,7 25,1
T3 395,0b = 83,2 1120,0a + 237,1 725,0A + 187,5 25,9

T1: Animais controle; T2: animais inoculados aos 20 dias de idade com 20.000 oocistos de E. acervulina ¢ 4.500
oocistos de E. tenella; T3: animais nao desafiados e sem tratamento.

a-¢ = letras diferentes na linha entre tratamentos significam diferencga estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05)

*: Desvio padrao

251

252

253



4 CONCLUSAO

Diante da importancia da coccidiose na avicultura e seus impactos nas aves de produgéo,
nosso estudo demonstrou a eficacia do uso de metilxantina. Ela demonstrou evitar a perda
performance e lesdes em animais infectados por Eimeria acervulina e Eimeria tenella. As suas
propriedades foram efetivas para evitar perdas em performance, sinais clinicos e lesdes

microscopicas intestinais, sem ser possivel observar maleficios de seu uso.
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