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RESUMO

O crescimento do animal € dependente, de diversos fatores, dentre estes, a obtencdo
adequada de nutrientes pelo intestino, uma vez que, 0 maximo potencial de crescimento é
limitado pela taxa de nutrientes disponiveis no organismo. A coccidiose € uma doenca
infecciosa comum na avicultura mundial, causada por protozoarios do género Eimeria, e é
caracterizada por causar varios danos no intestino delgado e ceco das aves, com prejuizos
sobre os processos de digestdo e absorcdo dos nutrientes, e por afetar o desempenho
animal. O fornecimento de ra¢bes com nutrientes essenciais como, por exemplo, a
metionina, quando suplementada em niveis adequados pode ser til para aliviar os efeitos
negativos produzidos por esses agentes patogénicos. Nesse sentido, este trabalho teve como
principal objetivo avaliar os efeitos do desafio por Eimeria spp. e da suplementagdo de
metionina na forma de aminoacido livre (DL-Met) e de dipeptideo (DL-MMet) sobre o
desempenho, peso relativo de 6rgaos, estado redox, expressdo de genes envolvidos com o
transporte de aminoacidos e peptideos, genes envolvidos no sistema defesa antioxidante e
imune, genes relacionados com a producdo de mucina, apoptose e proliferacdo celular no
jejuno, bem como parametros morfométricos do jejuno e parametros sanguineos. Para isto,
frangos de corte machos de 10 dias de idade, foram divididos em seis tratamentos
referentes ao desafio por Eimeria spp. (aves desafiadas: EC; ou aves nao desafiadas: UC) e
suplementacdo de metionina (sem suplementacdo de metionina: NS, suplementacdo de
metionina na forma de aminoacido livre: bL-Met, e suplementacdo de metionina na forma

de dipeptideo: DL-MMet). Aos 14 dias de idade, os animais pertencentes ao grupo



Xix

experimental EC receberam por via oral 1 mL de solugéo contendo oocistos esporulados de
Eimeria spp. (E. acervulina, E. maxima, E. praecox e E. mitis). O restante dos animais
(UC) receberam por via oral 1 mL de solugdo salina. Os animais foram abatidos por
deslocamento cervical seis dias depois da inoculacéo (6 dpi), aos 20 dias de idade. Capitulo
IV: Neste experimento, os frangos foram desafiados com quatro espécies de Eimeria (E.
acervulina, E. maxima, E. praecox e E. mitis). Seis dias depois da inoculagdo, os animais
foram abatidos e o jejuno foi coletado. Foi avaliado o desempenho dos animais, peso
relativo dos orgaos, o estado redox do jejuno e a expressao de genes relacionados ao
processo de absorcdo de aminoécidos e peptideos, sistema antioxidante e imune no jejuno.
Foi observado que os frangos EC apresentaram uma reducdo de 13% no consumo de ragéo,
(CR), 37% de reducéo no ganho de peso (GP) e um aumento de 39% na taxa de conversao
alimentar (CA). Com relacdo a suplementacdo de metionina, os frangos, consumindo a
dieta DL-Met, apresentaram maior GP (aproximadamente 12% maior) e melhor CA
(aproximadamente 12% menor), do que os frangos alimentados com a dieta NS. Frangos
EC também apresentaram menor peso relativo da bursa de Fabricius (51,8%) e maiores
pesos relativos do baco e do intestino total (delgado e grosso) (53,6% e 26,3%,
respectivamente) do que os frangos UC. O desafio por Eimeria spp. causou um aumento
nos niveis de nitrito e substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) no jejuno de
frangos 6 dpi. Entre os frangos UC, aqueles, consumindo a dieta DL-Met, apresentaram
maior capacidade antioxidante total (TAC) e menor atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD). Frangos EC, consumindo a dieta NS,
também apresentaram maior teor de proteina carbonilada (CP) no jejuno 6 dpi.
Adicionalmente, foi observado que os frangos alimentados com as dietas DL-Met e DL-
MMet apresentaram menor teor de nitrito. O desafio por Eimeria spp. suprimiu a expressao
dos genes catalase (CAT), superéxido dismutase 1 (SOD1), transportador de aminoacido
neutros 1 (B°AT1), transportador de peptideos 1 (PEPT1), receptor toll like 5 (TLR5),
interleucina 2 (IL2), e ocludina (OCLN). O desafio por Eimeria spp. aumentou a expressao
dos genes transportador de aminoacidos catiénicos 1 (CAT - 1) e interferon gama (INFG)
no jejuno 6 dpi. O maior nivel de expressdo de PEPT1 foi observado em frangos
alimentados com a dieta bL-MMet, e 0 menor nivel de expressdao do TLR5 foi observado

em frangos consumindo a dieta NS. Capitulo V: Neste experimento, os frangos foram
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desafiados com Eimeria spp. (E. acervulina, E. maxima, E. praecox e E. mitis), e seis dias
depois da inoculagéo, os animais foram abatidos para a coleta de sangue e do jejuno. Foi
avaliado o desempenho dos animais, a morfometria do jejuno, a quantificacdo de células
caliciformes neutras e acidas, e os linfocitos intraepiteliais (LIES) no jejuno. Também foi
avaliada no jejuno a expressao de genes relacionados a producdo de mucina e genes
envolvidos nas vias de apoptose e proliferagcdo celular. Adicionalmente, foi avaliada a
atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase (CK), e o
contetdo de acido urico (AU) e creatinina (Cr) no plasma sanguineo. No soro sanguineo,
foi avaliado o contetdo de mucoproteinas (MUCO) e proteinas totais (PT). Foi observado
que os animais desafiados por Eimeria spp. apresentaram pior desempenho
independentemente da dieta consumida. Com relacdo a suplementacdo de metionina, 0s
animais, recebendo a dieta DL-Met, apresentaram maior GP e menor CA. Os animais do
grupo EC recebendo dieta NS, apresentaram vilosidades mais baixas e mais largas, com
maior valor de profundidade de cripta, menor relacdo vilo:cripta, menor quantidade de
células caliciformes neutras e menor expressdo do gene mucina 2 (MUC2). Além disso, 0s
animais EC, consumindo a dieta NS, apresentaram também a menor area de superficie de
absorcdo do jejuno. Os animais EC, consumindo a dieta DL-MMet, apresentaram maior
altura dos enterdcitos, e também observamos que os animais EC apresentaram maior
largura da lamina prépria que os animais UC. Houve efeito da dieta sobre a largura da
lamina propria: animais consumindo a dieta DL-MMet apresentaram menor valor de largura
da lamina prépria. Animais UC, consumindo a dieta DL-Met, apresentaram maior
quantidade de células caliciformes éacidas, e os animais EC, recebendo a dieta DL-MMet,
apresentaram a maior quantidade de LIEs. Os animais EC apresentaram menor expressao
dos genes caspase 3 (CASP3), linfoma de células B2 (BCL2), alvo mecanicista da
rapamicina (MTOR) e proteina ribossomal quinase B1 (RPS6KB1) do que os animais UC.
A atividade das enzimas AST e CK também foi influenciada pela presenca do patogeno
com maiores valores em animais EC e NS. Os animais EC apresentaram menor conteudo
de AU. A producdo de MUCO foi maior nas aves EC, e o menor contetdo de PT foi
observado nas aves EC, consumindo a dieta bL-MMet. Em resumo, esses resultados
confirmam que o desafio por Eimeria spp. prejudica o desempenho dos animais.

Possivelmente, como consequéncia da inducdo da resposta imune e do estresse oxidativo,
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que junto com a progressao da coccidiose, causa a destrui¢do celular do jejuno, afetando
negativamente a expressdo de importantes genes que codificam proteinas transportadoras
de nutrientes. A maior parte dos resultados sdo inéditos, e mostram que a suplementacédo
com metionina como aminoacido livre ou dipeptideo ajuda a proteger as células intestinais
de frangos de corte sob condicdo de desafio por Eimeria spp., contra o dano oxidativo
principalmente através da sua funcdo antioxidante. Foi possivel concluir ainda, que a
suplementacdo de metionina na forma de dipeptideo nas dietas de frangos, sobretudo em
condicdes de desafios sanitarios, poderia funcionar como um importante elemento capaz de
manter a morfologia e fungdo das células intestinais.

Palavras-chave: coccidiose, oxidagdo, transportador de peptideos e aminoacidos livres,

interferon gama
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ABSTRACT

The growth of the animal is dependent of several factors, among them, the adequate
obtaining of nutrients by the intestine, since, the maximum potential of growth is limited by
the rate of available nutrients in the organism. Coccidiosis is a common infectious disease
in poultry farming worldwide, caused by protozoa of the genus Eimeria, and it is
characterized by causing various damages to the small intestine and cecum of birds,
impairing the processes of digestion and absorption of nutrients, and by affecting
performance animal. The provision of feed with essential nutrients such as methionine
when supplemented at appropriate levels may be useful to alleviate the negative effects
produced by such pathogens. In this sense, this work had as main objective to evaluate the
effects of the challenge by Eimeria spp. and methionine supplementation in the form of free
amino acid (DL-Met) and dipeptide (DL-MMet) on performance, relative weight of organs,
redox state, expression of genes involved in the transport of amino acids and peptides,
genes involved in the antioxidant and immune defense system, genes related to mucin
production and cell proliferation in the jejunum, as well as morphometric parameters of the
jejunum and blood parameters. For this, male broilers from 10 days of age were divided in
six treatments related to the challenge by Eimeria spp. (challenged birds: EC, or
unchallenged birds: UC), and methionine supplementation (non-supplemented: NS,
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methionine supplementation in free amino acid form: DL-Met, and methionine
supplementation in the form of dipeptide: DL-MMet). At 14 days of age the animals
belonging to the experimental group EC received orally 1 mL of solution containing
sporulated oocysts of Eimeria spp. (E. acervulina, E. maximus, E. praecox and E. mitis).
The rest of the animals (UC) received orally 1 mL of saline solution. The animals were
slaughtered by cervical dislocation six days after inoculation (6 dpi) at 20 days of age.
Chapter 1V: In this experiment the broilers were challenged with four species of Eimeria
(E. acervulina, E. maxima, E. praecox and E. mitis). Six days after inoculation the animals
were slaughtered and the jejunum was collected. The performance of the animals, relative
weight of organs, the redox state of the jejunum, and the expression of genes related to the
process of amino acid and peptides absorption, antioxidant and immune system in the
jejunum were evaluated. It was observed that EC chickens presented a 13% reduction in
feed intake (FI), 37% reduction in body weight gain (BWG) and a 39% increase in feed
conversion rate (FCR). With regard to methionine supplementation, chickens consuming
the pDL-Met diet presented higher WG (about 12% higher) and better FCR (about 12%
lower) than chickens fed the NS diet. EC broilers also had lower relative weight of
Fabricius bursa (51.8%), higher relative weights of the spleen and whole intestine (53.6%
and 26.3%, respectively) than UC broilers. The challenge for Eimeria spp. caused an
increase in the levels of nitrite and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in the
chicken jejunum 6 dpi. Among the UC chickens, those consuming the DL-Met diet
presented higher total antioxidant capacity (TAC) and lower activity of antioxidant catalase
(CAT) and superoxide dismutase (SOD) enzymes. EC chickens consuming the NS diet,
also presented higher carbonylated protein (CP) content in the jejunum 6 dpi. Additionally,
it was observed that the broilers fed the bL-Met and DL-MMet diets presented lower levels
of nitrite. The challenge for Eimeria spp. suppressed the expression of the catalase (CAT),
superoxide dismutase 1 (SOD1), neutral amino acid transporter (B°AT1), peptide
transporter 1 (PEPT1), toll like receptor 5 (TLRS), interleukin 2 (IL2), and occludin
(OCLN) genes. The challenge for Eimeria spp. increased expression of the cationic amino
acid 1 transporter (CAT - 1) and interferon gamma (INFG) genes in the jejunum 6 dpi. The
highest level of PEPT1 expression was observed in broilers fed the bL-MMet diet, and the

lowest level of TLR5 expression was observed in chickens consuming the NS diet. Chapter



XXiv

V: In this experiment the chickens were challenged with Eimeria spp. (E. acervulina, E.
maxima, E. praecox and E. mitis), and six days after inoculation the animals were
slaughtered for blood and jejunum collection. The performance of the animals, jejunum
morphometry, quantification of neutral and acidic goblet cells, and intraepithelial
lymphocytes (LIES) in the jejunum were evaluated. The expression of genes related to the
production of mucin, and genes involved in apoptosis and cell proliferation pathways were
also evaluated in the jejunum. Additionally the activity of the enzymes aspartate
aminotransferase (AST) and creatine kinase (CK), and the content of uric acid (AU) and
creatinine (Cr) in blood plasma were evaluated. In the blood serum the content of
mucoproteins (MUCO) and total proteins (PT) were evaluated. It was observed that the
animals challenged by Eimeria spp. presented worse performance independently of the diet
consumed. With respect to methionine supplementation, animals receiving the bL-Met diet
presented higher WG and lower FCR. The animals of the EC group receiving NS diet had
lower and wider villi, with a greater value of crypt depth, lower villus:crypt ratio, less
amount of neutral goblet cells and lower expression of the mucin gene 2 (MUC2). In
addition, EC animals consuming the NS diet also had the smallest surface area of jejunum
absorption. The EC animals consuming the pL-MMet diet showed higher height of the
enterocytes, and we also observed that the EC animals showed a greater width of the
lamina propria than the UC animals. There was diet effect on the width of the lamina
propria: animals consuming the diet bL-MMet showed lower width value of the lamina
propria. UC animals consuming the DL-Met diet presented higher amount of acidic goblet
cells, and the EC animals receiving the DL-MMet diet had the highest number of LIEs. EC
animals showed lower expression of caspase 3 (CASP3), B2-cell lymphoma (BCL2),
mechanistic rapamycin target (MTOR) and ribosomal protein B1 (RPS6KB1) than UC
animals. The activity of AST and CK enzymes was also influenced by the presence of the
pathogen; with higher values in EC and NS animals. EC animals presented lower AU
content. MUCO production was higher in EC birds, and lower PT content was observed in
UC birds consuming the pL-MMet diet. In summary these results confirm that the
challenge by Eimeria spp. impairs the performance of the animals. Possibly as a
consequence of the induction of immune response and oxidative stress, which together with

the progression of coccidiosis cause the cellular destruction of the jejunum, negatively
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affecting the expression of important genes encoding nutrient transport proteins. Most of
the results are unpublished, and show that methionine supplementation as a free or
dipeptide amino acid helps to protect intestinal cells from broiler chickens challenged by
Eimeria spp. against oxidative damage mainly through its antioxidant function. It was also
possible to conclude that methionine supplementation in the dipeptide form in broiler diets,
especially under conditions of health challenges, could function as an important element
capable of maintaining the morphology and function of intestinal cells.

Keywords: coccidiosis, interferon gamma, oxidation, peptide and free amino acid

transporter
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|. INTRODUCAO

A cadeia de producdo avicola é um dos setores do agronegocio brasileiro que mais
cresce ao longo dos anos. De acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal
(ABPA, 2018), em 2017 a producdo de carne de frango foi de 13,05 milhdes de toneladas,
colocando o Brasil em uma posicao privilegiada. Para chegar a este patamar e atender a alta
demanda mercadoldgica, inUmeras mudancas neste setor foram realizadas ao longo dos
anos (Schmidt e Silva, 2018). Dentre essas mudancas, esta a utilizacdo de tecnologias mais
sofisticadas que reestruturaram as industrias avicolas e o melhoramento genético que
tornou os animais mais eficientes, permitindo que os mesmos produzam maior quantidade
de carne em menor periodo de tempo (Martins et al., 2012).

Adicionalmente, melhorias na nutricdo tém contribuido para a maior eficiéncia
produtiva, permitindo que o animal expresse 0 seu maximo potencial genético de
crescimento, em menor tempo e a um menor custo (Schmidt e Silva, 2018). Aliados a tais
mudancas, as melhorias no manejo e sanidade também tém contribuido de maneira positiva
para a producdo (Rosario et al., 2008; Schmidt e Silva, 2018). Entretanto, para atender essa
demanda, o sistema de producdo é realizado em uma condicdo de alta densidade
populacional de frangos, o que pode facilitar a propagacdo de agentes infecciosos (Pant et
al., 2018).

A coccidiose € uma doenga infecciosa comum na avicultura mundial, causada por
protozoarios do género Eimeria (Gyorke et al., 2016). Essa doenca causa varios danos no

intestino delgado e ceco das aves, com prejuizos diretos sobre 0s processos de digestdo e
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absorcdo dos nutrientes, além de facilitar a ocorréncia de outras patologias, causando
consideravel reducdo na produtividade dos animais (Lillehoj et al., 2004). Embora
inimeros avangos na producdo tenham sido obtidos, essa doenca continua sendo um dos
principais motivos de perda econdmica neste setor, isso porque, essa doenca € de dificil
controle e se propaga de um animal para outro, principalmente através do contato com as
fezes (Lillehoj et al., 2004).

O crescimento do animal € dependente, de diversos fatores, dentre esses, a obtencdo
adequada de nutrientes, uma vez que, 0 maximo potencial de crescimento € limitado pela
taxa de nutrientes disponiveis no organismo (Maiorka, 2004). Assim, para que os alimentos
sejam corretamente digeridos e 0s nutrientes possam ser absorvidos, a mucosa intestinal
deve manter sua integridade, bem como preservar suas caracteristicas estruturais
morfologicas e funcionais (Awad et al., 2017). Além da coccidiose causar menor taxa de
absorcéo de nutrientes, maior gasto de energia é necessario para a renovacao das células
intestinais (turnover), o que pode resultar em pior conversdo alimentar, uma vez que parte
dos nutrientes ingeridos e da energia obtida serdo desviados para o reparo da mucosa
intestinal (Maiorka, 2004).

Dessa forma, percebe-se que o desempenho das aves é orquestrado por muitos fatores
que devem ocorrer de maneira totalmente integrada e coordenada, para atingir a maxima
eficiéncia produtiva. Assim, fica evidente a necessidade de melhor compreender como o
desafio por Eimeria spp. pode afetar o desempenho das aves, em funcdo das modificacdes
intestinais ocorridas, devido a mudancas estruturais e funcionais a nivel bioquimico e
molecular. Embora diversas pesquisas tenham sido realizadas para melhor entender como o
desafio provocado pelas Eimeria spp., € como 0s aminoacidos podem influenciar a
expressao de diferentes genes e a atividade de enzimas que governam as mais diversas rotas
metabolicas, esses processos ainda ndo sdo totalmente conhecidos (Major e Ruff, 1978;
Georgieva et al., 2006; Su et al., 2014; Tan et al., 2014; Gottardo et al., 2016; Miska e
Fetterer, 2018).

Até o presente momento, ndo existem dados na literatura sobre os efeitos do uso de
dipeptideo de metionina em frangos de corte desafiados por Eimeria spp. Sendo assim, este
trabalho visou explorar os possiveis efeitos da suplementagdo de metionina, na forma de

aminoacido livre e de dipeptideo, em frangos de corte desafiados por Eimeria spp. Para
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atingir esse objetivo, foram analisados parametros relacionados ao desempenho animal,
peso relativo de érgdos, a atividade das enzimas do sistema antioxidante, producdo de
biomarcadores do estresse oxidativo, parametros sanguineos, morfometria do jejuno, e a
expressao de genes relacionados ao transporte de aminoacidos e pequenos peptideos,
sistema imune e antioxidante, bem como os genes relacionados com a producéo de muco, e
aqueles envolvidos no mecanismo de apoptose e proliferacdo celular, no jejuno de frangos
de corte seis dias depois da inoculag@o dos oocistos esporulados de Eimeria spp.

Il. REVISAO DE LITERATURA

1.0. Morfologia do intestino delgado

O intestino delgado é formado por trés por¢Ges denominadas de duodeno, jejuno e
ileo, que sdo histologicamente semelhantes (Junqueira e Carneiro, 2017). Este 0rgdo é o
responsavel pela digestdo final dos alimentos e pela absorcdo dos nutrientes (Artoni et al.,
2014), sendo de vital importancia, uma vez que 0 mesmo Se constitui na via de entrada dos
nutrientes para os processos metabdlicos dos animais (Okumura e Takeda, 2017). A parede
do intestino delgado é formada por quatro camadas denominadas de mucosa, submucosa,
muscular externa e serosa (Jungueira e Carneiro, 2017) (Figura 1A). O revestimento do
intestino delgado apresenta pregas denominadas de plicae circularis, que sédo dobras da
mucosa e submucosa, em forma semilunar, circular ou espiral (Junqueira e Carneiro, 2017).

A mucosa é a camada mais interna deste 6rgdo e apresenta vilosidades que séo
projecdes alongadas, em direcdo ao IUmen intestinal, formadas por epitélio de revestimento
do tipo colunar simples e lamina propria (Eurell e Frappier, 2012) (Figura 1B). O epitélio
de revestimento das vilosidades é formado pelos enterécitos (células absortivas) e células

caliciformes (Junqueira e Carneiro, 2017).
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O eixo central das vilosidades € preenchido pela lamina propria que é composta por

tecido conjuntivo frouxo, contendo vasos sanguineos e linfaticos, leucécitos, plasmacitos,

mastocitos, fibras nervosas, fibras musculares lisas dispostas no sentido vertical e tecido

linfoide (Eurell e Frappier, 2012; Junqueira e Carneiro, 2017). Entre as vilosidades,

encontram-se as glandulas intestinais, também chamadas de criptas de Lieberkiihn, que sdo

tubulares simples, auto renovaveis e com alta atividade mitdtica (Junqueira e Carneiro,

2017). As criptas sdo formadas por cinco tipos celulares que incluem as células absortivas

(enterdcitos), caliciformes, enteroenddcrinas, Paneth e células-tronco (Figura 2) (Junqueira
e Carneiro, 2017).
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Figura 2 - Imagem ilustrativa da cripta de Lieberkiihn e sua composicéo celular. (Fonte:
Junqueira e Carneiro, 2017).

As criptas representam o principal sitio de proliferacdo celular do intestino, ja que
suas células-tronco constituintes sdo capazes de se dividir e se diferenciar, nos distintos
tipos celulares que constituem os vilos intestinais (Eurell e Frappier, 2012; Walton et al.,
2016; Junqueira e Carneiro, 2017). Vale ressaltar que, em frangos, a proliferacdo celular
ocorre ndo apenas nas criptas, como nos mamiferos, mas também ao longo de toda
vilosidade (Uni et al., 1998; Uni, 1999). Em condi¢bes normais, entende-se que 0
desenvolvimento e manutencdo da mucosa intestinal € resultado de dois mecanismos
citologicos associados, que incluem a renovacdo (proliferacdo e diferenciacdo celular) e
perda celular por extrusdo no apice das vilosidades, ap6s completarem seu ciclo celular
(Renehan et al., 2001; Pelicano et al., 2003). Isso permite a renovacdo ativa do epitélio
intestinal e a manutengédo da fungdo normal do intestino (Pelicano et al., 2003), sendo um
mecanismo extremamente importante ja que este é o 6rgdo que apresenta a maior taxa de
renovacéo celular (Junqueira e Carneiro, 2017).

Os enterdcitos sdo células epiteliais colunares altas, contendo na sua membrana apical
inimeras microvilosidades projetadas para o limen intestinal (Junqueira e Carneiro, 2017).
As microvilosidades, vilosidades e pregas intestinais aumentam a area de superficie de

contato do intestino com o bolo alimentar, maximizando a absor¢éo dos nutrientes (Kiela e
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Ghishan, 2016; Jungueira e Carneiro, 2017). Os enterdcitos sdo as células mais abundantes
do epitélio intestinal, e sua principal fungdo € a digestdo final e absorcdo de nutrientes
(Eurell e Frappier, 2012; Junqueira e Carneiro, 2017). Essas células estdo unidas entre si
por meio de complexos juncionais intercelulares que regulam a permeabilidade paracelular,
impedindo a difusdo de macromoléculas, microrganismos e outros antigenos através do
espago paracelular, sendo entdo essenciais para a manutencdo da integridade da barreira
paracelular (Ulluwishewa et al., 2011).

Os complexos juncionais consistem em juncdes de oclusdo (tight junctions), juncdes
comunicantes (juncdes gap), juncdes aderentes e desmossomos (Jungueira e Carneiro,
2017). As juncdes de oclusdo formam uma vedacdo entre enterdcitos adjacentes proximos
da superficie apical, e as principais proteinas constituintes dessas juncGes sdo 0s membros
da familia claudina e ocludina (Awad et al., 2017). Essas proteinas sdo 0s componentes
mais importantes na regulacdo da permeabilidade paracelular e difusdo inter membranas
(Awad et al., 2017).

No epitélio de revestimento e nas criptas, entre 0s enterdcitos, encontram-se as
células caliciformes, que se apresentam em menor propor¢do numeérica no duodeno e
aumenta sua proporc¢do em direcdo ao ileo (Junqueira e Carneiro, 2017). A principal funcdo
destas células é a producdo de glicoproteinas altamente glicolisadas do tipo mucina que
formam o muco, cuja funcdo é lubrificar e proteger o epitélio intestinal (Junqueira e
Carneiro, 2017). A camada de muco que recobre a superficie do epitélio fornece uma
importante linha de defesa contra danos fisicos e quimicos causados por bactérias, fungos,
virus e protozoarios que podem entrar no intestino, concomitante a ingestdo de alimentos
(Kim e Ho, 2010).

Componentes da mucina podem funcionar como pseudoreceptores para
microrganismos, fazendo com que os mesmos sejam envoltos pela camada de muco e nédo
expressem a sua capacidade patogénica (Kim e Ho, 2010). As mucinas secretadas pelas
células caliciformes podem ser do tipo neutra e acida (sulfomucina e sialomucina) (Corfield
et al., 2001; Deplancke e Gaskins, 2001), sendo 0 muco neutro mais denso que o &cido,
conferindo a este tipo de muco maior capacidade de protecdo e lubrificagdo, quando as
células sdo expostas a fatores abrasivos e irritantes (Silva et al., 2010). Por outro lado, a

camada de muco acida tem a funcao de proteger as células epiteliais, contra a translocagéo
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bacteriana, e essas mucinas parecem ser menos degradadas por glicosidases bacterianas
(Robertson e Wright, 1997).

Pelo menos 20 genes de mucina (MUC) foram identificados em humanos e foram
classificados em dois tipos: mucina secretada e transmembrana (Dharmani et al., 2009). No
genoma de frangos, o gene mucina apresenta homologia com o gene MUC de humanos e
trés tipos foram identificados como mucinas transmembrana (MUC4, MUC13 e MUC16) e
quatro como mucinas secretadas (MUC2, MUC5ac, MUC5B e MUCS6) (Lang et al., 2006).
A mucina 2 (MUC2) e o principal componente do muco intestinal e seus mondémeros
apresentam mais de 5000 aminoacidos em sua estrutura, que consiste em dominios centrais
repetidos em série que sdo ricos em prolina, serina e treonina (Strous e Dekker 1992;
Dharmani et al., 2009).

Os residuos de serina e treonina sdo ligados O-glicosicamente as cadeias laterais dos
oligossacarideos. O conjunto central altamente glicosilado é flanqueado em ambos os lados
pelos dominios ricos em cisteina, incluindo dominio C-terminal e quatro dominios D do
tipo fator de von Willebrand (VWF), que estdo envolvidos na dimerizacdo e
oligomerizacdo, respectivamente, resultando em uma rede de mucina formadora de gel
altamente viscosa (Dharmani et al., 2009). Estudos realizados com camundongos tém
demonstrado que a perda intestinal de MUC?2 afeta a capacidade de protecdo da camada de
muco e causa inflamacdo do co6lon (Van der Sluis et al., 2006). Em frangos, estudos
também tém demonstrado que durante a ocorréncia de doencas entéricas, esses animais
apresentam menor expressdo do gene MUC2, provavelmente como consequéncia dos
severos danos causados na mucosa intestinal (Forder et al., 2012; Kitessa et al., 2014; Chen
et al., 2015). Chen et al. (2015) sugeriram que a expressdo do gene MUC2 na mucosa
intestinal, poderia em partes, funcionar como um potencial biomarcador da barreira
intestinal em frangos.

Outro tipo de célula encontrada na mucosa € a de Paneth, que esta localizada na base
das criptas, e sdo células exocrinas que secretam varias proteinas e peptideos, incluindo as
enzimas lisozimas e defensina (Elphick e Mahida, 2005; Junqueira e Carneiro, 2017). Essas
enzimas apresentam atividade antibacteriana, uma vez que as mesmas produzem
substancias que sdo capazes de digerir a parede de determinadas bactérias (Junqueira e

Carneiro, 2017). Além das células de Paneth, as criptas também apresentam células
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enteroendocrinas, que sao secretoras de hormonios (colecistocinina, secretina, polipeptideo
inibitdrio gastrico e peptideo semelhante ao glucagon 1), que modulam funces
fisiologicas, principalmente, as relacionadas aos processos de digestéo e absorgdo (Eurell e
Frappier, 2012; Latorre et al., 2016; Junqueira e Carneiro, 2017).

Na mucosa intestinal do ileo, encontram-se as células M, que se localizam no epitélio
de revestimento que aparece acima dos nodulos linfaticos das placas de Peyer (Gebert et al.,
1996; Junqueira e Carneiro, 2017). Essas células sdo altamente especializadas para a
fagocitose e transcitose de macromoléculas do lumen do intestino, como antigenos
particulados e microrganismos patogénicos (Gebert et al., 1996; Junqueira e Carneiro,
2017). As células M, ao capturarem os antigenos, transportam-os para os macréfagos e
celulas linfoides subjacentes, para iniciar a resposta imunoldgica (Junqueira e Carneiro,
2017). Assim, o eficiente transporte de antigenos luminais mediado pelas células M, é
considerado como um importante mecanismo inicial na indu¢do de algumas respostas
imunes na mucosa intestinal (Mabbott et al., 2013).

O limite inferior da mucosa é estabelecido por uma fina camada de musculo liso que
constitui a muscular da mucosa. Abaixo da mucosa, encontra-se submucosa, formada por
tecido conjuntivo denso ndo modelado, contendo vasos sanguineos e linfaticos. Apenas no
duodeno, a submucosa contém glandulas, denominadas de glandulas de Brunner, que
secretam muco alcalino para proteger a mucosa duodenal do &cido oriundo do suco gastrico
(Eurell e Frappier, 2012; Junqueira e Carneiro, 2017). Na submucosa, também sdo
encontrados nodulos linfaticos isolados em toda a extensdo do intestino delgado (Junqueira
e Carneiro, 2017). Grandes agregados de nddulos linfaticos permanentes também sdo
encontrados nesta camada, mais especificamente no ileo, formando a placa de Peyer (Eurell
e Frappier, 2012).

A inervacdo da submucosa é realizada pelo plexo nervoso submucoso (de Meissner),
formado por neurdnios sensoriais, que recebem informacgdes de terminacfes nervosas, e
neurdnios efetores que inervam a muscular da mucosa e as células secretoras das criptas
(Nezami e Srinivasan, 2010). As fungdes do plexo submucoso dependem principalmente do
peptideo intestinal vasoativo (VIP) que induz vasodilatacdo e modula a liberacdo de mucina
e a proliferacdo de células caliciformes (Weber et al., 2001; Toumi et al., 2004). Trevizan et

al. (2016) demonstraram em seu estudo com ratos com infecgéo intestinal, que os animais
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apresentaram atrofia da camada submucosa, sugerindo que isso possa estar relacionado
com as mudancas morfofisioldgicas dos neurdnios presentes nesta camada.

Abaixo da submucosa, localiza-se a camada muscular externa, formada por musculo
liso organizado em duas subcamadas: circular interna e longitudinal externa. Entre essas
subcamadas, encontra-se o plexo nervoso mioentérico (de Auerbach) (Junqueira e Carneiro,
2017). Esta camada é responsével pelos movimentos peristélticos do intestino e esta sob o
controle de fibras nervosas colinérgicas parassimpéticas, que estimulam a atividade
muscular, e fibras nervosas adrenérgicas simpaticas que deprimem essa atividade (Eurell e
Frappier, 2012). Estudo tem demonstrado alteracdes na espessura dessa camada do
intestino em decorréncia de infecgdes (Trevizan et al., 2016), possivelmente como resultado
de um estado de hipercontratilidade das células musculares lisas, intencionalmente
alteradas no intuito de aumentar o movimento intestinal, para promover a expulsdo do
parasita dos enterdcitos (Bauer, 2008). A Gltima camada da parede intestinal é a serosa
formada por tecido conjuntivo frouxo revestido por um epitélio simples pavimentoso

denominado mesotélio.

2.0. Digestdo e absorcao de nutrientes em frangos

O processo de aquisicdo e assimilacdo dos nutrientes a partir dos ingredientes que
compdem a racdo é complexo, e envolve o processo de digestdo dos alimentos em
particulas menores (nutrientes), as quais podem ser absorvidas pelo trato intestinal
(Bertechini, 2012). No sistema digestério, mais especificamente no proventriculo, o
alimento ingerido estimula a secrecdo do horménio gastrina, secretado pelas células do
proventriculo (Silva et al., 2014). Esse hormonio por sua vez estimula a produc¢do de acido
cloridrico (HCI), a motilidade do proventriculo, bem como a secrecdo da enzima pepsina
(Silva et al., 2014). Devido ao baixo pH no proventriculo, a enzima amilase se torna inativa
e ocorre o interrompimento da digestdo dos carboidratos.

Por outro lado, a frag@o proteica do alimento sera fragmentada no proventriculo, em
particulas menores por meio da acdo do HCI que desnatura as proteinas expondo suas
ligagBes peptidicas, onde a pepsina exercerd sua acdo (Silva et al., 2014). O processo de
digestdo proteica tem inicio no proventriculo e continua na moela, onde ocorre a trituracéo

e mistura do alimento com as secregdes gastricas. No momento em que 0 quimo deixa a
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moela, a enterogastrona é secretada pelas células do intestino delgado, a fim de inibir a
secrecdo de HCI (Silva et al., 2014). Os produtos parciais da digestdo dos alimentos
(quimo) passam para o duodeno, onde o processo de digestdo continua.

O pancreas sintetiza e secreta enzimas digestivas no duodeno, como a amilase,
proteases (tripsina, quimotripsina, carboxipeptidase A e B, e elastase), lipases, fosfolipase,
colipase e carboxi-éster-hidrolase, responsaveis pela digestdo de carboidratos, proteinas e
lipideos, respectivamente (Guyton e Hall, 2006). A digestdo completa de oligossacarideos,
dissacarideos e pequenos peptideos dependem da acdo de enzimas glicosidases (maltase,
dextrinase e sacarase) e peptidases, localizadas na membrana plasmatica apical dos
enterdcitos (Silva et al., 2014). Essas enzimas atuam sobre esses componentes, até que 0s
mesmos cheguem a sua forma de monossacarideos (glicose, galactose e frutose),
tripeptideos, dipeptideos e aminodcidos livres, que sdo as formas absorvidas pelos
enterdcitos (Silva et al., 2014).

A fracdo lipidica dos alimentos ao atingir o duodeno, estimula a secrecdo de
colecistocinina (CCK), que reduz a motilidade gastrica e estimula a secrecéo de lipase pelo
pancreas, além de estimular a contracdo da vesicula biliar para que a bile seja secretada no
duodeno (Guyton e Hall, 2006). Os lipideos serdo entdo emulsificados pela bile, formando
pequenas goticulas, facilitando assim a sua hidrélise num processo catalisado pelas enzimas
lipase, colipase e fosfolipase A2 (Smulikowska, 1998). Os produtos da hidrolise lipidica
serdo absorvidos pelos enterécitos na forma de micelas, que contém &cidos graxos de
cadeia curta, mono e diacilglicerdis, vitaminas lipossoluveis, colesterol e fosfolipideos
(Furlan e Macari, 2002; Nelson e Cox, 2011). No citoplasma dos enterdcitos, verifica-se
ainda reesterificacdo dos acidos graxos, formando novamente triacilglicerol, que se une a
apolipoproteinas, colesterol livre e esterificado, e a fosfolipideos para formar portomicrons,
que serdo secretados diretamente no sistema porta hepatico (Krogdahl, 1985; Hermier,
1997; Baido e Lara, 2005). Os produtos finais passiveis de absor¢do oriundos da hidrolise
proteica, de carboidratos e lipideos ao serem absorvidos pelo enterocito, serdo
transportados para a corrente sanguinea, que os levam primeiramente para a veia porta e
apos a passagem pelo figado, os nutrientes serdo distribuidos para as demais células

corporais (Silva et al., 2014).
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2.1. Absorcéo de proteinas

O transporte dos di e tripeptideos bem como dos amino&cidos livres, oriundos da
hidrolise proteica, do limen para dentro dos enterdcitos, ocorre por meio de trés
mecanismos: transferéncia passiva por difusdo simples, transferéncia passiva por difusao
facilitada e transferéncia ativa por co-transporte (Frenhani e Burini, 1999).

O mecanismo de transporte passivo pode ocorrer por meio da via celular e
paracelular, enquanto o transporte ativo ocorre somente por via celular (Silva et al., 2014).
O transporte passivo por difusdo simples ocorre principalmente com alguns aminoacidos
livres, ndo havendo gasto de energia celular, e interacdo das moléculas com proteinas
transportadoras na membrana (Frenhani e Burini, 1999). Esse tipo de transporte ocorre a
favor de um gradiente de concentracdo, ou seja, 0 movimento da molécula ocorre do meio
mais concentrado para 0 menos concentrado. De acordo Frenhani e Burini (1999), quanto
mais hidrofobicos forem os aminoacidos (a maioria dos neutros), e quanto maior for o seu
gradiente de concentracdo através da membrana, maior serd a importancia desse tipo de
transporte. Ainda de acordo com Hirts (1993), pequenos peptideos também podem ser
absorvidos por difusdo passiva através da via paracelular e celular, entretanto, este processo
parece ser insignificante por ocorrer em menor quantidade.

O transporte passivo por difusdo facilitada também ocorre predominantemente com
aminoéacidos livres (Frenhani e Burini, 1999). Entretanto, quando comparado ao mecanismo
de difusdo simples, esse tipo de transporte apresenta a vantagem de ser mais rapido, por ser
mediado por transportadores independentes de sodio (Na*) e energia (Cooper, 2000). O
transporte passivo (difusdo simples e facilitada) é importante, uma vez que esse tipo de
transporte pode equilibrar a concentracdo de aminoacidos intracelular e extracelular
(Cooper, 2000).

O transporte ativo ocorre com o0s aminoacidos livres, di e tripeptideos (Frenhani e
Burini, 1999). E mediado por proteinas transportadoras e, neste sistema de transporte,
existe 0 gasto de energia, uma vez que a substancia a ser absorvida sera transportada contra
o gradiente de concentracdo, ou potencial eletroquimico (Cooper, 2000). A energia para
este processo é obtida indiretamente, por meio do gradiente eletroquimico do ion que seja

ativamente co-transportado (Frenhani e Burini, 1999). Neste tipo de transporte, 0S
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aminoacidos livres sdo co-transportados juntamente com o Na’ para o citoplasma dos
enterdcitos, e seu transporte depende do gradiente eletroquimico deste ion, gerado pelo
transporte ativo primario da bomba sodio potassio (Na'/K* ATPase) presente na membrana
basolateral (Hirst, 1993).

Os di e tripeptidios sdo co-transportados através da membrana apical dos enterdcitos
com protons de hidrogénio (H"), e a energia necessaria para esse transporte é obtida, pelo
menos em parte, por meio do gradiente eletroquimico de H* (Silva et al., 2014). Esse
gradiente é gerado e mantido pelo contra transporte do H* com o Na®, que ocorre na
membrana plasmatica apical, realizado pelo trocador sédio hidrogénio isoforma 3 (NHE3) e
pela bomba de Na'/K* ATPase localizada na membrana basolateral (Hirts, 1993). O
transporte ativo dos produtos oriundos da hidrélise proteica assume significativa
importancia no processo de absorcdo, uma vez que € considerado o0 mecanismo
guantitativamente mais eficiente e predominante, e por ser o principal mecanismo para
absorcdo de di e tripeptideos (Silva et al., 2014). Esses sistemas de transporte supracitados
sdo realizados através da membrana plasmatica apical dos enterdcitos.

Seguindo o processo de absorcdo, dentro do citoplasma dos enterdcitos, 0s
dipeptideos e tripeptideos absorvidos serdo hidrolisados por diversas peptidases liberando
0s seus aminoacidos constituintes, que juntamente com o pool de aminoacidos livres
(previamente absorvidos), serdo transportados por meio de diferentes proteinas
transportadoras independente de sédio (difusdo facilitada), através da membrana basolateral
para a corrente sanguinea (Miner-Williams et al., 2014). Estudos sugerem que 0s peptideos
resistentes a hidrolise intracelular, sdo transportados pela membrana basolateral, via
transportador de peptideo independente de H*, cuja identidade molecular ainda ndo é
conhecida (Daniel, 2004; Daniel e Kotra, 2004). Os di e tripeptideos resistentes a hidrolise
citosélica poderdo ser degradados por peptidases plasmaticas soluveis (Foltz et al., 2010).
O processo de absorcdo dos aminoacidos termina na membrana basolateral, onde se verifica
a presenca de diversas proteinas transportadoras, incluindo aquelas que sdo trocadores
obrigatorios de aminoécidos catiénicos (Na'-independente), e aminoacidos neutros (Na'-
dependente) (Krehbiel e Matthews, 2003).

Vale ressaltar que, durante a passagem dos aminoacidos pelo citoplasma dos

enterdcitos, alguns serdo metabolizados pelo proprio enterdcito, para manutencdo do seu
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metabolismo e de suas funcdes (revisado por Alpers, 2000). De acordo com Wu (1998), 0s
aminoacidos, principalmente a glutamina, o glutamato e o aspartato ao invés da glicose
como observado em outros tecidos biologicos, sdo 0s principais combustiveis para o
intestino delgado. Assim como para 0s demais nutrientes, apds o completo processo de
absorcéo, os aminoacidos livres ndo metabolizados pelo enterdcito serdo recuperados na
veia porta, e capturados pelo figado, onde serdo parcialmente metabolizados ou liberados
na circulacdo periférica, seguindo para as demais células e tecidos corporais (Krehbiel e
Matthews, 2003; Silva et al., 2014).

2.2. Transportadores de pequenos peptideos e aminoacidos livres

Os transportadores de pequenos peptideos e aminoacidos livres sdo proteinas
associadas a membrana celular, que permitem a translocacdo de substratos para dentro e
fora das células (Matthews, 2000). No intestino delgado, existem diferentes transportadores
de aminoécidos, que de acordo com Hyde et al. (2003) séo classificados como sendo
sistemas distintos, dependendo da especificidade e afinidade pelo substrato, do mecanismo
de transporte e das propriedades reguladoras. Assim, na membrana apical dos enterocitos,
existem os transportadores dependentes de Na* (transporte ativo) e independentes de Na*
(transporte facilitado), e também transportadores dependentes de outros ions como, por
exemplo, o hidrogénio (H") e o cloro (CI") (Matthews, 2000).

Segundo Ganapathy e Leibach (1985), a funcdo do Na* no transporte de aminoécidos
é aumentar a afinidade do transportador pelo aminoécido, sem afetar a velocidade méaxima
do mesmo. Entre os sistemas de transporte dependentes de Na* presentes na membrana
apical, pode-se citar alguns exemplos sendo eles: sistema A, ASC, Beta, IMINO, Gly, PHE
e B®, que séo especificos para a maioria dos aminoacidos neutros (Matthews, 2000). Dentre
os sistemas independentes de Na® pode-se citar o sistema b* (Matthews, 2000; Broer,
2002). Na membrana basolateral, sistemas dependentes e independentes de Na®, também
sdo encontrados, dentre estes estdo os sistemas y*, y'L e L (Bréer, 2002).

O transporte através da membrana basolateral dos enterGcitos assume grande
importancia metabdlica, ndo somente por realizar o efluxo dos aminoéacidos para fora das
células, mas também por mediar o influxo de aminoacidos (do sangue para a célula) (Broer,

2008). Uma vez que estes transportadores sdo projetados para manter os niveis de
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aminoacidos intracelulares para o seu proprio metabolismo, principalmente durante
periodos entre refeicdes (Broer e Broer, 2017). Os transportadores de peptideos e
aminoacidos, bem como sua localizacdo e funcdo, abordados nessa revisao de literatura,

estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Transportadores de peptideos e aminoacidos utilizados neste estudo

Transportador Abreviacao Familia Localizagdo Funcéo
Transportador de PepT1 SLC15A1 MA Transporte de di
peptideos 1 tripeptideos
Transportador de  BYAT1 SLC6A19 MA Transporte
aminoacidos neutros 1 aminoacidos neutros
Transportador de CAT-1 SLC7A1 MA e MB Transporte
aminoéacidos aminoéacidos catibnicos
cationicos 1

Transportador de y'LAT1 SLC7A7 MB Transporte
aminoacidos neutros e aminoacidos cationicos
catidnicos 1 e neutros

MA - membrana apical; MB - membrana basolateral.

2.2.1. Transportador de peptideos 1 PepT1 (SLC15A1)

O PepT1 pertence a familia de transportadores de oligopeptideos acoplados a prétons
(POT) (Agu et al., 2011) (Figura 3). E 0 membro um (1) da familia 15 de carreadores de
solutos (SLC15A1), sendo caracterizado como um transportador de baixa afinidade, mas de
alta capacidade, presente principalmente na membrana apical do enterdcito (Ogihara et al.,
1996; Hu et al., 2008; Smith et al., 2013; Zwarycz e Wong, 2013). Esse transportador é
responsavel pela absorcio de pequenos peptideos intactos acoplada com H™, principalmente
di e tripeptideos, a partir do lumen intestinal para o citoplasma dos enterdcitos (Hu et al.,
2008). Como o potencial elétrico das células é negativo, a molécula de H* tende a entrar
nas células, acoplando a entrada de di e tripeptideos via PepT1 (Krehbiel e Matthews, 2003;
Spanier e Rohm, 2018).

O gradiente eletroquimico do H* extracelular e intracelular que dirige a atividade do
PepT1, é reestabelecido por uma funcdo combinada do trocador sodio hidrogénio isoforma
3 (NHE3), presente na membrana apical, e da bomba Na’/K® ATPase presente na

membrana basolateral. A bomba Na'/K* ATPase reestabelece o nivel de Na* intracelular o
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qual esta reduzido pela troca Na*/H", e pelo transporte de aminodacidos livres dependentes
de sodio (Gilbert et al., 2008). Assim, a capacidade 6tima de absorcdo intestinal deste
transportador, depende do funcionamento adequado do trocador sédio hidrogénio (NHE3) e
da bomba Na'/K* ATPase (Watanabe et al., 2005).

Esse transportador de pequenos peptideos apresenta importancia nutricional, devido a
sua funcdo na absorcdo intestinal de pequenos peptideos da dieta, e por seu papel na
reabsorcdo de aminodcidos ligados a peptideo do filtrado glomerular no rim (Hu et al.,
2008). O Peptl ainda apresenta consideravel importancia para a farmacologia, em funcgéo
da sua afinidade por algumas drogas, com estrutura de peptideos, como por exemplo, o -
lactam e a cefalosporina (Matthews, 2000).

Em frangos, a menor expressdo do gene PEPT1 foi detectada no proventriculo,
cérebro, coracdo, bursa de Fabricius, pulmao, rim e figado, sendo a maior expressdo desse
gene observada no intestino delgado (Zwarycz e Wong, 2013). Chen et al. (1999) também
observaram maior nivel de expressdao do gene PEPTL no intestino delgado de frangos,
suinos e ruminantes. Gilbert et al. (2007) observaram maior quantidade de RNA
mensageiro (MRNA) PEPT1 no duodeno quando comparado com o ileo, enquanto a
guantidade de mRNA PEPT1 no jejuno foi intermediaria. No célon de humanos sob
condi¢Bes normais, a expressdo do PEPT1 é baixa ou quase nula, contudo nos pacientes
com doenca inflamatdria intestinal, a expressdo compensatdria do PEPT1 pode permitir a
absorcéo efetiva de aminoacidos da dieta, ou ainda ser util para o tratamento de pacientes
com sindrome do intestino curto, utilizando solugdes de nutricdo enteral com hidrolisados
proteicos (Daniel, 2004).

De acordo com Gilbert et al. (2008), a expressdo e atividade funcional do PepT1 é
estimulada pelo nivel e qualidade da proteina presente na dieta, bem como pela presenca de
peptideos e de alguns aminoacidos seletivos. Assim, esses autores sugerem que o PepT1 é
sensivel as mudancas na quantidade e composicdo de proteina da dieta. Adibi (2003),
sugere que a regulacdo do PepT1, pelo substrato dietético, parece ocorrer por meio do
aumento da estabilidade do mRNA e da taxa de transcrigdo génica. Outros fatores também
podem regular a expressao e funcdo do PepT1, como por exemplo, horménios (insulina e

leptina), idade, ciclo circadiano e doencas que acometem o intestino (Gilbert et al., 2008).
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Segundo Silva et al. (2014), animais em jejum apresentam maior expressdo desse
gene, possivelmente como uma forma de hierarquizar a absor¢do de aminoécidos em
detrimento de outros componentes nutricionais, como por exemplo, a glicose, ja que a
mesma pode ser suprida por meio de vias gliconeogénicas. Ainda Barbot et al. (2003),
demonstraram que ratos parasitados com o protozoario intestinal Cryptosporidium parvum,
apresentaram maior expressdo do gene PEPT1 no intestino delgado, no pico da infeccéo.
Além disso, esses autores também demonstraram que a expressdo proteica foi mantida

durante a infeccéo.

2.2.2. Transportador de aminoacidos neutros 1 dependente de sédio B°’AT1 (SLC6A19)

O transportador B°AT1 é um membro da familia SLC6 de transportadores
transmembrana, que inclui transportadores de aminoacidos e neurotransmissores, estando
envolvidos com varias fungdes fisiologicas (Bala et al., 2013) (Figura 3). Dentre as suas
funcdes conhecidas, estdo a captacdo de neurotransmissores na sinapse, o transporte de
aminoacidos neutros no intestino e a reabsorcdo de aminoacidos neutros nas células renais
(Bala et al., 2013). Esse transportador € encontrado, principalmente, na membrana apical
dos enterdcitos, e sua expressdo aumenta do duodeno para o ileo (Terada et al., 2005). Este
transportador promove a translocagéo dos seus substratos numa reacdo dependente de Na™ e
independente de cloro (CI) (Broer et al., 2004).

O B°AT1 ¢ responsével pelo transporte ativo de muitos aminoacidos neutros para o
citoplasma dos enterécitos (Fairweather et al., 2015). De acordo com Bréer (2009), o
B°AT1 é capaz de transportar oito dos dez aminoécidos essenciais, nomeadamente a
leucina, isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, triptofano, treonina e histidina. Através
de mecanismos de controle Unico, para ser expresso na membrana plasmatica da célula e
ser funcional, o B°AT1 é co-expresso com a enzima conversora de angiotensina 2 ao longo
de todo o intestino delgado (Camargo et al., 2009). Estudo tem demonstrado que o B°AT1
parece ser o principal transportador que absorve amino&cidos neutros no intestino,
sugerindo que na auséncia do B°’AT1 uma deficiéncia seletiva de aminoacidos neutros pode
ocorrer no organismo (Broer et al., 2011). E isso poderia ser usado para compreender o

papel dos aminoacidos neutros na regulacdo metabolica (Broer et al., 2011).
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De acordo com Kleta et al. (2004) e Broer et al. (2011), mutacdes no gene B°AT1,
causam a doenca de Hartnup, um disturbio caracterizado pela mé absor¢do dos aminoacidos
neutros. O conhecimento sobre a regulacdo dos transportadores de aminodcidos livres é
limitado, entretanto, Jando et al. (2017), sugerem que a expressdo do gene B’°AT1 possa ser
regulada pela ingestdo de dieta rica em proteinas e aminoacidos. Zhang et al. (2017),
observaram em seu estudo, que frangos suplementados com DL-metionina apresentaram
maior expressdo do gene B°AT1 no jejuno. Estudos tém demonstrado menor expressio
desse gene no intestino delgado de frangos com coccidiose, possivelmente como
consequéncia do menor consumo de racdo e da maior destruicdo celular observada no
intestino (Su et al., 2014; Miska e Fetterer, 2017; Miska e Fetterer, 2018).

2.2.3. Transportador de aminodacidos catiénicos 1 (CAT-1) (SLC7A1L)

O CAT-1 é um transportador de aminoacidos cationicos (arginina, lisina, ornitina e
histidina), independente de Na*, membro do sistema de transporte y*, pertencente a familia
de transportadores SLC7 (Closs et al., 2006) (Figura 3). Segundo Hatzoglou et al. (2004), a
expressao desse transportador varia nos diferentes tecidos e tipos celulares, podendo ser
modulado de maneira especifica ao tipo celular, por diversos estimulos, incluindo a
proliferacdo celular, fatores de crescimento, citocinas, hormoénios e nutrientes. O CAT-1
apresenta a mais pronunciada trans-estimulacéo (estimulo do transportador por substratos
no lado oposto da membrana), dentre os outros transportadores constituintes do sistema y*
(Hatzoglou et al., 2004). Dessa forma, Closs et al. (2006) sugerem que um dos principais
determinantes da atividade desse transportador € a trans-estimulacéo.

Em frangos, 0 CAT-1 é expresso no figado, bursa de Fabricius (Humprey et al., 2004)
e intestino delgado (Gilbert et al., 2007). O CAT-1 esta localizado tanto na membrana
apical, como na membrana basolateral dos enterdcitos, sendo caracterizado como um
transportador de alta afinidade pelo substrato, mas com baixa capacidade (Krehbiel e
Matthews, 2003). O CAT-1 realiza sua fungéo atraves do transporte facilitado bidirecional
(Krehbiel e Matthews, 2003). Na membrana apical, 0 CAT-1 transporta 0s aminoacidos do
limen intestinal para o citoplasma dos enterdcitos (Krehbiel e Matthews, 2003), e na
membrana basolateral, os aminoacidos sdo transportados de modo unilateral da corrente

sanguinea para o citoplasma do enterocito (Krehbiel e Matthews, 2003).
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Além de exercer importante papel na absorcdo de aminoacidos, 0 CAT-1 também esta
envolvido na sintese do 6xido nitrico, uma vez que este é o principal sistema de transporte
de aminoé&cidos catibnicos, para regular o suprimento intracelular de arginina para as
enzimas oOxido nitrico sintase (NOS) (Yuan et al., 2015). Estudo tem sugerido que a
arginina esteja envolvida na regulacdo do CAT-1 nas células intestinais de frangos, devido
ao aumento no nivel de mRNA e da proteina do CAT-1 observado em frangos
suplementados com arginina (Yuan et al., 2015).

2.2.4. Transportador de aminoécidos neutros e catiénicos 1, y'LAT1 (SLC7A7)

O y'LAT1 é um transportador de aminoécidos pertencente ao sistema y*L, membro
da familia de transportadores SLC7, e estd presente na membrana basolateral dos
enterécitos (Krehbiel e Matthews, 2003) (Figura 3). Este transportador apresenta alta
afinidade por aminoacidos catidnicos e neutros, e na presenca de Na* a afinidade deste
transportador por aminoacidos neutros torna-se maior (Broer, 2008; Broer e Palacin, 2011).
O Yy'LAT1 apresenta atividade funcional quando estd associado com a proteina de
membrana 4F2 de cadeia pesada (4F2hc), formando um complexo heterodimérico via
ligac&o dissulfeto (Torrents et al., 1998). Tanto 0 y'LAT1 quanto o 4F2hc sado expressos no
intestino e rim (Wagner et al., 2001; Verrey et al., 2004).

O y'LAT1/4F2hc é caracterizado como um transportador que realiza um mecanismo
de troca obrigatoria, transportando aminoacidos cationicos (independentes de Na'), e
aminoéacidos neutros (dependentes de Na") através da membrana basolateral dos enterdcitos
(Broer, 2008; Broer e Palacin, 2011). Dessa forma, o y'LAT1 medeia o efluxo dos
amino&cidos catidnicos do meio intracelular para a corrente sanguinea, em troca do influxo
de aminoacidos neutros da corrente sanguinea para o meio intracelular (Krehbiel e
Matthews, 2003). Estudo tem demonstrado que a suplementacdo de arginina melhora a
expressdo do gene y'LAT1 no jejuno de suinos (Yin et al., 2014).

Em humanos, mutagdes no gene y'LAT1 causam intolerancia a proteina lisindrica,
gue é uma desordem caracterizada pelo transporte defeituoso dos aminoacidos cationicos,
causando falhas no crescimento, hepatoesplenomegalia, osteoporose, hiperamonemia pos-

prandial e aversdo a proteinas da dieta (Mykkanen et al., 2000). Em frangos, Su et al.
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(2014) demonstraram gue a infeccéo intestinal causada por protozoario do género Eimeria,

reduz a expressdo do gene y'LAT1 no intestino delgado.

Limen Transporte Dipeptideo e
Paracelular Tripeptideo Borda em escova

il 6000
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Figura 3 - Transportadores de aminoécidos e peptideos presentes ha membrana apical e
membrana basolateral dos enterdcitos presentes no intestino delgado, abordados neste
trabalho. AA — aminoécidos; AA* - aminoacidos cationicos; AA° - aminoacidos neutros;
B°AT1 — transportador de aminoécidos neutros 1; CAT-1 — transportador de aminoécidos
catiébnicos 1; NHE3 — trocador sddio hidrogénio isoforma 3; Peptl — transportador de
peptideos 1; Y'LAT1/4F2Fhc - transportador de aminoécidos neutros e catidnicos
1/proteina de membrana 4F2 de cadeia pesada. (Fonte: Autora do trabalho).

2.3. Caracteristicas do transporte de pequenos peptideos e aminoacidos livres

O mecanismo de absorgdo dos pequenos peptideos e dos amino&cidos livres apresenta
algumas propriedades distintas, relacionadas principalmente com o sistema de transporte
(Gilbert et al., 2008). Estudos tém demonstrado que pequenos peptideos intactos (2-3
peptideos) podem ser transportados de forma muito mais eficiente, em relagdo aos
aminoéacidos livres (Chen et al., 2002; Dabrowski et al., 2003; Daniel, 2004). O transporte
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de aminoéacidos livres € realizado por diversos tipos de proteinas transportadoras, € um
processo saturavel e exibe alta especificidade entre substrato e transportador (Gilbert et al.,
2008). Ainda, o transporte dos aminoacidos livres possui velocidade de absorc¢ao especifica,
para cada aminoacido, de acordo com a afinidade dos mesmos pelos transportadores
(Frenhani e Burini, 1999).

Por outro lado, di e tripeptideos s@o transportados principalmente pelo transportador
PepT1, que potencialmente pode transportar 400 dipeptideos e 8000 tripeptideos, que
resultam da combinacéo dos 20 diferentes aminoacidos da dieta (Daniel, 2004). O PepT1 é
especifico para di e tripeptideos, sendo independente e distinto do sistema de transporte de
aminoacidos livres, ndo existindo competicdo entre peptideos e aminoacidos livres, apenas
entre peptideos (Frenhani e Burini, 1999). O gasto energético para transportar 0s
aminoacidos livres € 0 mesmo que o observado para transportar di e tripeptideos,
mostrando maior eficiéncia energética corporal quando se absorve di e tripeptideos (Daniel,
2004).

Alguns aminoacidos livres apresentam afinidade por mais de um transportador,
podendo existir competicdo entre alguns aminoacidos com estruturas semelhantes
(Frenhani e Burini, 1999). Essa competicdo resulta na inibicdo da absor¢do do aminoacido
que estiver em menor concentracao, causando desequilibrios na quantidade de aminoéacidos
a ser suprida no organismo, podendo ocasionar anorexia e reducdo no crescimento do
animal, seja por excesso ou deficiéncia moderada de pelo menos um aminoéacido (Silva et
al., 2014). Por outro lado, a absorcdo de peptideos ocorre de forma mais rapida e eficiente
(Matthews e Adibi, 1976), dessa forma, a quantidade total de cada aminoacido absorvido na
forma de di e tripeptideos é consideravelmente maior que a quantidade absorvida sob a
forma de aminoéacidos livres (Frenhani e Burini, 1999).

Segundo Krehbiel e Matthews (2003), aproximadamente 85% de todo aminoacido
presente no lumen intestinal s&o absorvidos pelos enterdcitos na forma de pequenos
peptideos. Kodera et al. (2006), utilizando ratos, demonstraram que 0S pequenos peptideos
presentes no hidrolisado de proteina de soja, foram absorvidos mais rapidamente no sangue
portal apos infusdo no duodeno, do que aqueles representando uma mistura de aminoacidos
livres ou de proteina intacta, com a mesma composi¢do de aminoacidos. Esses autores

sugeriram que isso possa ocorrer devido ao fato de que o sistema de transporte intestinal
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para pequenos peptideos é separado daqueles para aminoacidos livres (Sleisenger et al.,
1976; Kodera et al., 2006).

De acordo com Gilbert et al. (2008) uma maior quantidade de aminoacido ¢é absorvida
no intestino delgado proximal, quando a proteina infundida esta na forma de hidrolisado ao
invés da sua forma intacta, sugerindo que aminoacidos na forma de peptideos estdo mais
prontamente disponiveis para absor¢do. Adicionalmente, a absorcdo de peptideos é
resistente as mudancas na dieta, por exemplo, em casos de desnutricdo proteico-energética
verifica-se uma reducdo na absorcdo de leucina, mas a absorcdo do dipeptideo glicina-
leucina ndo € afetada (Matthews e Adibi, 1976). Sabe-se ainda que o transporte de
dipeptideos ¢ menos afetado por problemas de agressdes a mucosa intestinal, comparado
com os transportadores para aminodacidos livres (Adibi, 2003, Barbot et al., 2003).

Em casos de doencas ou desafios que possam levar a reducdo absortiva pelos
enterdcitos, a administracdo de di e tripeptideo poderia atuar como fator de prevencdo de
desnutricdo proteica. Isso porque, verifica-se que o PepT1 apresenta maior resiliéncia no
intestino, mantendo a expressao e funcionalidade, mesmo sob condic¢do de dano intestinal
(Gilbert et al., 2008).

3.0. Metionina: na forma livre (DL-Met) e de dipeptideo (DL-MMet)

Diante do atual cenério da avicultura mundial, onde existe a recorrente necessidade
de se produzir carne de elevado valor nutricional em menor periodo de tempo, fica evidente
a necessidade de compreender melhor como os aminoacidos (formadores de proteinas),
estdo envolvidos no desempenho produtivo das aves. Assim, mais importante do que a
quantidade de proteinas fornecida na dieta, é a qualidade deste nutriente, ou seja, o perfil de
aminoéacidos desta proteina (Costa et al., 2014). Isto porque as aves apresentam exigéncias
nutricionais dos aminoacidos essenciais que compdem a proteina da dieta, além de
necessitarem de uma quantidade de nitrogénio amino suficiente, para a biossintese de
aminoacidos n&o essenciais (Costa et al., 2014).

Nas dietas de frangos formuladas geralmente a partir de milho e farelo de soja, a
metionina € o primeiro aminodcido limitante, além disso, essa ordem de limitacdo da
metionina esta relacionada a outros fatores, como a maior exigéncia deste aminoacido para

a formacdo das penas, e devido ao seu maior metabolismo no trato gastrointestinal,
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pancreas, baco e figado (Oliveira-Neto, 2014). Além de ser limitante nas dietas de frangos,
a metionina é um aminoacido sulfurado essencial, j& que 0 mesmo nao € sintetizado pelo
corpo em quantidade e/ou velocidade suficiente e, portanto, deve ser obtido a partir da dieta
(Brosnan e Brosnan, 2006).

A metionina é um aminoacido proteogénico responsavel pelo inicio da traducdo de
proteinas, envolvidas em diversas fun¢des no organismo do animal, incluindo a promogao
do crescimento (deposi¢cdo de mdsculos), formacdo das penas, precursora de cisteina
através da doacdo de enxofre, precursora de importantes componentes corporais, dentre
estes 0 componente antioxidante glutationa (GSH) e S-adenosilmetionina (SAM) (Oliveira-
Neto, 2014). Este ultimo composto (SAM) serve primariamente como um agente doador de
grupos metil, sendo que essas metilagcbes sdo essenciais para a biossintese de diversos
compostos celulares, incluindo a creatina, carnitina e proteinas (Stipanuk, 2004). Além
dessas funcdes, estudos tém evidenciado a funcdo antioxidante da metionina, bem como o
possivel envolvimento deste aminoacido com o sistema imune (Tsiagbe et al., 1987;
Grimble, 2006; Luo e Levine, 2009; Swain e Johri, 2010; Mirzaaghatabar et al., 2011;
Martinez et al., 2017).

Assim, devido a essencialidade, alta exigéncia nutricional dos animais e aos papéis
cruciais da metionina para os processos fisiologicos e metabdlicos, a suplementacdao deste
aminoacido por meio de fontes industriais na dieta de aves, é importante para se atingir o
méaximo desempenho animal. As principais fontes comerciais disponiveis deste aminoacido
geralmente utilizadas nas dietas sdo: L-metionina (L-Met, 99%), DL-metionina (DL-Met,
99%) e precursor de metionina hidroxi andloga (MHA, 88%) (Oliveira-Neto, 2014). A
forma L-metionina é a forma natural da metionina que pode ser usada diretamente pelos
animais, enquanto que as outras duas fontes sdo compostas de uma mistura racémica de
isdbmeros dextrogiro (50%) (D) e levogiro (50%) (L) (Dilger e Baker, 2007). Como 0s
animais utilizam apenas os isdbmeros L para a sintese de proteinas, é necessario que 0s
isdbmeros D, sejam metabolizados nas células para serem transformados em seus respectivos
L-isdmeros (Dilger e Baker, 2007). A diferenca entre a forma bL-Met e MHA esté na sua
estrutura quimica, onde a primeira forma contém um grupo amina, enquanto a forma MHA
tem um grupo hidroxila que devera ser substituido metabolicamente pelo grupo amina, para

se tornar efetivamente uma molécula de metionina (Oliveira-Neto, 2014). Dilger e Baker
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(2007), ao compararem os efeitos das fontes bL-Met e L-Met sobre o desempenho de
frangos, concluiram que a DL-Met é t&o eficiente quanto a L-Met, e que a bL-Met mostrou
100% de eficiéncia em relacdo a L-Met. Estudos comparando as fontes bL-Met e MHA,
concluiram que a eficacia relativa do MHA foi menor que da bL-Met (Lemme et al., 2002;
Meirelles et al., 2003).

Recentemente, outra potencial fonte de suplementacdo de metionina surgiu no
mercado, que é o aminoacido metionina na forma de dipeptideo (DL-metionil-DL-metionina
95%, AQUAVI® Met-Met). Essa fonte sintética de metionina foi produzida inicialmente
com foco especifico na alimentacdo de camar@es e outros crustaceos, isso porque uma das
principais caracteristicas desta fonte é a sua menor solubilidade em &gua, quando
comparada a DL-metionina, e ndo € lixiviado com tanta facilidade. Os dipeptideos, de modo
geral, sdo considerados como uma inovacao, para formular dietas completas e balanceadas
para as diferentes espécies animais (Dabrowski et al., 2003; Dabrowski et al., 2005;
Mamaug et al., 2012; Silva et al., 2016).

Poucos estudos sobre a utilizacdo de dipeptideos de metionina estdo disponiveis na
literatura, dentre estes, estdo os estudos realizados com rato (Chen et al., 2018), peixe
(Dabrowski et al., 2005; Mamaug et al., 2012) e tecidos da glandula mamaria de bovinos
(Yang et al., 2015; Wang et al., 2018). Os resultados de Mamaug et al. (2012)
demonstraram que tanto a metionina na forma livre como na forma de dipeptideo, podem
ser igualmente utilizadas pelas larvas e formas juvenis de peixe (Pagrus major). Dabrowski
et al. (2005) sugeriram que, para trutas, os aminoacidos dados inteiramente como
dipeptideos poderiam sustentar o crescimento dos peixes.

Contudo, em frangos, os dados sdo limitados, Silva et al. (2016) e Mencalha et al.
(2016) determinaram a bioeficacia das fontes de L-metionina 99% (L-Met), DL-metionil-DL-
metionina 95% (Met-Met), e MHA, em comparacdo com a DL-metionina 99% (DL-Met),
nas fases inicial e de crescimento. Em ambos os estudos, esses autores concluiram, que néo
houve diferenga na biodisponibilidade da L-Met, bL-Met e Met-Met. Entretanto, a fonte

MHA apresentou menor bioeficacia em ambas as fases avaliadas.
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3.1. Absorcéo e transporte da metionina na sua forma livre (DL-Met) e de dipeptideo (DL-
MMet)

Como revisado por Mastrototaro et al. (2016), a absor¢do intestinal da pDL-Met é
muito eficiente, sendo que apenas 4% da DL-Met ingerida pode ser recuperada nas excretas
de frangos de corte (provavelmente como perda endogena). O sitio primario da absorcdo da
metionina é o intestino delgado (Zhang, 2016). O transporte intestinal durante a absor¢ao
da metionina atraves da membrana apical e basolateral dos enterdcitos é realizado por meio
de varios sistemas de transporte de aminoacidos neutros (Mastrototaro et al., 2016) (Figura
4). Dentre estes, podemos citar o transportador B’AT1 e y'LAT1, presentes na membrana
apical e basolateral dos enterécitos, respectivamente (Broer, 2009; Mastrototaro et al.,
2016).

Como a metionina é um aminoacido neutro, ela é absorvida através da membrana
apical do enterdcito, num processo dependente de energia e de Na', mediado pelo
transportador B’AT1 (Brder, 2009; Mastrototaro et al., 2016). Esse transportador também é
denominado como o sistema preferencial para a absor¢do de metionina, isso porque 0
B°AT1 tem afinidade relativamente maior para aminoacidos com cadeia lateral mais longa
como a metionina, fenilalanina e L-leucina (Broer, 2008). A metionina pode ainda ser
transportada da corrente sanguinea para o interior do enterdcito, por meio do sistema de
transporte y'LAT1/4F2hc (Mastrototaro et al., 2016).

Esse processo de influxo pode contribuir para a disponibilizacdo de metionina para as
células do intestino, o que pode estimular 0 metabolismo da metionina nos enterdcitos
(Mastrototaro et al., 2016). Ja o efluxo de metionina pela membrana basolateral é limitado a
guase uma Unica proteina transportadora, denominada transportador de aminoacidos tipo L
4 (LAT4) (Guetg et al., 2015; Mastrototaro et al., 2016). Assim como outros pequenos
peptideos, o dipeptideo de metionina é absorvido intacto através da membrana apical do
enterdcito, principalmente pelo PepT1, num processo dependente de energia e H* (Figura
4) (Frenhani e Burini, 1999; Wang et al., 2017). No citoplasma do enterocito, essa molécula

sera hidrolisada para a sua forma livre.
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Figura 4 - Esquema de absorcdo do aminoacido metionina na sua forma livre (Met) e na
forma de dipeptideo (Met-Met) na membrana apical e basolateral do intestino delgado. AA”
- aminodcidos catidnicos; AA® - aminoacidos neutros; ASCT?2 - transportador de alanina,
serina e cisteina; ATB®" - transportador de aminoécidos ATB®*; B’AT1 — transportador de
aminoécidos neutros 1; B®*AT - transportador de aminoécidos neutros e catiénicos
independente de Na*; IMINO — transportador de iminoacido; LAT1/2 — transportador de
grandes aminoacidos neutros subunidade 1 e 2; LAT4 - transportador de grandes
aminoécidos neutros subunidade 4; PepT1 — transportador de peptideos 1; SNAT1/2 —
transportador de aminoacidos neutros 1/2 dependente de Na*; y"LAT1 — transportador de
aminoacidos neutros e catiénicos 1; CI" - cloro; Cys — cisteina; lle — isoleucina; Leu —
leucina; Na* - sddio; Phe — fenilalanina; Pro - prolina. (Fonte: Adaptado de Mastrototaro et
al., 20146).

4.0. Coccidiose em frangos

A doenca intestinal denominada como coccidiose aviaria, € um dos principais
problemas sanitérios vivenciados na industria de frango, e que gera grandes prejuizos nesse
setor (Chapman, 2014; Gyorke et al., 2016). Uma vez que, além do custo para prevenir a

doenca, esta provoca uma redugdo considerdvel no desempenho produtivo das aves
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(McDougald, 1998; Chapman, 2014; Shirley et al., 2004). Essa doenca € causada por varias
espécies do protozoario intestinal pertencentes ao género Eimeria (familia Eimeriidae) e
filo Apicomplexa (Menezes, 2018). Os protozoarios pertencentes a este filo sdo parasitas
intracelulares obrigatorios, caracterizados por conterem complexo apical com organelas
especializadas Unicas (micronemas, roptrias, granulos densos e anéis conoides e polares)
(Min et al., 2004; Menezes, 2018). Esse complexo é que fornece a estabilidade estrutural
necessaria durante o processo de invasdo das células hospedeiras, proliferacéo,
sobrevivéncia do parasita e a progressdo do seu ciclo (Min et al., 2004; Hu et al., 2006;
Morrison, 2009).

As espécies de Eimeria sdo hospedeiras-especificas e sete sdo as espécies de Eimeria
reconhecidas que infectam especificamente as aves: E. acervulina, E. maxima, E. mitis, E.
praecox, E. brunetti, E. necatrix e E. tenella (Shirley et al., 2005). Essas espécies sdo sitios-
especificas e o grau de patogenicidade varia de acordo com a espécie infectante, bem como
pela carga genética e idade das aves (Lillehoj e Trout, 1993). As espécies de Eimeria
altamente patogénicas sdo a E. brunetti, E. maxima, E. necatrix e E. tenella, as levemente
patogénicas incluem a E. acervulina e E. mitis, enquanto que a E. praecox é considerada a
menos patogénica (Chapman, 2014; Morris et al., 2007). Todas essas espécies de Eimeria
penetram no epitélio intestinal das aves, destruindo-o e causando sintomas em maior ou
menor grau que varia de acordo com sua patogenicidade (Morris et al., 2007). Os sintomas
dos animais com coccidiose incluem diarréia mucosa a sanguinolenta, despigmentacao da
pele, desidratacdo, anorexia, ma absorcdo de nutrientes e reducdo do ganho de peso, com
prejuizos diretos sobre o desempenho produtivo dos animais (Ruff et al., 1976; Allen,
1987; Chapman, 2014; Miska e Fetterer, 2018). A mortalidade devido & coccidiose €
geralmente rara, entretanto, as lesdes causadas nas células epiteliais do intestino podem
tornar o animal mais susceptivel as infec¢bes secundarias, o que pode causar a mortalidade
das aves (Ursula, 2011).

Cada especie de Eimeria infecta uma porg¢éo distinta do intestino. A infeccdo causada
pela E. acervulina e E. praecox localiza-se no duodeno, E. maxima e necatrix infectam o
jejuno e ileo, E. brunetti infecta o ileo e intestino grosso, E. mitis infecta o ileo, e a E.

tenella infecta o ceco (Chapman, 2014). As aves sdo tipicamente expostas a varias espécies
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de Eimeria, sendo que a E. acervulina, E. maxima, E. praecox, E. mitis e E. tenella séo as

mais comumente encontradas na producéo de frangos de corte (Sun et al., 2009).

4.1. Ciclo de vida das Eimeria spp.

O tempo do ciclo de vida desses protozoarios varia de acordo com a espécie, sendo
que, normalmente, o periodo médio de conclusdo do ciclo leva cerca de quatro a seis dias
(Rasheed, 2012). O ciclo de vida das Eimeria spp. € complexo, sendo desenvolvido em um
unico hospedeiro (mondxeno) e consiste de dois estagios: estagio exdgeno que ocorre no
meio ambiente (esporulacdo), e estdgio enddgeno que se desenvolve no hospedeiro
(reproducdo assexuada e sexuada) (Figura 5) (Menezes, 2018).

O ciclo biolégico das Eimeria spp. tem inicio quando o animal ingere oocistos
esporulados contendo a forma infectante (esporozoitos), presente na cama, excretas e agua
contaminada (Menezes, 2018). Apds a ingestdo, o microambiente da moela e do
proventriculo estimulam a ruptura da parede dos oocistos com consequente liberagdo dos
esporocistos (Min et al., 2004; Quiroz-Castafieda e Dantan-Gonzalez, 2015). No Iumen do
intestino delgado, os esporocistos serdo hidrolisados pela tripsina guinase tendo 0s seus
esporozoitos liberados, uma forma movel que invade e destrdi as células da mucosa
intestinal, dando inicio ao seu ciclo celular reprodutivo (Allen e Fetterer, 2002; Menezes,
2018). No epitélio intestinal, o parasita passara por uma série de divisdes assexuadas
(esquizogonia), resultando na formacdo de esquizontes que podem liberar centenas de
merozoitos que infectam células hospedeiras vizinhas (Allen e Fetterer, 2002). Este ciclo
assexual pode ser repetido varias vezes, causando patologia quando os parasitas se
desprendem de enterdcitos. Subsequentemente a invasdo das novas células epiteliais, 0s
merozoitos se diferenciam em micro (gameta masculino) e macrogametas (gameta
feminino), e entdo esses gametas vdo se reproduzirem, dando inicio a fase sexuada
(gametogénese) do ciclo (Allen e Fetterer, 2002; Min et al., 2004; Chapman, 2014). O
macrogameta € fecundado pelo microgameta para produzir zigotos, que mais tarde se
diferenciam em oocistos ndo esporulados, e sdo liberados no lumen intestinal sendo, em
seguida, excretados para o ambiente pela ave (Allen e Fetterer, 2002). A partir deste
momento, inicia-se a fase exdgena (esporogonia) que ocorre num periodo minimo de 24

horas, mediante algumas condicOes determinantes de temperatura, umidade e oxigénio,
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resultando em oocistos esporulados que séo totalmente infecciosos (Allen e Fetterer, 2002;
Menezes, 2018).

Ciclo de vida das Eimeria spp.
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Figura 5 - Ciclo de vida biolégico das Eimeria spp. (Fonte: Adaptado de Shelk, 2018).

4.2. Efeitos das Eimeria spp. sobre as células intestinais

Durante o desenvolvimento enddgeno das Eimeria spp. no hospedeiro, dependendo
da magnitude da infeccdo, podem ocorrer lesdes intestinais leves a graves e patologia
significativa (Chapman, 2014). O que pode causar inflamacéo e significativas modificacdes
na morfologia e funcionalidade das células intestinais, incluindo a reducdo na altura e
aumento de largura dos vilos intestinais, aumento da profundidade de cripta bem como
reducdo na relacdo vilo:cripta, sendo que, muitas vezes, ocorre a destruicdo das celulas
epiteliais, sem que ocorra a renovacgdo das mesmas, causando sérios danos na barreira fisica
do intestino (Min et al., 2004; Morris, et al., 2004; Silva et al., 2009; Freitas, 2014). A
manutencdo das células epiteliais em perfeitas condicbes depende do equilibrio entre
renovacdo celular (proliferacdo e diferenciagéo), e a perda de celulas por descamacao, que
ocorre naturalmente no apice dos vilos (Freitas, 2014), principalmente diante de um desafio

infeccioso que agride a mucosa intestinal. Contudo, a perda celular muitas vezes supera o
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processo de renovacao, causando alteracBes na mucosa intestinal, com efeitos diretos sobre
a digestdo e capacidade de absorcdo de nutrientes pelos enterdcitos (Fernando e McCraw,
1973; Pluske et al., 1997; Pelicano et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que os animais desafiados por Eimeria spp. apresentam
reducdo na atividade de enzimas envolvidas com o processo de digestdo intestinal, e
alteracdes na expressdo de genes relacionados com a digestdo e absorcdo presentes na
membrana apical dos enterécitos (Major e Ruff, 1978; Su et al., 2014; Miska e Fetterer,
2018), atribuindo esses resultados aos danos no tecido intestinal. Adicionalmente estudos
demonstraram reducdo na absorcdo de nutrientes como zinco e &cido oleico (Turk e
Stephens, 1967), metionina (Ruff et al., 1976), vitamina A e C (Koinarski et al., 2005) e
vitamina E (Jafari et al., 2012). Adicionalmente, Paris e Wong (2013) sugeriram que todas
essas mudancas possam causar deplecdo da principal fonte de energia (glutamina) para o
intestino, bem como de alguns aminoacidos essenciais, que podem ser parte do mecanismo
de defesa do hospedeiro para a eliminacdo de células infectadas e inibicdo da replicacdo de

patdgenos.

4.3. Resposta imune ao desafio por Eimeria spp. em frangos

A resposta imune dos animais ao desafio por espécies de Eimeria € espécie
especifica, assim a imunidade a uma espécie de Eimeria geralmente confere pouca ou
nenhuma protecdo cruzada contra outras espécies (Rochell, 2015). Dessa maneira, no caso
de reinfeccdo o animal ndo estara imune a uma espécie diferente da primeira infeccdo
(Dallou e Lillehoj, 2006). Segundo Allen e Fetterer (2002), a coccidiose aviaria é altamente
imunogénica e infecgBes primérias podem estimular imunidade sélida a desafios
homologos. Dessa forma, as respostas do hospedeiro contra a coccidiose sdo complexas e
envolvem muitas facetas da resposta imune celular e humoral (Lillehoj e Trout, 1996).
Durante o curso da infeccdo, a resposta imune é mediada pelas células B (anticorpos) e
células T ativadas (Lillehoj e Trout, 1993), sendo que a imunidade mediada pelas células T
desempenha um papel importante na protecdo do hospedeiro contra a coccidiose em
frangos, sendo considerada como o principal fator que confere resisténcia a coccidiose
(Rose e Hesketh, 1979; Lillehoj, 1987; Lillehoj e Trout, 1993; Min et al., 2004).



55

Como o trato gastrointestinal € uma via de entrada para microrganismos exdgenos
incluindo as Eimeria spp., as células epiteliais intestinais dispdem de varios tipos de
barreiras para proteger a mucosa intestinal de agentes patogénicos invasores (Okumura e
Takeda, 2017). Essas barreiras incluem a camada de muco que recobre a mucosa intestinal,
representando uma importante linha de defesa do animal, e também as juncdes celulares
que mantém as células unidas umas as outras. Juntas, essas barreiras inibem fisicamente a
invasdo da mucosa por microrganismos intestinais (Okumura e Takeda, 2017). Além disso,
o tecido linféide associado a mucosa do intestino (GALT) tem atraido atengdo como um
dos principais sistemas imunoldgicos de frangos (Lillehoj e Trout, 1996; Bar-Shira et al.,
2003; Caldwell et al., 2004), j& que as aves nao possuem linfonodos bem definidos
(Caldwell et al., 2004). E, principalmente porque a coccidiose € uma doenca entérica, e a
resposta imune é principalmente coordenada pelo GALT (Befus et al., 1980).

Em frangos, o GALT é composto por estruturas linfoides organizadas que incluem a
bursa de Fabricius, tonsilas cecais, placa de Peyer, diverticulo de Meckel, e agregados
linfocitérios intraepiteliais (linfécitos intraepiteliais - LIES), sendo que esses LIEs também
estdo presentes na lamina prépria do trato gastrointestinal (Lillehoj e Trout, 1996). Os LIES
consistem principalmente de células T, e em menor extensdo células B e Natural Killer
(NK) (Lillehoj e Chung, 1992). Mesmo com esses sistemas de defesa intestinal, as Eimeria
spp. conseguem vencer as barreiras e penetrar no epitélio intestinal, causando um estado de
alerta na mucosa, iniciando uma resposta imune local (Yun et al., 2000). As funcdes basicas
do sistema imunoldgico incluem a protecdo do hospedeiro contra a infeccdo, por meio da
sua deteccdo e eliminacdo do patégeno, sem causar danos indevidos as células do
hospedeiro, além de desenvolver a memdria imunoldgica, de maneira que as respostas
subsequentes aos patdgenos previamente encontrados sejam efetivas (Rochell, 2015). Isso
requer uma resposta complexa, rapida e sustentada que seja coordenada pelo sistema imune
inato e adaptativo (Rochell, 2015).

Nos frangos, as ceélulas chave do sistema imune inato incluem células NK,
heter6filos, macréfagos, eosinofilos, basofilos e células dendriticas (Rochell, 2015).
Quando esse protozoario vence as barreiras fisicas intestinais, e penetra nos enterdcitos
com a consequente ruptura celular, o sistema imune detecta e responde rapidamente, por

meio de receptores imunes inatos, como os do tipo Toll-like (TLR), pertencentes a familia
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de proteinas transmembranas (Gazzinelli e Denkers, 2006). Esses TLRs desempenham
importante papel na resposta imune inata em infec¢Ges causadas por Eimeria spp. (Zhou et
al., 2014).

Os TLRs séo expressos pela maioria das células imunes, bem como por uma ampla
variedade de tipos celulares, incluindo as células epiteliais intestinais e células imunes
dentro da l&mina propria (Igbal et al., 2005; Kogut et al., 2005; Feng et al., 2012). Esses
receptores sdo 0s responsaveis pelo reconhecimento dos componentes conservados de
patdgenos, denominados de padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPs
pathogen-associated molecular patterns), expressos por varios agentes infecciosos (Zhou et
al., 2014). Os macréfagos sdo importantes elementos para o desencadeamento da resposta
imune. Apds o reconhecimento do patdgeno, eles sdo capturados pelos macréfagos, que vao
entdo processar 0s antigenos derivados do patdgeno, para apresentarem a outras células do
sistema imune (células T CD8" e CD4") em associagdo com o complexo principal de
histocompatibilidade classes | ou Il (MHC) (Rochell, 2015). As células T citotoxicas
(CD8") reconhecem antigenos em associagdo com moléculas do MHC classe 1, enquanto as
células T auxiliares (CD4") reconhecem antigenos em associagdo com moléculas do MHC
classe Il (Lillehoj e Trout, 1996).

Assim como o0s macrofagos, as células dendriticas e as células B, também séo células
apresentadoras de antigenos especializadas que ativardo as células T naive (Lillehoj e
Trout, 1996; Abbas et al., 2011). Essas células (T naive) até entdo quiescentes, tém a
funcdo de produzir interleucina 2 (IL-2) e expressar receptores para esta interleucina. O
principal efeito da IL-2 é sobre a propria célula que a esta secretando. Apds as células T
naive serem estimuladas pelas células apresentadoras de antigenos, as mesmas serdo
diferenciadas em células auxiliares Thl ou Th2, dependendo das citocinas presentes (Abbas
et al., 2011). As células T naive vdo se diferenciar em células Thl por inducdo da
interleucina 12 (IL-12), e em células Th2 por inducéo da interleucina 4 (IL-4) (Abbas et al.,
2011). As células Thl produzirdo grandes quantidades de interleucina 2 (IL-2), que
induzird a proliferacdo de células T (incluindo as préprias células T CD4" de maneira
autocrina) (Abbas et al., 2011). A IL-2 também induz a proliferacdo e aumenta a
capacidade citotdxica das células T CD8" (Abbas et al., 2011). As células Th1 vdo produzir

ainda, outras citocinas como o interferon gama (INF-y), e o fator de necrose tumoral alfa
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(TNF-a), relacionados principalmente com a defesa mediada por fagocitose contra agentes
infecciosos intracelulares (Abbas et al., 2011; Rochell, 2015). O INF-y atuara ativando os
macrofagos infectados com patdgenos intracelulares, incluindo os protozoarios, além de
ativar as células T CD8" e NK (Abbas et al., 2011). Na resposta imune Thi, as células T
citotoxicas ativadas sdo capazes de detectar células infectadas e destrui-las (Abbas et al.,
2011). As células T citotoxicas ativadas terdo como alvo 0s esquizontes e as fases sexuadas
do parasita (Lillehoj e Trout, 1996). Quando a resposta mediada por células Thl ocorre de
forma bem sucedida, ocorrerd uma reducao drastica na eliminacdo de oocistos, e 0s danos
causados na mucosa intestinal pelo protozoario sdo interrompidos. Segundo Rochell
(2015), essa resposta imune geralmente ocorre dentro de poucos minutos apos a exposi¢do
do animal ao patogeno. Vale ressaltar que a IL-2 e 0 INF-y desempenham um papel
importante nesta resposta, uma vez que a IL-2 é responsavel pela diferenciacdo das células
T primarias, para uma resposta Thl, e o IFN-y permite a diferenciagdo das células ndo
diferenciadas em macrdfagos e células NK (Lillehoj e Lillehoj, 2000). Assim, essas
citocinas sdo importantes moléculas efetoras da imunidade inata e adaptativa contra
microrganismos patogénicos (Hong et al., 2006). Dalloul e Lillehoj (2005) reforcam que a
resposta imune do tipo Thl e induzida pelo IFN-y sao os fatores dominantes durante a
infeccdo por Eimeria spp. Além das citocinas citadas, estudos tém demonstrado maior
expressao do gene interleucina 10 (IL-10) na mucosa intestinal de frangos desafiados por
Eimeria spp. (Hong et al.,, 2006; Sand et al., 2016). A IL-10 é uma citocina anti-
inflamatdria, secretada pelas células Th2. A IL-10 ameniza os danos no tecido intestinal,
por inibir as citocinas pro-inflamatorias IL-2, IFN-y, TNF-a e interleucina 1 beta (IL-1p)
(Arendt et al., 2016). Entretanto, Sand et al. (2016) supdem que a ativacao potencialmente
inapropriada da IL-10 durante a coccidiose, seja uma estratégia de defesa utilizada pelas
Eimeria spp. para escapar da deteccdo imune no trato intestinal do hospedeiro.

Além da resposta imune celular e humoral mediada por células T e B
respectivamente, um grupo de proteinas denominadas como proteinas de fase aguda
incluindo a ovotransferrina, ceruloplasmina e mucoproteina a-1 glicoproteina &cida (AGP),
demonstraram niveis aumentados no plasma das aves ap6s a infeccdo por Eimeria (Rochell,
2015). Essas proteinas sdo secretadas pelo figado, apés o estimulo de citocinas proé-

inflamatdrias, sendo um indicativo de inflamacao sistémica (Gruys et al., 2005). Estas
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proteinas podem participar diretamente na defesa do hospedeiro, bem como auxiliar o
transporte de outras proteinas com atividade antioxidante e imunoldgicas (O'Reilly e
Eckersall, 2014) que podem ser benéficas durante a coccidiose. No estudo conduzido por
Rath et al. (2009) com frangos desafiados por E. maxima ou E. tenella, esses autores
observaram aumento na ovotransferrina. Richard e Augustine (1988) observaram maior
contetdo de ceruloplasmina no plasma de frangos desafiados por E. tenella. Dessa forma,
parece que a infecgdo por Eimeria spp. pode influenciar a sintese e secre¢do de proteinas de
fase aguda, contudo o papel e a importancia destas proteinas durante a coccidiose ainda nao

foram totalmente esclarecidos.

5.0. Desafio por Eimeria spp. e a sua relacdo com a producdo de radicais livres e 0s
sistemas antioxidantes

Radicais livres como o 6xido nitrico (NO) e o anion superéxido (O,"), sdo produtos
conhecidos por serem gerados durante a resposta imune celular do hospedeiro a invasédo das
Eimeria spp. (Allen, 1987). Esses produtos oxidativos podem ser sintetizados e secretados
por varios tipos de células como os macréfagos, em resposta ao estimulo de citocinas pro-
inflamatorias, como por exemplo, o interferon gama (IFN-y) (Min et al.,, 2004).
Adicionalmente, o superoxido também pode ser produzido durante a fagocitose (Rosen et
al., 1995; Min et al., 2004). O nitrito e o nitrato sdo os produtos primarios estaveis e nao
volateis da degradacdo do Oxido nitrico (Berlett e Stadtman, 1997; Habib e Ali, 2011). O
aumento destes produtos no organismo durante condicdes patolégicas é considerado como
um indicativo de aumento da producdo do NO (Watanabe et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que frangos desafiados com Eimeria spp. apresentam
maior nivel de nitrito e nitrato no plasma (Allen, 1999; Allen e Fetterer, 2000). Allen
(1997), Allen (1999) e Allen e Fetterer (2000) citam que os valores maximos de nitrato e
nitrito no plasma e na mucosa intestinal, dos animais desafiados por Eimeria spp., foram
observados no momento de maior desorganizacdo da mucosa intestinal, sendo associados
com a formacgéo de gametas e a producéo e liberacdo dos oocistos dos enterdcitos. Além da
fungéo imune realizada pelo IFN-y, o mesmo pode agir como um potente indutor da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que produz o éxido nitrico que tem sido proposto

ser a molecula efetora capaz de prejudicar a replicacdo intracelular das Eimeria spp. (Min
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et al., 2004). Uma vez que, o NO resultante da ativacdo da iINOS possui acdo citotdxica e
citostatica, promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitas e células tumorais
(Dusse et al., 2003). O NO é um radical livre altamente reativo, sintetizado a partir da L-
arginina por enzimas conhecidas como oxido nitrico sintase (NOS) (Moncada et al., 1997).
Esse radical livre possui uma variedade de fungdes bioldgicas (Dusse et al., 2003), sendo
que o NO produzido pela iNOS, é considerado como um agente citotdxico contra parasitas,
bactérias, virus, células tumorais e outros microrganismos invasores, devido as suas
propriedades oxidantes diretas, e da sua capacidade de reagir com compostos intracelulares,
sendo gerado em grandes quantidades durante respostas imunoldgicas (Moilanen e
Vapaatalo, 1995; Dusse et al., 2003). A acédo direta do NO como oxidante, possivelmente
ocorre devido a sua reacdo com metais (especialmente o ferro) presentes nas enzimas dos
seus alvos (Dusse et al., 2003), e através da inativacdo de enzimas fundamentais para o
ciclo de Krebs, para a cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e para o
mecanismo de proliferacdo celular (Dusse et al., 2003). Durante a infeccdo, células ativadas
como macrofagos e neutrofilos secretam simultaneamente NO e intermedidrios reativos do
oxigénio, assim, a acao citotdxica indireta do NO ocorre principalmente por meio da sua
reacao com esse intermediario do oxigénio (Dusse et al., 2003). O NO, ao interagir com
radicais derivados do oxigénio como o superdxido, produz outras substancias toxicas, como
o0 peroxinitrito (ONOQO") que é um poderoso agente oxidante (Beckman et al., 1990; Kamat,
2006), capaz de oxidar biomoléculas importantes como os lipideos e as proteinas, assim
como pode inibir a atividade de importantes enzimas antioxidantes como a catalase e a
glutationa peroxidase (Radi et al., 1991; Asahi et al., 1995; Brown, 1995, Dusser et al.,
2003; Prolo et al., 2014). Causando assim, um estado bioldgico conhecido como estresse
oxidativo nos animais infectados.

O organismo do animal dispbe de dois tipos de mecanismos de defesa antioxidante
bastante eficiente, cuja fungéo principal é suprimir ou impedir a formacao de radicais livres
(Ighodaro e Akinloye, 2018). Essa defesa antioxidante pode ser mediada por antioxidantes
ndo enzimaticos, dentre estes a metionina (Levine et al., 1996), &cido Urico (Simoyi et al.,
2002), vitaminas lipossoluveis, zinco e selénio (Siqueira-Catania et al.,, 2009), e
principalmente, por antioxidantes enzimaticos, que fornecem a primeira linha de defesa

antioxidante, representados principalmente pelas enzimas superéxido dismutase (SOD),
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catalase e o sistema da glutationa (GSH) (Kuss, 2005). A enzima superdxido dismutase
(SOD) encontra-se no organismo dos animais sob diferentes formas e com distintas
localizagOes: a enzima superoxido dismutase, contendo manganés em seu sitio ativo (Mn-
SOD), esta presente nas mitocondrias, e a SOD, que contém cobre e zinco em seu sitio
ativo (Cuzn-SOD) é encontrada no citoplasma celular (Halliwell, 1994). Juntas, essas
formas atuam auxiliando no controle da producédo de radicais livres. A SOD é fundamental
na eliminacdo do anion superdxido, gerando nessa reacdo denominada dismutagdo, o
peroxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio (Halliwell, 1994). O perdéxido de hidrogénio
formado, pode ser eliminado através de reacGes catalisadas pela enzima catalase ou pelo
sistema da glutationa (Fang et al., 2002), completando o processo de desintoxicacdo
iniciado pela SOD. A catalase € uma enzima abundante nas células e é altamente eficiente,
podendo decompor grande quantidade de moléculas de perdxido de hidrogénio por segundo
(Ighodaro e Akiloye, 2018). Esta enzima encontra-se localizada principalmente nos
peroxissomos, mas estdo ausentes nas mitocondrias das células de mamiferos, com excecéo
dos ratos (Ighodaro e Akiloye, 2018). Assim, nas mitocondrias, a decomposi¢do do
perdxido de hidrogénio é realizada por outra enzima conhecida como glutationa peroxidase
(Ighodaro e Akiloye, 2018).

Adicionalmente a producdo de radicais livres enddgenos durante a coccidiose,
estudos tém demonstrado que os animais também apresentam alteracGes na atividade das
enzimas antioxidantes (Georgieva et al., 2006; Bun et al., 2011), bem como redu¢do nos
niveis de antioxidantes ndo enzimaticos como a metionina (Ruff et al., 1976), os
carotenoides, vitaminas C e E (Allen e Fetterer, 2002; Koinarski et al., 2006; Georgieva et
al., 2011; Jafari et al., 2012). Indicando assim, que os animais desafiados pelas Eimeria
spp. podem desenvolver um estado de estresse oxidativo em virtude da maior producdo de

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e pela menor capacidade antioxidante.

6.0. Relacéo da metionina com a defesa antioxidante e o sistema imune

A metionina esta entre os diversos componentes nutritivos conhecidos que podem
agir como antioxidantes (Levine et al., 1996) e, assim, pode atenuar os efeitos prejudiciais
dos radicais livres as células. Isso porque, além de estar envolvida na sintese da glutationa

(Wang et al., 1997; Métayer et al., 2008), este aminoacido apresenta efeito antioxidante
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direto de protecdo contra o estresse oxidativo, por ser um dos residuos mais prontamente
oxidados nas proteinas (Levine et al., 2000). Dentre as substancias oxidantes que direta ou
indiretamente atacam a metionina, estd a cloramina, peréxido de hidrogénio, acido
hipocloroso, oxigénio, o0zonio, peroxinitrito (na auséncia de dioxido de carbono) e
superdxido (Levine et al., 2000).

A metionina, ao reagir com as especies reativas de oxigénio e nitrogénio, é oxidada
de maneira reversivel, formando metionina sulféxido. A enzima metionina sulfoxido
redutase A (MsrA) entdo, catalisa a reacdo de reducdo da metionina sulfoxido a metionina
(Weissbach et al., 2005), sendo esse processo dependente da enzima tioredoxina (TRX).
Apos a reducdo dos residuos de metionina nas proteinas, as mesmas podem voltar a reagir
com os radicais livres. A enzima tioredoxina é oxidada na reacdo, e entdo € reduzida
novamente a tioredoxina através da reacdo catalisada pela enzima tioredoxina redutase
(TRXR), a custa de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) (Koharyova e
Kollarova, 2008). A partir desse coordenado e complexo ciclo enzimatico, pode ocorrer
entdo a eliminacgdo catalitica das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio dependentes de
residuos de metionina (Luo e Levine, 2009). Vale ressaltar que além da oxidacdo da
glutationa, a metionina sulféxido é a Unica modificacdo de aminoacido que conta com um
sistema de reparo enzimatico, assim a metionina presente nas proteinas pode fornecer
defesa antioxidante direta para a molécula em que se encontra, bem como para toda a célula
(Stadtman e Levine, 2003; Luo e Levine, 2009; Nakao et al., 2003).

A resposta metabodlica a infeccdo e lesdo tecidual € mediada por uma série de
mensageiros secundarios e mecanismos de sinalizacao celular, que oferecem amplo escopo
para modulagdo nutricional (Grimble e Grimble, 1998). A modulagdo nutricional da
resposta imune ocorre em trés niveis principais, dentre estes esta a alteracdo do estado
redox das células ou por alterar o vigor dos mecanismos de defesa antioxidante, sendo que
esta forma de modulagdo, envolve componentes antioxidantes presentes na dieta e
aminoacidos sulfurados como a metionina (Grimble e Grimble, 1998).

A metionina tem demonstrado importancia para garantir a satde intestinal bem como
a funcdo imune do tecido, durante o desenvolvimento do animal e durante a inflamacgéo
(Ruth e Field, 2013). De acordo com Rubin et al. (2007), a metionina afeta o sistema

imunolégico, melhorando a resposta imune celular e humoral. Entretanto, o nivel de
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metionina necessario para a resposta imune ideal sdo maiores do que para o crescimento
(Tsiagbe et al., 1987; Swain e Johri, 2000; Mirzaaghatabar et al., 2011). Mirzaaghatabar et
al. (2011) adicionando 1,2% de metionina nas rac6es de frangos, observaram maior titulo
de imunoglobulina G (lIgG), leucdcito total, porcentagem de linfécitos e heterofilos,
sugerindo que este nivel de adicdo de metionina induziu maior imunidade humoral, sem
afetar o desempenho desses animais. A relacdo da metionina com o sistema imune
possivelmente se da por meio de alguns de seus metabolitos como a glutationa (GSH)
(Grimble, 2006). Esse metabdlito tem importante propriedade imunomoduladora, por meio
da defesa antioxidante capaz de proteger o ambiente intestinal dos danos oxidativos durante
reacbes imunologicas, e auxiliando a proliferacdo de células T (Grimble, 2006).
Provavelmente, essa proliferacdo ocorre por meio da ativagdo de fatores de transcri¢cdo
fortemente associados a proliferacdo celular (por exemplo, o ativador de proteina 1 (AP1))
(Grimble, 2006). Adicionalmente, outro produto do metabolismo da metionina, a cisteina
também parece ser terapéutica em estados inflamatérios (Ruth e Field, 2013). Isso porque
menor infiltracdo de células inflamatorias, danos a cripta e menor permeabilidade intestinal

foram observados nos suinos suplementados com cisteina (Kim et al., 2009).

7.0. Desafio por Eimeria spp. e apoptose

A morte celular pode ocorrer por meio de alguns mecanismos biol6gicos diferentes,
dentre estes a apoptose e necrose (Rock e Kono, 2008). A apoptose celular é um
mecanismo de morte celular programada, altamente regulado por muitos genes (Metzstein
et al., 1998). Esse mecanismo é imprescindivel para o desenvolvimento dos animais, sendo
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; Ramachandran et al., 2000). Este mecanismo de morte é responsavel pela
eliminacdo de células danificadas que perderam suas funcbes, ou as células indesejadas
presentes nos tecidos bioldgicos, para manter assim uma quantidade constante da populagéo
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

patdgeno no estagio inicial da infeccdo, sem emitir sinal de alarme (Ashida et al., 2011).
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Outro mecanismo de defesa desse processo seria através da inducéo de células dendriticas
para fagocitar corpos apoptéticos contendo patdgenos, o que permitiria que antigenos
extracelulares entrassem em contato com o0 MHC, e subsequentemente, ocorresse a inducao
de uma resposta imune protetora (Elliott e Ravichandran, 2010; Ashida et al., 2011).

Os principais eventos da apoptose incluem a condensacdo nuclear, colapso do
citoesqueleto, dissolucdo do envelope nuclear e fragmentacdo da cromatina (Heussler et al.,
2001). AlteracBes na membrana das células apoptoticas sinalizam ceélulas fagocitarias
completando seu processo de degradacdo (Heussler et al., 2001). Uma caracteristica
importante da apoptose, € a eliminacdo da célula morta sem a inducdo de uma resposta
inflamatoria (Heussler et al., 2001). A necrose também é um processo de morte celular,
entretanto este € um mecanismo de ordem patoldgica, ligado a perda da integridade das
membranas celulares, promovendo o extravasamento de enzimas intracelulares derivadas
dos lisossomos, capazes de digerirem células lesadas (Heussler et al., 2001; Ashida et al.,
2011). Dessa forma, esse processo causa a liberacdo de contetdo celular que inicia um
processo de inflamacéo, a fim de reparar o tecido danificado (Heussler et al., 2001).

Os mecanismos da apoptose envolvem cascatas de eventos moleculares dependentes
de energia (Elmore, 2007). Existem duas principais vias de sinalizacdo da apoptose: a via
extrinseca (via dos receptores de morte celular), e a via intrinseca (via das mitocéndrias)
(Heussler et al., 2001). Essas vias de sinalizagdo desencadeiam a execucdo da apoptose,
especificamente, por meio da ativacdo de uma familia de proteases de cisteina intracelular,
denominadas como caspases (Elmore, 2007). As caspases estdo armazenadas nas células
como granulos de zimogénios inativos, e podem ser ativadas por um processo envolvendo
geralmente o seu processamento proteolitico (Shi, 2004).

A via extrinseca da apoptose é ativada ap6s o estimulo dos receptores de morte
presentes na membrana celular, como por exemplo os receptores da familia do fator de
necrose tumoral (TNF) (Elmore, 2007). Esses receptores transmitem a sinalizagdo
apoptotica externa ao complexo da apoptose, 0 que resulta na ativacdo das caspases
executoras 3 e 7 (Ashida et al., 2011). A via de apoptose dependente das mitocéndrias
(intrinseca) é governada pelas proteinas da familia Bcl-2 (Heussler et al., 2001). Os
membros dessa familia estdo divididos em moléculas pro-apoptéticas como, por exemplo, a

proteina X associada ao Bcl-2 (BAX), e anti-apoptoticas, incluindo a proteina linfoma de
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células B 2 (Bcl-2) (ElImore, 2007). Quando um sinal apoptdtico € detectado, a BAX
transloca-se pelo citoplasma e se adere a membrana mitocondrial externa, liberando o
citocromo c dessas organelas (Faria et al., 2006). No citoplasma, o citocromo c ira se ligar
ao fator apoptoOtico de ativacdo de protease 1 (Apaf-1) ativando-o, para formar o
apoptossomo, um complexo proteico multimérico que ativard proteoliticamente a
procaspase-9, num processo dependente de energia (Faria et al., 2006; Ashida et al., 2011).
Em seguida, a caspase 9 (iniciadora) agora ativada, ira ativar as caspases efetoras da
apoptose, incluindo a caspase 3 (Ashida et al., 2011). Por outro lado, a proteina Bcl-2, é
uma proteina com funcdo anti-apoptotica (Opferman e Kothari, 2017) que favorece a
sobrevivéncia celular. Essa proteina atua impedindo que o citocromo c escape da
mitocdndria, possivelmente pela inibicdo de proteinas pré-apoptdticas, mediante a
formacéo de heterodimeros com a BAX (Chipuk e Douglas, 2008).

Estudos tém relacionado a perda celular do intestino durante a coccidiose, com o
mecanismo de apoptose (Major et al., 2011, Tan et al., 2014; Yan et al., 2015; Abdel-
Haleem et al., 2017). Os agentes patogénicos, incluindo as espécies do género Eimeria, ao
penetrarem no intestino e com o desenvolvimento do seu ciclo, acabam promovendo a
morte das células, entretanto, a0 mesmo tempo, esses agentes sdo dependentes de células
vivas e das suas fungdes (Leirido et al., 2004). Dessa forma, esses agentes patogénicos
desenvolveram mecanismos capazes de permitir o seu desenvolvimento, protegendo-os da
morte (Leirido et al., 2004). O estudo de del Cacho et al. (2004) fornece evidéncias de que
as Eimeria spp. lancam médo de algumas estratégias para garantir o seu ciclo de vida na
célula, sugerindo que possivelmente isso ocorra por meio da ativacdo da via metabdlica do
fator de transcricdo nuclear NF-kB, garantindo, assim, a sua sobrevivéncia intracelular. Em
células ndo estimuladas, o NF-kB estd presente no citoplasma como um complexo
citoplasmatico com a proteina inibitdria especifica (IkB) (Heussler et al., 2001). Quando
ocorre um estimulo como a infecgéo induzida por uma variedade de patdgenos, a proteina
IkB ¢ fosforilada, causando a dissociacdo do complexo NF-kB-1kB, com a liberacdo e a
translocacdo do NF-kB para o nucleo celular, onde o NF-kB regulard a transcricdo de
varios genes, incluindo aqueles envolvidos na inibicdo da via da apoptose (Heussler et al.,
2001).
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Adicionalmente, del Cacho et al. (2004) sugerem que quando necessario as Eimeria
spp. inibem a via do NF-kB, a fim de desencadear a apoptose celular para facilitar a sua
liberagdo dos enterdcitos permitindo que as mesmas invadam células vizinhas e escapem de

células imunoldgicas (Ashida et al., 2011).

8.0. Por que avaliar a suplementacdo de metionina (livre ou dipeptideo) em dietas de
frangos de corte em situacgdes de desafio por Eimeria spp.?

Como a coccidiose é reconhecida mundialmente na industria avicola como uma
doenca entérica, que promove consideravel reducdo no desempenho produtivo do animal,
inimeras estratégias de controle tém sido utilizadas no combate da doenca (Dalloul e
Lillehoj, 2006; Lillehoj et al., 2011). Uma dessas estratégias envolve 0 uso de compostos
anticoccidianos que previnem o crescimento e replicacdo dos protozoarios no hospedeiro,
ou até mesmo promovem a sua destruicdo (Quiroz-Castafieda e Dantan-Gonzaléz, 2015).
Além disso, vacinas tém sido utilizadas na prevencdo da doenca, e isso adicionalmente as
perdas produtivas, resulta em grande perda econémica para a industria de frangos (Dalloul
e Lillehoj, 2006; Lillehoj et al., 2011).

Como a reacdo imune é especifica para cada espécie de Eimeria, as vacinas
anticoccidianas ndo sdo totalmente eficazes, principalmente porque a distribuicdo das
Eimeria spp. pode variar entre e dentro das exploracfes avicolas (Quiroz-Castafieda e
Dantan-Gonzaléz, 2015). Adicionalmente, a resisténcia das aves aos agentes
anticoccidianos, tem direcionado a busca de produtos naturais com atividade anticoccidiana
eficiente (Abbas et al., 2011). Esses compostos naturais (por exemplo: 6leos essenciais,
extrato herbal e probidticos) sdo utilizados como suplementos dietéticos, apresentando
efeitos variados que incluem a estimulacdo do sistema imune, atividades anti-inflamatoria e
antioxidante (Abbas et al., 2012; Quiroz-Castafieda e Dantan-Gonzaléz, 2015). Arab et al.
(2006) avaliaram os efeitos anticoccidianos da artemisinina em frangos desafiados por
Eimeria spp. Esses autores demonstraram reducao significativa na producdo de oocistos por
grama de fezes dos animais desafiados, concluindo que o extrato desta planta pode reduzir
a infeccdo por coccidiose em frangos de corte. Além disso, estudos tém demonstrado que

alguns aminoacidos podem atenuar os danos celulares causados pelo desafio por Eimeria
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spp. sugerindo um efeito trofico desses aminoacidos no epitélio intestinal (Sakamoto et al.,
2014; Tan et al., 2014; Luquetti et al., 2016; Fernandes et al., 2018).

Assim, a partir das fungdes conhecidas da metionina em frangos de corte (promogéo
do crescimento e acdo antioxidante), e comprovadas pelo nosso grupo de pesquisa (Del
Vesco et al., 2015a, b), e sobre a hipotese de que os transportadores de dipeptideos séo
menos afetados por problemas de agressdes & mucosa intestinal, comparado com 0s
transportadores para aminodcidos livres, nosso objetivo foi investigar se a metionina na sua
forma livre e de dipeptideo poderia atenuar os efeitos prejudiciais da infeccdo por Eimeria
spp. em frangos de corte. Vale ressaltar que este é o primeiro trabalho utilizando o

dipetideo de metionina em frangos de corte desafiados por Eimeria spp.

9.0. Objetivo da revisao de literatura

Essa revisao de literatura teve como principal objetivo apresentar informacdes sobre a
coccidiose, a relagcdo dessa doenga com o estado redox e mecanismo de morte celular, bem
como essa doenca pode afetar o desempenho produtivo de frangos de corte. Além de
demonstrar os possiveis efeitos benéficos de protecdo da metionina sobre o intestino

delgado (jejuno).
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[11.OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

Os objetivos gerais deste trabalho foram avaliar o desempenho de frangos de corte
machos, peso relativo de 6rgaos, a expressdo génica, biomarcadores do estresse oxidativo,
atividade de enzimas antioxidantes, parametros morfométricos do jejuno e parametros
sanguineos de frangos de corte desafiados por Eimeria spp. e alimentados com diferentes

fontes de metionina.

Obijetivos Especificos:

Capitulo 1V: Avaliar os efeitos do desafio por Eimeria spp. e das dietas
suplementadas com metionina na sua forma livre e de dipeptideo, sobre o desempenho
animal, o peso relativo de 6rgdos, a atividade das enzimas antioxidantes e producdo de
biomarcadores do estresse oxidativo no jejuno, bem como avaliar no jejuno os efeitos dos
tratamentos sobre a expressdo de genes envolvidos no processo de absorcéo de peptideos e
aminoacidos: transportador de peptideos 1 (PEPT1), transportador de aminoacidos neutros
e catidnicos 1 (y*LAT1), transportador de aminoacidos neutros 1 (B’°AT1) e transportador
de aminodacidos catidnicos 1 (CAT - 1). Sobre os genes envolvidos com o sistema
antioxidante: superoxido dismutase 1 (SOD1), catalase (CAT), e o gene éxido nitrico
sintase induzivel (iNOS). Sobre os genes relacionados com o sistema imune: receptor toll
like 2 (TLR2), receptor toll like 5 (TLR5), interleucina 1B (IL1B), interleucina 2 (1L2),
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interferon gama (INFG), fator TNF induzido por lipopolissacarideo (LITAF). E também os
genes relacionados com a barreira intestinal claudina 1 (CLDN1) e ocludina (OCLN), em
frangos de corte machos com 20 dias de idade, seis dias depois da inoculagédo com oocistos

esporulados de quatro espécies de Eimeria.

Capitulo V: Avaliar os efeitos do desafio por Eimeria spp. e das dietas suplementadas
com metionina na sua forma livre e de dipeptideo, sobre o desempenho animal, a
morfometria do jejuno, contagem de células caliciformes e linfocitos intraepiteliais no
jejuno, atividade das enzimas aspartato aminotransferase e creatina quinase no plasma
sanguineo, os niveis plasméticos de acido Urico e creatinina, o conteudo de proteinas totais
e mucoproteinas sérica, bem como a atividade da enzima lactato desidrogenase no soro. E
avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a expressdo dos genes: mucina 2 (MUC?2), caspase
3 (CASP3), linfoma de células B 2 (BCL2), alvo mecanicista da rapamicina (MTOR) e
proteina ribossomal quinase B1 (RPS6KB1), no jejuno de frangos de corte machos com 20
dias de idade, seis dias depois da inoculacdo com oocistos esporulados de quatro espécies

de Eimeria.



85

IV. DIETARY SUPPLEMENTATION WITH FREE METHIONINE OR METHIONINE
DIPEPTIDE MITIGATES INTESTINAL OXIDATIVE STRESS INDUCED BY
EIMERIA SPP. CHALLENGE IN BROILER CHICKENS
(Journal of Animal Science and Biotechnology)

Abstract

Background: This study evaluated the effects of Eimeria spp. challenge and dietary
supplementation with free methionine or methionine dipeptide on animal performance;
expression of genes associated with the immune system, antioxidant system, and amino
acid transport in the jejunum; and redox status of the jejunum of broiler chickens.

Methods: A randomized, 2 x 3 factorial design was used, in which Eimeria spp. challenge
was the first factor (Eimeria-challenged, EC, or unchallenged, UC, broilers) and
methionine supplementation was the second factor (non-supplemented, NS; free DL-
methionine, DL-Met; and methionine dipeptide, DL-methionyl-DL-methionine, DL-MMet).
At 14 days of age, chickens were inoculated orally with sporulated oocysts
of Eimeria acervulina, Eimeria praecox, Eimeria maxima, and Eimeria mitis. Birds were
killed by cervical dislocation 144 h post-inoculation (PI), and the jejunum was collected for
biochemical and molecular analyses.

Results: EC broilers had a 13% lower feed intake (FI), 37% lower body weight gain
(BWG), and 39% higher feed conversion ratio (FCR) than UC broilers. Chickens fed
the bL-Met diet had higher BWG (about 12% higher) and better FCR (about 12% lower)
than chickens fed the NS diet. EC chickens had lower relative weight of the bursa of
Fabricius (51.8%) and higher relative weights of the spleen and whole intestine (53.6% and
26.3%, respectively) than UC chickens. Eimeria spp. challenge led to an increase in the
levels of oxidative substances, such as nitrite and thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), in the jejunum of chickens 144 h Pl. Among UC chickens, those fed the bL-Met
diet had higher total antioxidant capacity (TAC) and lower catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD) activities. EC chickens that received the NS diet had higher carbonylated
protein content (CP). This result was associated with their lower TAC and catalase
activity. The lower TAC in EC chickens might have been due to reduced expression of
catalase (CAT) and superoxide dismutase 1 (SOD1) genes. Chickens fed the DL-Met

and bL-MMet diets had lower nitrite content. Eimeria spp. challenge suppressed neutral
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amino acid transporter (B’AT1), peptide transporter 1 (PEPT1), toll-like receptor 5 (TLR5),
interleukin 2 (IL2), and occludin (OCLN) gene expression and enhanced cationic amino
acid transporter 1 (CAT - 1)andinterferon gamma (IFNG) gene expression. The
highest PEPT1 expression level was observed in broilers fed the bL-MMet diet, and the
lowest TLR5 expression level was found in broilers fed the NS diet.

Conclusion: Our results show for the first time that supplementation with methionine as
free amino acid or dipeptide helps protect the intestinal cells of broilers under Eimeria spp.
challenge from the oxidative damage induced by free radicals, mainly through modulation

of the antioxidant system.
Keywords: Antioxidant; Coccidiosis; Gut; INFG; PEPT1

Background

Coccidiosis, an intestinal infection caused by several species of coccidian protozoa of the
genus Eimeria [1], can disturb metabolic and physiological homeostasis in broilers. During
the infection, the immune [1] and antioxidant systems are activated [2], and alterations in
nutrient digestion and absorption occur [3-5]. Several studies reported that animals with
coccidiosis show changes in intestinal morphology [6, 7], alterations in the expression of
genes encoding digestive enzymes and transport proteins in the small intestine [5, 8],
increased formation of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS)
[9], alterations in antioxidant enzyme activities [2, 10], and reduced concentrations of non-
enzymatic antioxidants [11]. These changes are associated with poor animal performance,
low efficiency, and increased mortality, causing global economic losses every year [12].
Although various anticoccidial drugs are available, they are not able to completely
eliminate the disease. Alternative products have been tested for their immune stimulating,
anti-inflammatory, and antioxidant properties [13]. Many antioxidants are used as
supplements in poultry diets. Methionine, the first-limiting amino acid in corn and soybean
meal broiler diets, has been highlighted as an important nutrient for the immune system
[14] and antioxidant defense system [15]. Because of the crucial roles of methionine in

physiological processes, DL-methionine, L-methionine, and methionine hydroxy analog
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(MHA) have been used for dietary supplementation. Methionine dipeptide has also been
used as a dietary supplement [16, 17].

Because it is a small molecule, methionine dipeptide is absorbed mainly by peptide
transporter 1 (PepT 1), present in the enterocyte membranes, whereas free amino acids are
absorbed by specifics transporters [18]. Some studies have shown differences in the
absorption efficiencies of dipeptides and free amino acids [17, 19]. Small peptides may be
faster absorbed, as PepT 1 has a higher Vnax than the transport systems used by free amino
acids [20]. In addition, competition for the same transporter could reduce the absorption
efficiency of specific amino acids [21]. Another advantage of dipeptides over free amino
acids is that their absorption is less affected by intestinal mucosal lesions [22]. In previous
studies, we showed the antioxidant effects of supplementation with MHA or DL-methionine
in heat stress-exposed broilers [23, 24]. In this study, we hypothesize that methionine
supplementation can help alleviate the negative effects of Eimeria spp. challenge, and we
test whether there are differences between the effects of free methionine supplementation
and methionine dipeptide supplementation. In the case of diseases associated with reduced
intestinal absorption, the administration of di- or tripeptides could be a protective factor
against protein malnutrition [21]. Despite the importance of small peptides to animal health,
few studies have investigated dipeptide supplementation. To the best of our knowledge, this
Is the first study reporting the biochemical and molecular effects of methionine dipeptide

supplementation in broilers challenged with Eimeria spp.

Methods
This study was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA n° 4000170615)
of the State University of Maringé, Brazil.

Animals and experimental design

A total of 384 one-day-old unvaccinated Cobb 500 male broilers were used. The chicks
were raised in a temperature-controlled environment at an initial temperature of 33 °C with
24 h of artificial light per day. The temperature was gradually reduced according to bird
age, as recommended by Cobb 500 management guidelines. Birds were housed in raised

floor cages of 1.0 m? (8 chickens per cage). Chicks were raised conventionally up to 10
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days of age, after which they were reared following a completely randomized, 2 x 3
factorial design with eight replicates of eight birds per treatment. The first factor was
Eimeria spp. challenge (Eimeria-challenged, EC, or unchallenged, UC, broilers) and the
second factor was methionine supplementation (non-supplemented, NS; free DL-
methionine, DL-Met; and DL-methionyl-DL-methionine, DL-MMet). Before birds were
submitted to the respective treatments, they were fasted for 6 h and weighed.

At 14 days of age, one group of chicks from each diet treatment (n = 64) were inoculated
orally with 1 mL of a solution containing sporulated oocysts of Eimeria spp. (EC group; 2
x 10* Eimeria acervulina, 2 x 10* Eimeria praecox, 1.6 x 10* Eimeria maxima, and 4 x 10*
Eimeria mitis). UC chickens received orally 1 mL of saline solution. Each group was
housed separately to avoid cross-infection. All birds were killed by cervical dislocation 144
h post-inoculation (PI) at 20 days of age. Birds had free access to water and feed
throughout the experimental period. Experimental diets containing corn and soybean meal
were formulated according to Rostagno et al. [25], and no anticoccidial drugs were added to
the diets. Diet composition is shown in Table 1, and analyzed and calculated nutrient

compositions are shown in Table 2.

Table 1 Composition of experimental diets, %, as is, fed to 10-20 day old broilers

Ingredient, kg NS® DL-Met DL-MMet
Corn, 7.8% 54.89 54.89 54.89
Soybean meal, 46% 37.30 37.30 37.30
Soybean oil 3.80 3.80 3.80
L-Lysine HCI, 78% 0.16 0.16 0.16
L-Threonine, 98.5% 0.04 0.04 0.04
DL-Methionyl-DL-Methionine, 95%, dipeptide - - 0.29
DL-Methionine, 99% - 0.28 -
Dicalcium phosphate, 20% 1.53 1.53 1.53
Limestone, 38% 1.16 1.16 1.16
Salt 0.45 0.45 0.45
Vitamin-mineral premix” 0.40 0.40 0.40
Inert filler 0.30 0.02 0.01
Total 100.00 100.00 100.00

®NS = non-supplemented diet (control diet); pL-Met = diet supplemented with DL-
methionine 99%; bL-MMet = diet supplemented with bDL-methionyl-DL-methionine 95%.

The diets supplied the following compounds (per kg): retinyl acetate, 3.44 mg;
cholecalciferol, 50 pg; bL-a-tocopherol, 15 mg; thiamine, 1.63 mg; riboflavin, 4.9 mg;
pyridoxine, 3.26 mg; cyanocobalamin, 12 ng; D-pantothenic acid, 9.8 mg; D-biotin, 0.1 mg;
menadione, 2.4 mg; folic acid, 0.82 mg; niacinamide, 35 mg; selenium, 0.2 mg; iron, 35
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mg; copper, 8 mg; manganese, 60 mg; zinc, 50 mg; iodine, 1 mg; and butylated hydroxy
toluene, 80 mg

Table 2 Calculated and analyzed nutrient composition, g/kg, as is, of experimental diets fed
to 10-20 day old broilers

Nutrients NS DL-Met DL-MMet
Analyzed composition®, g/kg
Crude protein 217 220 216
Lysine 12.87 (100)° 12.78 (100) 12.59 (100)
Methionine 3.05 (24) 5.78 (45) 5.84 (46)
Methionine + cystine 6.53 (51) 9.10 (71) 9.17 (73)
Threonine 8.54 (66) 8.73 (68) 8.41 (67)
Tryptophan 2.81 (22) 2.85 (22) 2.79 (22)
Valine 10.39 (81) 10.56 (83) 10.12 (80)
Isoleucine 9.56 (74) 9.75 (76) 9.27 (74)
Arginine 14.52 (113) 14.89 (117) 14.34 (114)
Calculated composition
AME?Y, kcal/kg 3,053 3,052 3,052
Calcium, g/kg 8.76 8.76 8.76
Available phosphorus, g/kg 4.50 4.50 4.50
Sodium, g/kg 2.00 2.00 2.00

®NS = non-supplemented diet (control diet); pL-Met = diet supplemented with DL-
methionine 99%; DL-MMet = diet supplemented with DL-methionyl-DL-methionine 95%
"Feeds were formulated using the total amino acid contents of corn and soybean meal
determined by near infrared reflectance spectroscopy. The total amino acid and other
nutrient values are shown as gram per kilogram and not as a percentage of the diets. Total
amino acid compositions were analytically determined by Evonik Industries (Hanau,
Germany) using wet chemistry (high-performance liquid chromatography)

“Values in parentheses indicate the amino acid-to-lysine ratios (ideal protein concept).
YAME = apparent metabolizable energy

Coprological analysis for coccidiosis diagnosis and histological analysis of the
duodenum and jejunum

A pool of fresh excreta samples was randomly withdrawn from the cages of EC animals,
and another pool was withdrawn from the cages of UC animals, 144 h PI. Coprological
analysis was performed for the qualitative detection (presence or absence) of oocysts in
excreta, as described by Gordon and Whitlock [26] with modifications. Approximately 2 g
of feces was dissolved in 15 mL of distilled water and centrifuged at 2500 rpm for 2 min.
The supernatant was discarded, and the pellet was dissolved in 10 mL of sucrose solution
(density 1.18). This mixture was centrifuged again at 2500 rpm for 2 min. Then, the
material was placed on a histological slide for oocyst detection. An Olympus BX50 Optical
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P1 microscope coupled to an Olympus PMC 35 B camera (40x objective lens) was used for
visual analysis.

Duodenum and jejunum samples were collected immediately after slaughter (144 h
PI) for histological analysis. Samples were cut longitudinally, carefully washed with cold
sterile physiological saline, and fixed in Bouin’s solution for 6 h. After fixation, samples
were dehydrated through a graded ethanol series, diaphanized in xylol, and embedded in
paraffin. Semi-serial histological sections in the longitudinal sense of 3 um thickness were
obtained. Samples were stained with Hematoxylin-Eosin, and histological images were
captured using the Olympus BX 50 P1 Optical microscope coupled to the Olympus PMC
35 B camera (4x and 40x% objective lenses).

Animal performance and relative weight of organs

Animals were weighed at days 14 and 20 after a 6 h fasting period, during which they had
free access to water. For performance evaluation, each cage (eight birds per cage, n = 8)
was considered an experimental unit. Feed intake (FI) was calculated as the amount of feed
offered at the beginning of the experimental period (day 14) minus the feed residue at the
end of the experimental period (day 20). Body weight gain (BWG) was calculated by the
difference between the mean initial weight (day 14) and mean final weight (day 20). Feed
conversion ratio (FCR) was calculated as the ratio of FI to BWG.

For analysis of relative organ weight, each bird was considered an experimental unit (n =
8), birds were selected according on the body weight average of each replicate. At 20 days
of age (144 h PI), chickens were fasted for 6 h and then killed by cervical dislocation. The
liver, whole intestine, spleen, and bursa of Fabricius were collected and weighed. The
relative weight of the organs was calculated using the equation organ weight/body weight x
100.

Analysis of the redox state of the jejunum

Six birds from each treatment, chosen on the basis of the average body weight of each
replicate group, were killed by cervical dislocation 144 h Pl. The jejunum was collected,
washed with cold sterile physiological saline, frozen in liquid nitrogen, and stored at —80

°C until analysis.
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Sample preparation

Nitrite (NO, ) content, catalase (CAT) activity, superoxide dismutase (SOD) activity, and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) content were determined. Briefly, 100 mg
of jejunum was added to 1,000 pL of 0.1 mol/L potassium phosphate buffer, pH 7.4. The
solution was homogenized using a VVan Potter homogenizer until complete dissociation and
centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4 °C. The supernatant was collected in a clean
eppendorf tube and used as a sample.

For analysis of carbonylated proteins (CP), 200 mg of jejunum was added to 1,000 pL of
0.05 mol/L phosphate buffer with 0.001 mol/L ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
pH 6.7. The solution was homogenized using a Van Potter homogenizer until complete
dissociation. Then, the homogenate was centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4 °C. The

supernatant was collected in a clean eppendorf tube and used as a sample.

Analysis of CAT and SOD activities

CAT activity was assessed by evaluating the ability of the enzyme to convert hydrogen
peroxide (H,O;) to water and molecular oxygen. Twenty microliters of supernatant was
added to 980 pL of the reaction mixture (1 mol/L Tris buffer containing 0.005 mol/L
EDTA, pH 8.0, and H,0,). Enzyme activity was monitored using an Evolution™ 300 UV-
VIS spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific™), and readings were performed at 240
nm for 60 s. CAT activity was expressed as the amount of H,O, consumed per minute per
milligram of protein (e = 33.33 mol/L'cm) [27].

SOD activity was measured as the ability of the enzyme to inhibit the autoxidation of
pyrogallol, which generates superoxide anions (O, ). SOD competes with the detection
system for O, . The absorbance increase was measured at 420 nm for 180 s using a
microplate reader (VersaMax , Molecular Devices). The jejunum supernatant was added to
0.2 mol/L Tris-HCI buffer containing 0.002 mol/L EDTA, pH 8.2, and 0.015 mol/L
pyrogallol. The analysis was performed in duplicate at room temperature. A unit of SOD
(U) was defined as the amount of enzyme required to inhibit the autoxidation rate of

pyrogallol by 50%. SOD activity was expressed as U/mg of protein [28].
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Determination of biomarkers of oxidative stress and total antioxidant capacity (TAC)
Analysis of NO, , one of the two stable and non-volatile primary products of nitric oxide
degradation, was performed to assess the formation of nitric oxide during infection, as it is
a potential inducer of oxidative stress [29]. NO, determination was based on the
diazotization reaction described by Griess [30]. Briefly, 50 pL of a sulfanilamide solution
(1% sulfanilamide diluted in 5% phosphoric acid; Sigma—Aldrich) was added to microplate
wells containing 25 pL of the sample. The microplate was incubated for 10 min at room
temperature in the dark. Then, a solution of 0.1% N-(1-naphthyl)ethylenediamine
dihydrochloride (NED) (Sigma—Aldrich) in milli-Q water was added to the reaction, and
samples were read at 540 nm using a microplate reader (VersaMax , Molecular Devices).
The concentration of nitrite in the jejunum was calculated from a standard curve prepared
using sodium nitrite (NaNO,). The results were expressed as pmol nitrite/mg of protein.

Lipid peroxidation was assessed as described by Buege and Aust [31], on the basis of
the ability of thiobarbituric acid to bind to oxidized lipids. Samples were read at 535 nm
using the Evolution™ 300 UV-VIS spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific™).
TBARS content was determined using a molar extinction coefficient of 1.56 x 10°
mol/L'cm, according to the Beer—Lambert law. Results were expressed as nmol TBARS/mg
of protein.

For analysis of protein oxidation, we measured the formation of carbonyl derivatives
using the reagent 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH, Sigma-Aldrich), as described by
Levine et al. [32]. Readings were performed at 370 nm on the Evolution™ 300 UV-VIS
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific™). Carbonylated protein (CP) concentration
was determined using the Beer—Lambert equation, A = C x b x g where A is the
absorbance of the sample minus that of the control, C is the concentration of carbonylated
proteins, b is the optical path length, and ¢ is the molar extinction coefficient (22,000
mol/L'cm). Results were expressed as nmol carbonylated protein/mg of protein.

Total antioxidant capacity (TAC) was measured by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH, Sigma—Aldrich) radical scavenging assay, according to the method described by
Brand-Williams et al. [33], with modifications. Briefly, 100 mg of jejunum was added to
1,000 pL of methanol. The solution was homogenized using a VVan Potter homogenizer and
centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4 °C. Then, 1,850 uL of a 6 x 10 mol/L DPPH
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solution was added to an eppendorf tube containing 150 pL of the supernatant obtained
from the samples. The solution was kept in the dark for 30 min. Subsequently, samples
were read at 515 nm using the Evolution™ 300 UV-VIS spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific™). The antioxidant capacity of each sample was calculated as follows: %
Antioxidant activity = (1— (absorbance of the sample/absorbance of DPPH)) x 100.

The Bradford method [34] was used to determine total protein content and correct NO;
CAT, SOD, carbonylated protein, and TBARS results.

Gene expression

The jejunum of six birds from each treatment, selected on the basis of the average body
weight of each replicate group, was collected 144 h PIl, washed with cold sterile saline, and
added to an eppendorf tube containing 1 mL of TRIzol™ (Invitrogen, Carlsbad CA, USA).
Samples were stored at —80 °C until total RNA extraction.

Total RNA was extracted according to the manufacturer’s recommendations and
quantified spectrophotometrically at 260 nm on a NanoDrop 2000c spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific ). RNA integrity was assessed on a 1% agarose gel stained with
SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) and visualized under
ultraviolet light using a photodocumentation system for electrophoresis gel (L-PIX
TOUCH, Loccus Biotechnology). To eliminate genomic DNA contamination, we treated 1
ug of total RNA with DNase I, Amplification Grade (Invitrogen, Carlsbad CA, USA),
according to the manufacturer’s instructions. Subsequently, complementary DNA (cDNA)
synthesis was performed using the SuperScript” 1l First-Strand Synthesis SuperMix kit
(Invitrogen Corporation, Brazil) according to the manufacturer’s instructions. cDNA
concentration was determined at 260 nm using the NanoDrop™ 2000c spectrophotometer
(Thermo FisherScientificTM). cDNA samples were stored at —20 °C until amplification.

RT-gPCR was performed using 5 uL of cDNA diluted to 40 or 80 ng/uL, 0.5 uL or 1 uL
of 10 umol forward primer and 10 umol reverse primer (final concentrations of 200 nmol
and 400 nmol, respectively), 12.5 pL of SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems™, USA), and UltraPure™ DEPC-treated water (Invitrogen™, Carlsbad CA,
USA) to complete the volume to 25 puL. RT-gPCR reactions were performed on a

StepOne™ real-time PCR system version 2.3 (Applied Biosystems™), and the thermal
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cycle for all genes was set to 95 °C for 10 min followed by 40 cycles of denaturation at 95
°C for 15 s and annealing and extension at 60 °C for 1 min, ending with heating from 65 °C
to 95 °C for melting curve analysis.

Primers specific to the genes that code for superoxide dismutase 1 (SOD1), catalase
(CAT), peptide transporter 1 (PEPT1), neutral and cationic amino acid transporter 1
(y*'LAT-1), neutral amino acid transporter 1 (B°AT1), cationic amino acid transporter 1
(CAT - 1), toll-like receptor 2 (TLR2), toll-like receptor 5 (TLR5), interleukin 1 beta (IL1B),
interleukin 2 (IL2), interferon gamma (IFNG), lipopolysaccharide-induced tumor necrosis
factor (TNF)-alpha factor (LITAF), claudin-1 (CLDN1), occludin (OCLN), and inducible
nitric oxide synthase (iNOS) were designed on the basis of gene sequences deposited in the
National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
database  (Table 3) using the Integrated DNA  Technologies  system
(http://www.idtdna.com). The B-actin gene (ACTB) was used as an endogenous control. All
analyses were performed in duplicate, and results were expressed as arbitrary units, AU.
The 272°T method was used to evaluate gene expression [35].



Table 3 Primer sequences used for RT-qPCR

95

Gene Primer sequences, 5'—3' Amplicon, Accession n°
bp®
soD1° F: AGATGGCAGTGGGAAATGAG 110 NM_205064.1
R: ACTCAAGACAGCAGAGTAGTAATG
CAT F: GAGGAACCCTCAGACTCATTTG 117 NM_001031215.2
R: CCATCAGGAATACCACGATCAC
PEPT1 F: CCCCTGAGGAGGATCACTGTT 66 KF366603.1
R: CAAAAGAGCAGCAGCAACGA
y'LAT-1 F: TGTTGGAGCCAGAGAAGGA 118 XM_418326.6
R: CACAAGGAGATAAAGCAAAGTC
B°AT1 F: TCTATTGAAGATTCGGGCAC 153 XM_419056.6
R: AATGGTAAGCACAAGGTATGG
CAT-1 F: CGTGGCATCTCTGCTCATC 134 NM_001145490.1
R: CTCCATCCCAACCTACATACTTA
TLR2 F: ACTGCCTGCAACGGTCAT 75 NM_204278.1
R: CATCAGCTTCATTGTTGGTTTCTGT
TLR5 F: ACACGGCAATAGTAGCAACACATAT 91 XM_025148815.1
R: ACACCTGGAACTTGGAAAAGAACAT
IL1B F: GTCAACATCGCCACCTACAA 90 XM_015297469.1
R: CGGTACATACGAGATGGAAACC
IL2 F: CCTCAAGAGTCTTACGGGTCTA 104 GU119890.1
R: AGTTGGTCAGTTCATGGAGAAA
IFNG F: TGAGGTGATGTTTACCGAGTTT 94 NM_205149.1
R: GCTTAGAGCTGAGCAGGTATG
LITAF F: GAGCGTTGACTTGGCTGTC 64 NM_204267.1
R: AAGCAACAACCAGCTATGCAC
CLDN1 F: ACTCCTGGGTCTGGTTGGT 100 AY750897.1
R: GACAGCCATCCGCATCTTCT
OCLN F: ACGGCAGCACCTACCTCAA 123 D21837.1
R: GGGCGAAGAAGCAGATGAG
iINOS F: TCCTGAGTTCTGTGCCTTTG 92 U46504.1
R: GTTCATCTCCTTCACCCACTG
ACTB F: GCCAACAGAGAGAAGATGAC 130 L08165.1
R: CACCAGAGTCCATCACAATAC

%p = base pairs

°SOD1 = superoxide dismutase 1 gene; CAT = catalase gene; PEPT1 = peptide transporter
1 gene; y'LAT-1 = neutral and cationic amino acid transporter 1 gene; B’°AT1 = system B°
neutral amino acid transporter 1 gene; CAT - 1 = cationic amino acid transporter 1 gene;
TLR2 = toll-like receptor 2 gene; TLR5 = toll-like receptor 5 gene; IL1B = interleukin 1
beta gene; IL2 = interleukin 2 gene; IFNG = interferon gamma gene; LITAF =
lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha factor gene; CLDN1 = claudin-1
gene; OCLN = occludin gene; iNOS = inducible nitric oxide synthase gene; F = forward; R
= reverse
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Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was applied to verify the normality of data distribution. Data were
analyzed by two-way ANOVA, which considers the main effects (Eimeria spp. challenge
and methionine supplementation) and the interaction between the factors. Means were
compared by the Tukey test (P < 0.05) using SAS 2002 version 9.00 (SAS Inst. Inc., Cary,
NC).

Results

The absence of oocysts in the excreta of UC broilers validates their use as controls (Fig.
1A). The infection caused by Eimeria spp. in EC broilers was confirmed by the presence of
oocysts in the excreta samples (Fig. 1B), histological alterations in the intestinal mucosal
(Fig. 1C), and the presence of Eimeria spp. structures in duodenal enterocytes (Fig. 1D) and
in jejunal enterocytes and lamina propria (Fig. 1F). The jejunal villi of UC broilers were
normal, confirming the absence of infection and the integrity of the intestinal epithelium
(Fig. 1E).

Fig. 1 Oocysts detection in the feces of unchallenged, UC A and Eimeria-challenged, EC B
broiler chickens 144 h post-inoculation (P1). C, D Histological images of duodenal villi and
E, F jejunal villi in broiler chickens 144 h PI, 40x magnification. Note the presence of
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Eimeria structures (yellow arrows) in the duodenal and jejunal mucosa of EC broilers. E
Intact jejunal villi in UC broilers. Hematoxylin-Eosin staining. A, B, C Scale bars represent
150 um. D, E, F Scale bars represent 30 um

Animal performance and relative weight of organs

Eimeria spp. challenge and methionine supplementation showed no interaction effect on
performance parameters (Table 4). However, FI, BWG, and FCR values of EC chickens
were respectively 13% lower, 37% lower, and 39% higher (P < 0.0001) than those of UC
chickens. Methionine supplementation had a significant effect on BWG (P = 0.0038) and
FCR (P = 0.0190), as chickens fed the bL-Met diet had higher BWG (about 12% higher)
and better FCR (about 12% lower) than chickens fed the NS diet. No differences were
observed between chickens fed DL-Met and DL-MMet diets.

Table 4 Performance of broilers 144 h post-inoculation with Eimeria spp.

FI, kg° BWG, kg* FCR®
Mean SE Mean SE Mean SE
uc’ NS" 7 0.470 0.011 0.295 0.009 1.593 0.016
DL-Met' 0.498 0.009 0.333 0.006 1515 0.042
DL-MMet! 0.493 0.015 0.315 0.015 1.568 0.115
ECY NS 0.428 0.006 0.183 0.009 2.378 0.108
DL-Met 0.420 0.009 0.213 0.003 1.987 0.047

DL-MMet 0.415 0.006 0.198 0.005 2.101 0.069
Main effects

Challenge ucC 0.487° 0.007 0.314* 0.007 1.558" 0.038
EC 0.421° 0.004 0.198° 0.005 2.155° 0.064

Diet NS 0.449 0.010 0.239° 0.022 1.985° 0.157
DL-Met 0.459 0.016 0.273* 0.023 1.751° 0.094
DL-MMet 0.454 0.016 0.256* 0.023 1.834*  0.118

P-value

Challenge <0.0001 <0.0001 <0.0001

Diet 0.6033 0.0038 0.0190

Challenge x Diet 0.1487 0.9062 0.1155

2D Means in the same column followed by different letters differ significantly by the Tukey

test, P < 0.05. Results are presented as mean + standard error, SE. Each cage was

considered an experimental unit, n = 8. No mortality was observed during the experimental

period

°FI = feed intake

‘BWG = body weight gain

*FCR = feed conversion ratio. Performance data were calculated taking into consideration a
eriod of 6 days, that is, the period of 144 h post-inoculation, Pl with Eimeria spp.

UC = unchallenged broilers
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9EC = Eimeria-challenged broilers

hNS = non-supplemented diet

'DL-Met = diet supplemented with free methionine, bL-methionine 99%

)bL-MMet = diet supplemented with methionine dipeptide, DL-methionyl-pL-methionine
95%

The effects of Eimeria spp. challenge and methionine supplementation on the relative
weight of organs are presented in Fig. 2A and Fig. 2B, respectively. Eimeria spp. challenge
had significant effects on the relative weight of the bursa of Fabricius (P < 0.0001), spleen
(P < 0.0001), and whole intestine (P < 0.0001) (Fig. 2A). EC birds had lower relative
weight of the bursa of Fabricius and higher relative weight of the spleen and whole
intestine than UC birds (Fig. 2A). There was no effect of Eimeria spp. challenge on liver
weight (Fig. 2A). Methionine supplementation had no effect on the relative weight of the
organs (P > 0.05) (Fig. 2B).
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Fig. 2 Effects of Eimeria spp. challenge A and methionine supplementation B on the
relative weight of organs of broilers. Results are presented as mean and standard error. °
Different letters represent significant differences between treatments by the Tukey test, P <
0.05. UC = unchallenged broilers; EC = Eimeria-challenged broilers; NS = non-
supplemented diet; bL-Met = diet supplemented with free methionine; bL-MMet = diet
supplemented with methionine dipeptide

Redox state of the jejunum

An interaction effect between Eimeria spp. challenge and methionine supplementation on
TAC, CP, and CAT and SOD activities in the jejunum of chickens was observed (Table 5).
Within the UC group, there was no effect of diet on CP; however, chickens fed the DL-Met
diet had higher TAC and lower CAT and SOD activities. Regarding EC chickens, the
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highest level of carbonylated protein was found in the jejunum of chickens fed the NS diet.
This result was associated with lower TAC and CAT activity. EC chickens fed the bL-Met
and pL-MMet diets had CP levels similar to those of UC chickens fed the same diets,

indicating the role of methionine as an antioxidant in the metabolism of EC chickens.

Table 5 Carbonylated protein, CP, total antioxidant capacity, TAC, and antioxidant enzyme
activities in the jejunum of broilers 144 h post-inoculation with Eimeria spp.

CP? TAC® Catalase’ SoD¢
7 Mean SE  Mean SE  Mean SE  Mean SE
uch NS’ 1.05°"° 0.11 64.36° 3.52 2827° 2.06 4.49® 0.09

DL-Met 1.04° 017 81.89° 215 2147 142 3.82° 0.04
, DL-MMet'  1.27%* 0.16 71.39" 169 27.78% 128 3.69° 0.13
EC' NS 1.43* 010 65.27° 210 19.62° 125 472 0.05
DL-Met 0.85° 0.15 67.45° 3.06 2477® 194 432° 0.1
DL-MMet  0.90° 0.07 78.32® 252 2238 049 359° 0.14
P-value
Challenge x Diet 0.0200 0.0008 0.0012 0.0214

2b¢ Means in the same column followed by different letters differ significantly by the
Tukey test, P < 0.05. Results are presented as mean * standard error, SE. Each bird was
considered an experimental unit, n = 6

Expressed as nmol of carbonyl groups/mg of protein

*TAC = total antioxidant capacity, expressed as percentage, %

fCatalase activity, expressed as the amount of hydrogen peroxide, H,O, consumed per
minute per milligram of protein

9SOD = superoxide dismutase activity, expressed as SOD unit/mg of protein

"UC = unchallenged broilers

'EC = Eimeria-challenged broilers

INS = non-supplemented diet

“bL-Met = diet supplemented with free methionine (DL-methionine 99%)

'pL-MMet = diet supplemented with methionine dipeptide (DL-methionyl-DL-methionine
95%)

The lower TAC observed in EC chickens might also be associated with the reduced
expression of CAT (P <0.0001) and SODL1 (P = 0.0036) genes (Fig. 3). There was no effect

of methionine supplementation on the expression of these genes.
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Fig. 3 Expression of catalase, CAT and superoxide dismutase 1, SOD1 genes in the jejunum
of broiler chickens. Results are expressed as arbitrary units, AU, and are presented as mean
and standard error. *° Different letters represent significant differences between treatments
by the Tukey test, P < 0.05. UC = unchallenged broilers; EC = Eimeria-challenged broilers.
NS = non-supplemented diet; bL-Met = diet supplemented with free methionine; bL-MMet
= diet supplemented with methionine dipeptide

EC chickens had higher nitrite and TBARS contents than UC chickens. Birds fed the DL-
Met and bL-MMet diets showed lower nitrite contents than birds fed the NS diet. There was

no effect of methionine supplementation on TBARS content (Fig. 4).
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Fig. 4 Effect of Eimeria spp. challenge and methionine supplementation on nitrite, NO;
content and thiobarbituric acid reactive substances, TBARS content in the jejunum of
broiler chickens 144 hours post-inoculation. Results are presented as mean and standard
error. *° Different letters represent significant differences by the Tukey test, P < 0.05. UC =
unchallenged broilers; EC = Eimeria-challenged broilers; NS = non-supplemented diet; DL-
Met = diet supplemented with free methionine; bL-MMet = diet supplemented with
methionine dipeptide

Expression of genes associated with intestinal function and integrity

We investigated the effects of the treatments on the expression of genes related to the
function and integrity of the intestinal tract. The expression of genes encoding y*LAT-1,
BYAT1, CAT - 1, and PEPT1 in the jejunum of broilers 144 h PI is shown in Fig. 5A and
Fig. 5B. Eimeria spp. challenge affected the expression of B’AT1 (P = 0.0001), CAT - 1 (P
= 0.0300), and PEPT1 (P < 0.0001) (Fig. 5A). EC chickens showed lower B’AT1 (0.1589
AU vs. 0.2166 AU) and PEPT1 (0.4644 AU vs. 2.5611 AU) and higher CAT - 1 (0.0028
AU vs. 0.0012 AU) gene expression than UC chickens. Eimeria spp. challenge had no
significant effect on y"LAT-1 expression (P > 0.05) (Fig. 5A).
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Methionine supplementation (Fig. 5B) influenced PEPT1 expression (P = 0.0467):
broilers fed the pL-MMet diet had higher expression levels of this gene. There was no
effect of methionine supplementation on the expression of the genes y'LAT-1, CAT - 1, and
BYAT1 (P > 0.05) (Fig. 5B).
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Fig. 5 Effect of Eimeria spp. challenge A and methionine supplementation B on the
expression of genes encoding y*LAT-1, B’AT1, CAT - 1, and PEPT1 in the jejunum of
broilers. Results are expressed as arbitrary units, AU, and are presented as mean and
standard error. " Different letters represent significant differences between treatments by
the Tukey test, P < 0.05. UC = unchallenged broilers; EC = Eimeria-challenged broilers.
NS = non-supplemented diet; bL-Met = diet supplemented with free methionine; bL-MMet
= diet supplemented with methionine dipeptide. y"LAT-1 = neutral and cationic amino acid
transporter 1 gene. CAT - 1 = cationic amino acid transporter 1 gene; B’°AT1 = system B°
neutral amino acid transporter 1 gene; PEPT1 = peptide transporter 1 gene

Fig. 6 shows the results of CLDN1 and OCLN gene expression. EC chickens had decreased

expression of OCLN compared to UC chickens. There was no effect of Eimeria spp.
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challenge on CLDNL1 expression (P = 0.1825), and no effect of methionine supplementation

on the expression of CLDN1 (P = 0.6416) and OCLN (P = 0.1595).
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Fig. 6 Effect of Eimeria spp. challenge and methionine supplementation on the expression
of genes encoding claudin-1, CLDN1 and occludin, OCLN in the jejunum of broiler
chickens 144 hours post-inoculation. Results are expressed as arbitrary units, AU, and are
presented as mean and standard error. *° Different letters represent significant differences
between treatments by the Tukey test, P < 0.05. NS = non-supplemented diet; bL-Met =
diet supplemented with free methionine; bL-MMet = diet supplemented with methionine
dipeptide

Expression of genes associated with immune responses

The effects of Eimeria spp. challenge on the relative expression of TLR2, TLR5, IL1B, IL2,
LITAF, and IFNG genes are shown in Fig. 7. Eimeria spp. challenge significantly reduced
the expression of TLR5 (P = 0.0003) and IL2 (P = 0.0001) and significantly increased the

expression of IFNG (P = 0.0001). However, no significant effect of Eimeria spp. challenge
on the expression of TLR2, IL1B, and LITAF was observed (P > 0.05) (Fig. 7).
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Fig. 7 Expression of genes associated with the immune system in the jejunum of broilers
144 h post-inoculation with Eimeria spp. Results are expressed as arbitrary units, AU, and
are presented as mean and standard error. ®® Different letters represent significant
differences between treatments by the Tukey test, P < 0.05. UC = unchallenged broilers;
EC = Eimeria-challenged broilers. TLR2 = toll-like receptor 2 gene; TLR5 = toll-like
receptor 5 gene; IL1B = interleukin 1 beta gene; IL2 = interleukin 2 gene; LITAF =
lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor-alpha factor gene; IFNG = interferon
gamma gene

The effects of diet on the relative expression of TLR2, TLR5, IL1B, IL2, LITAF and
IFNG genes are presented in Fig. 8. Chickens fed the NS diet had lower expression of
TLRS5 than chickens fed the bL-MMet diet (P = 0.0255). There was no difference between
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the sources of methionine. No significant effect was observed on the expression of TLR2,

IL1B, INFG and LITAF (P > 0.05) (Fig. 8).
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Fig. 8 Effect of methionine supplementation on the expression of the toll-like receptor 2
gene, TLR2, toll-like receptor 5 gene, TLR5, interleukin 1 beta gene, IL1B, interleukin 2
gene, IL2, interferon gamma gene, IFNG, and lipopolysaccharide-induced tumor necrosis
factor-alpha factor, LITAF gene in the jejunum of broiler chickens. Results are expressed as
arbitrary units, AU, and are presented as mean and standard error. *° Different letters
represent significant differences between treatments by the Tukey test, P < 0.05. NS = non-
supplemented diet; bL-Met = diet supplemented with free methionine; bL-MMet = diet
supplemented with methionine dipeptide

No effect of Eimeria spp. challenge or methionine supplementation was observed on the

expression of the gene iNOS (Fig. 9) (P > 0.05).



107

0.5 0.25
-7 &
2 045 = T
=} = T
5 0.4 - D- 0.20
<035 4 =
g8 03 £ g 015
v o= - % 5 5
£ 8 oos g 2
-3 T 2=
2= 02 2000
g B g
) 015 g
2] w -
g o g 0o
=005 <

0 . . 0.00 . .

uc EC NS DL-Met DL-MMet

Fig. 9 Effect of Eimeria spp. challenge and methionine supplementation on the expression
of inducible nitric oxide synthase gene, INOS in the jejunum of broilers 144 h post-
inoculation. Results are expressed as arbitrary units, AU, and are presented as mean and
standard error. UC = unchallenged broilers; EC = Eimeria-challenged broilers. NS = non-
supplemented diet; bL-Met = diet supplemented with free methionine; bL-MMet = diet
supplemented with methionine dipeptide

Discussion

Previous studies showed that broilers challenged with Eimeria spp. have poor performance
in part because of structural and functional changes that occur in the intestinal mucosa
during the infection [5, 7, 8]. We observed that EC chickens had FI and BWG 13% and
37% lower than UC chickens, respectively. The decreased BWG in EC chickens was
followed by an increase of 39% in FCR. The reduced FI in EC chickens might be related,
among other factors, to the increase in plasma cholecystokinin secretion, a potent inhibitor
of feeding [36]. Low BWG may have been caused by several factors, such as low FI and
low expression of the genes B’AT1 and PEPT1 in the jejunum. B’°AT1 encodes the neutral
amino acid transporter (B°AT1), and PEPT1 encodes a protein responsible for the uptake of
di- and tripeptides. Thus, a reduced expression of B’°AT1 and PEPT1 genes could be
associated with decreased absorption of amino acids and decreased protein synthesis.

PepT 1 is highly resilient to changes in the gut caused by intestinal damage [18, 21]. We
hypothesized that pL-MMet supplementation could exert a beneficial effect on animal
metabolism during Eimeria spp. challenge. No interaction effect between Eimeria spp.
challenge and methionine supplementation on the expression of PEPT1 was observed.
However, there was a significant reduction in PEPT1 expression in the jejunum of EC
broilers compared with that of UC broilers and a higher expression in animals fed the DL-
Met and DL-MMet diets than in those fed the NS diet. The lower PEPT1 expression in EC
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birds might be due to lower nutrient intake, as they exhibited lower FI. Chen et al. [37]
suggest that end products of protein digestion (small peptides and amino acids) may be
involved in PEPT1 expression pathways. We suggest that methionine stimulates PEPT1
expression and that, because PepT 1 is a low-affinity, high-capacity transporter, increased
expression of these gene could be related to higher nutrient absorption [18]. Furthermore,
we found that chickens fed diets with methionine supplementation had higher BWG and
better FCR than chickens fed the NS diet. Although studies indicate that, in some species,
dipeptides are more readily absorbed, and thus more readily available, than free amino
acids [17, 21, 22] in this study we did not observe differences in the BWG of animals fed
DL-Met or DL-MMet diets. This result may be related to the bioefficacy of methionine
sources. Similar bioefficacy values were observed between chickens fed bL-M and DL-MM
diets in a study by Silva et al. [38]. A thorough investigation on the nutritional and
metabolic effects of dipeptide methionine supplementation for chickens is needed.

The effects of coccidiosis are not limited to poor animal performance. Several changes
in the composition of organs and tissues were observed in animals infected with coccidia
[39]. As the weight of lymphoid organs can be used as an indication of the body’s ability to
deliver lymphoid cells during immune responses [40], we evaluated the relative weight of
the bursa of Fabricius and of the spleen. We observed that EC broilers showed lower
relative weight of the bursa of Fabricius, as reported in other study [41], and higher relative
weight of the spleen and whole intestine, which is also in agreement with the results of
previous works [42, 43]. A low relative weight of the bursa of Fabricius can be attributed to
organ atrophy caused by lymphocyte depletion or to micronecrosis and cell migration [44].
Increased relative weight of the spleen can represent the body’s attempt to meet the
requirements of the humoral and cellular immunity [42]. Increased intestine weight might
be associated with edema formation, thickening of the mucosa [1], hypertrophy, or mucosal
hyperplasia as a result of cell proliferation to replace damaged epithelial cells [45].

During the course of the infection, immunological reactions generate a
microenvironment that is incompatible with the survival of pathogens and confer protective
immunity against Eimeria spp. reinfection [1]. The immune system of a parasitized animal
detects and responds rapidly to infection through innate immune receptors [46], such as the

transmembrane TLRs, which play an important role in immune responses against Eimeria
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spp. [47]. TLRs are expressed by most immune cells [48] as well as by intestinal epithelial
cells (IECs) and lamina propria cells [49]. Recognition of pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) triggers TLR signaling via myeloid differentiation primary response 88
(MyD88) and TIR-domain-containing adapter-inducing interferon- (TRIF), inducing the
expression of IL-12, IFNs, and TNF [50], which are important effector molecules in innate
and adaptive immunity against pathogenic microorganisms [50, 51]. EC chickens showed
lower TLR5 expression than UC chickens. This result might be related to the time of
sample collection (144 h PI). According to Netea et al. [52], the innate immune system is
activated within minutes of invasion by the protozoan and remains active mainly during the
first days of infection. On the other hand, chickens fed the NS diet had the lowest TLR5
expression levels. Zhang et al. [50] suggested that high expression of TLRS5 can be caused
by TLR5 recognition of flagellin in the normal intestinal flora of animals. According to
Tang et al. [53], methionine influences the intestinal microflora by stimulating the growth
of beneficial bacteria. Our results indicate that methionine deficiency negatively affects
immune response activation, possibly because it causes changes in the intestinal flora
normal of chickens. EC chickens showed lower IL2 expression than UC chickens.
According to Kaiser et al. [54], low IL2 levels can result in slower inflammatory responses
in the intestine, allowing invasion of intestinal epithelial cells by Eimeria spp. and
progression of the parasite life cycle. Our results may also be associated with the higher
expression of the interleukin 10 (IL10) gene, which is generally observed in Eimeria-
challenged chickens [51], as IL10 can inhibit the synthesis of cytokines including IL1p,
IL2, and TNF-a [55]. Sand et al. [56] suggested that the potentially inappropriate activation
of IL10 is a defense strategy used by Eimeria spp. to escape immune detection in the
intestinal tract of the host. Interferon gamma plays a critical role in mediating protective
immunity against coccidiosis [57]. EC chickens had higher IFNG expression than UC
chickens, a finding that can be explained by the importance of this cytokine as a mediator
of resistance to protozoans, including those of the genus Eimeria [51]. Studies
demonstrated that interferon gamma levels increase during coccidiosis and that this
molecule plays a particular role in the activation of intracellular toxicity via free radical
generation and decreasing oocyst production during primary infection with Eimeria spp.

[57, 58]. However, the inflammatory process in the intestine of a parasitized animal is
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accompanied by damages to the intestinal epithelium and tight junctions (TJs). Claudins
and occludin are dynamic TJ proteins that function as a selective/semipermeable barrier
that facilitates the transport of ions and solutes through the paracellular space while
preventing the passage of luminal antigens, microorganisms, and toxins [59]. Chickens
with coccidiosis have lower occludin gene expression levels as a consequence of multiple
factors, including inflammation [60]. We suggest the low OCLN expression observed in
this study might be due to the immune responses triggered by interferon gamma. Low
occludin levels are associated with the disruption of TJs in the jejunum and consequently
with the passive loss of solutes and the osmotically driven flow of water into the intestine,
resulting in diarrhea, one of the main signs of intestinal inflammation [60].

Interferon gamma also affects the intracellular replication of Eimeria spp. [57] because it
Is a potent activator of inducible nitric oxide synthase (iNOS), an enzyme responsible for
the production of nitric oxide (NO), which in turn has been proposed to be the effector
molecule against Eimeria spp. [61]. NO is a highly reactive free radical synthesized from L-
arginine by nitric oxide synthases (NOS) [62, 63]. This free radical performs a variety of
biological functions [64] and acts as a cytotoxic agent against tumor cells, bacteria, viruses,
and parasites [63]. Because of its oxidizing effect and ability to react with intracellular
compounds, NO is generated in large quantities during immunological reactions [65].

In this study, we quantified the nitrite content in the jejunum of EC and UC chickens and
evaluated both iINOS and CAT - 1 expression. The CAT - 1 gene codes for CAT-1, a protein
involved in the absorption of arginine, which is the substrate for NO synthesis. Eimeria
spp. infection had no effect on iINOS expression but increased CAT - 1 expression and
nitrite content. The lack of significant results for iNOS expression can be due to the time of
sampling (144 hours P1). Once expressed, iNOS produces high levels of NO for periods that
can last from hours to days [62]. Overall, these results suggest that a highly complex and
integrated intestinal defense mechanism is activated in an attempt to fight the coccidial
infection via increased expression of IFNG and CAT-1 and, consequently, enhanced
production of NO, , which is toxic for coccidians [61].

Studies evidenced the occurrence of oxidative stress in chickens challenged with
Eimeria spp (2, 9, 10). Oxidative imbalance in chickens with coccidiosis is caused by

reduced antioxidant enzyme activity; reduced levels of non-enzymatic antioxidants, such as
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carotenoids, vitamin C, and vitamin E; increased lipid peroxidation; and increased NO,
and nitrate (NO3") levels [2, 9-11]. In the present study, we found that EC chickens 144 h
Pl had higher TBARS and nitrite contents in the jejunum than UC chickens. These
alterations may be due to the effects of NO and oxygen-derived radicals, which produce
other toxic substances, such as the potent oxidizing agent peroxynitrite [66], and result in
lipid peroxidation. Oxidative stress also causes damage to others biological molecules.
Proteins are possibly the most immediate vehicle for inflicting oxidative damage on cells
because they usually act as catalysts rather than as stoichiometric mediators [67]. Reactions
between proteins and free radicals can lead to the formation of protein derivatives or
peptide fragments that possess highly reactive carbonyl groups. In fact, the accumulation of
carbonylated proteins has been observed in several diseases, including intestinal diseases
[68, 69]. EC chickens fed the NS diet showed high carbonylated protein content, indicating
that peroxynitrite formation might have occurred during the infection, causing severe
oxidative damage to proteins. Moreover, this result shows that methionine deficiency
enhances oxidative stress in the jejunum and is evidence of the importance of the amino
acid for broiler health. Methionine residues have been shown to be potent endogenous
antioxidants that regulate the activity of biological proteins [15]. In addition to the direct
antioxidant effect of methionine residues in proteins, the organism has a highly
sophisticated enzyme system that minimizes the deleterious effects of oxidation. SOD and
CAT are examples of important antioxidant enzymes.

In our study, the lowest expression levels of SOD1 and CAT were observed in EC
chickens. EC broilers fed the NS diet had lower CAT activity but higher SOD activity than
EC broilers fed the pL-Met or bL-MMet diets. The reduction in CAT expression and
consequently in CAT activity might have been caused by NO production and as a result of
cellular damage in the jejunum [70, 71], which allows us to infer that the formation of toxic
substances during the coccidial infection exceeded the antioxidant capacity of the defense
system. This condition might have been further aggravated by methionine deficiency and
by the fact that NO can inhibit the enzyme glutathione peroxidase [72]. On the other hand,
higher SOD activity seems to be useful to combat the excess free radicals produced during
the infection, resulting in a lower expression of the SOD1 gene. Another possible

explanation for the high SOD activity observed is the existence of cellular compensatory
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responses to the deficiency of methionine and other non-enzymatic antioxidants observed
during the infection [11, 73]. Therefore, methionine deficiency and the inactivation of CAT
can at least partially explain the lipid and protein oxidation observed in the jejunum of EC
broilers fed the NS diet. Another interesting result of this study is that chickens fed the DL-
Met and bL-MMet diets had lower nitrite content, which may be associated with the ability
of methionine to react with RNS, thereby preventing cellular oxidation. This result
highlights the importance of methionine, both as free amino acid and dipeptide, for the
maintenance of intestinal epithelium. Furthermore, we observed that EC chickens fed the
DL-MMet diet exhibited higher TAC, as did UC chickens fed the pL-Met and pL-MMet
diets. These unprecedented results indicate that methionine dipeptide supplementation
might play a key role in protecting the intestinal environment against oxidative stress in

broilers challenged with Eimeria spp.

Conclusions

We concluded that the poor performance observed in chickens challenged with Eimeria
spp. probably occurred as a consequence of inflammatory responses and oxidative stress in
the jejunum, which in turn might have affected intestinal epithelial integrity. The main
effect of methionine supplementation was on antioxidant metabolism. Our results showed
for the first time that free methionine and methionine dipeptide supplementation is able to
protect the enterocytes of broilers under Eimeria challenge from the oxidative damage

induced by free radicals.
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Biotechnology Information; nm: Nanometer; nmol: Nanomol;, NED: N-(1-
naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride; NO: nitric oxide; NOS: Nitric oxide synthases;
NO, : Nitrite; NO3: nitrate; OCLN: Occludin; O, : Superoxide anion; PEPT1: Peptide
transporter 1 gene; PI: Post-inoculation; PAMP: Pathogen-associated molecular patterns;
RNA: Ribonucleic Acid; RNS: Reactive nitrogen species; ROS: Reactive oxygen species;
RT-gPCR: Reverse transcription polymerase chain reaction quantitative real time; SOD:
Superoxide dismutase; SOD1: Superoxide dismutase 1 gene; spp: Species; TAC: Total
antioxidant capacity; TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances; TJ: Tight junctions;
TLR: Toll-like receptor; TLR2: Toll-like receptor 2 gene; TLR5: Toll-like receptor 5 gene;
TNF: Tumor necrosis factor; TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f;
U: unit; UC: unchallenged; y"LAT-1: Neutral and cationic amino acid transporter gene;
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V. SUPLEMENTACAO DE DIPEPTIDEO DE METIONINA MELHORA A SAUDE
INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE DESAFIADQOS POR EIMERIA SPP.
(Journal of Animal Science)

RESUMO: A coccidiose ¢ uma enfermidade que afeta o intestino delgado e grosso das
aves, produzindo considerdveis perdas na avicultura mundial. Dietas com nutrientes
essenciais e suplementadas em niveis adequados sdo fundamentais, para aliviar os efeitos
negativos produzidos por esses agentes patogénicos. Neste trabalho, foram utilizadas aves
desafiadas (EC) ou ndo (UC) com Eimeria spp., e suplementadas com duas fontes de
metionina: forma livre (DL-Met) e dipeptideo de metionina (DL-MMet), e a dieta controle
nédo suplementada com metionina (NS). O experimento foi conduzido em um delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3, com oito repeticbes. As aves foram
infectadas com oocistos esporulados de um mix de Eimeria (E. acervulina, E. maxima, E.
praecox e E. mitis) aos 14 dias de idade. Seis dias depois da inoculacdo (6 dpi), foram
realizadas as andlises de desempenho, analises histolégicas em microscopia éptica e
microscopia eletronica de varredura e transmissdo do jejuno, expressdo de genes
relacionados a saude intestinal (apoptose e proliferacdo celular) no jejuno, analises
plasmaticas e soroldgicas. Foi observado que os animais desafiados por Eimera spp.
apresentaram pior desempenho, independentemente da dieta consumida. Com relacdo a
suplementacdo de metionina, 0s animais recebendo a dieta DL-Met apresentaram maior
ganho de peso e menor conversao alimentar. Os animais do grupo EC recebendo dieta NS,
apresentaram vilos mais baixos e mais largos, com maior valor de profundidade de cripta,
menor relacdo vilo:cripta, menor area de superficie de absorcdo do jejuno, menor
quantidade de celulas caliciformes neutras e menor expressdo do gene mucina 2 (MUC?2).
Os animais desafiados que consumiram a dieta DL-MMet apresentaram maior altura dos
enterdcitos. Os animais desafiados por Eimeria spp. apresentaram maior largura da lamina
prépria que os animais UC. Houve efeito dadieta sobre a largura da lamina
propria: animais recebendo a dieta DL-MMet apresentaram menor valor de largura da
lamina propria. Animais ndo desafiados que consumiram a dieta DL-Met apresentaram
maior quantidade de células caliciformes &cidas, e os animais desafiados recebendo a

dieta DL-MMet apresentaram a maior quantidade de linfécitos intraepiteliais (LIES). Menor
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expressao dos genes caspase 3 (CASP3), linfoma de células B2 (BCL2), alvo mecanicista
da rapamicina (MTOR) e proteina ribossomal quinase B1 (RPS6KB1), foi observado nos
animais EC. Também foi observado que a dieta influenciou a expressdo do gene MTOR,
sendo que a maior expressdo desse gene foi observada nos animais que consumiram a dieta
DL-MMet. A atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase
(CK), também foi influenciada pela presenca do patdgeno e pela dieta, com maiores valores
em animais EC e NS. Nos animais EC, observamos menor conteido de &cido urico no
plasma e maior producdo de mucoprotéinas no soro. O menor contetdo de proteinas totais
séricas foi observado nas aves EC recebendo a dieta bL-MMet, semelhante aos animais UC
independentemente da dieta recebida. Em concluséo, os resultados demosntraram que 0S
animais desafiados por Eimeria spp. apresentaram danos e alteragdes na mucosa intestinal,
e que a suplementacdo de metionina na forma de dipeptideo foi capaz de atenuar os efeitos
nocivos do patdgeno sobre a mucosa intestinal.

Palavras-chave: apoptose, coccidiose, jejuno, linfdcitos intraepiteliais
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ABSTRACT: Coccidiosis is a disease that affects the small and large intestines of birds,
producing considerable losses in poultry farming worldwide. Balanced diets are important
to alleviating the negative effects caused this disease. In this work unchalenged birds (UC)
and birds challenged (EC) with Eimeria spp. and receving diets supplemented with two
sources of methionine: free form (DL-Met) and methionine dipeptide (DL-MMet), and the
control diet not supplemented with methionine (NS) were used. The experiment was
conducted in a completely randomized design in a 2x3 factorial scheme, with eight
replicates. The birds were infected with sporulated oocysts from a mix of Eimeria (E.
acervulina, E. maxima, E. praecox and E. mitis) at 14 days of age, and six days post
inoculation (6 dpi) were performed the analyzes of performance, histological analysis of
jejunum by light microscopy, scanning electron microscopy and transmission of jejunum,
expression of genes related to intestinal health (apoptosis and cell proliferation) in the
jejunum, plasma and serum analysis. It was observed that the animals challenged by
Eimeria spp. presented worse performance independently of the diet consumed. With
regard to methionine supplementation, the animals receiving the DL-Met diet presented
higher weight gain and lower feed conversion ratio. EC group chickens receiving NS diet
had lower and wider villi, with a higher crypt depth value, lower villus:crypt ratio, smallest
surface area of jejunum absorption, smaller amount of neutral goblet cells and less
expression of the mucin 2 gene (MUC2). EC animals fed bL-MMet diet showed higher
height of the enterocytes. The animals challenged by Eimeria spp. presented greater lamina
propria width than the UC animals. There was diet effect on the width of the lamina
propria: animals consuming the diet bL-MMet had the lowest lamina propria width. UC
animals fed DL-Met diet presented higher numbers of acidic goblet cells. EC chickens fed
DL-MMet diet had the highest amount of intraepithelial lymphocytes (LIES). Reduced
expression of caspase 3 (CASP3), B2-cell lymphoma (BCL2), mechanistic target of
rapamycin (MTOR) and ribosomal protein kinase B1 (RPS6KB1) genes was observed in EC
animals. It was also observed that the diet influenced the expression of the MTOR gene, the
highest expression of this gene was observed in the animals fed bL-MMet diet. There were
challenge and diet effects on the activity of aspartate aminotransferase (AST) and creatine
kinase (CK) enzymes, higher activity was observed in EC animals and in animals fed NS

diet. EC animals had lower uric acid content and higher production of mucoproteins. The
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lowest total serum protein content was observed in EC birds fed bL-MMet diet, similar to
UC animals regardless of the diet received. In conclusion, the results showed that animal
challenged by Eimeria spp. presented damage and alterations in the intestinal mucosa, and
that the methionine supplementation in the dipeptide form was able to attenuate the harmful
effects of the pathogen on the intestinal mucosa.

Key words: apoptosis, coccidiosis, intraepithelial lymphocytes, jejunum
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INTRODUCAO

O intestino é um o6rgdo altamente dindmico, formado por varios tipos de células
epiteliais que desempenham muitas fungdes, entre elas, a digestéo dos alimentos e absorgéo
de nutrientes, além de formarem uma barreira fisica e quimica que protege a mucosa
intestinal (Okumura e Takeda, 2017). Em conjunto, as células que compdem o intestino sdo
responsaveis por garantir a homeostase e salde intestinal, atuando na prevengdo de
possiveis danos causados por microrganismos comensais e invasores (Okumura e Takeda,
2017). Diversas classes de patdgenos sdo reconhecidas por atuar no ambiente intestinal das
aves, causando reducdo na eficiéncia alimentar e alteracdes nas atividades do sistema
imune local e sistémico, além de tornar os animais mais susceptiveis aos demais estressores
abioticos e bioticos (Fasina et al., 2008; Park et al., 2008; Belote et al., 2018). Entre esses
patdgenos, estdo as Eimeria spp. que causam a coccidiose, que é considerada como uma
doenca de dificil controle e que causa grandes perdas econdmicas na producdo de aves
todos os anos (Peek e Landman, 2011).

AlteracGes hematoldgicas, bioquimicas e na expressdao de genes envolvidos com a
producdo de muco, apoptose, proliferacdo e migracdo celular, tém sido observadas em
animais de diferentes espécies com coccidiose e outras infec¢Bes intestinais (Gomez-
Bautista et al., 1986; Koynarski et al., 2007; Rath et al., 2009; Adamu et al., 2013; Kitessa
et al.,, 2014; Tan et al., 2014; Chen et al., 2015; Melkamu et al., 2018). Também s&o
observadas alterac@es histoldgicas na morfologia intestinal, que tém sido relacionadas com
0 processo de apoptose, que remove células danificadas ou indesejadas, funcionando como
um mecanismo de defesa do hospedeiro contra agentes patogénicos durante a infecgédo
(Idris et al., 1997; Sakamoto et al., 2014; Tan et al., 2014).

As respostas do animal a infeccdo e a injuria tecidual exigem grandes demandas do
metabolismo dos aminoacidos (Grimble e Grimble, 1998). Dessa forma, o suporte
nutricional na forma de proteinas e aminoacidos, pode alterar a disponibilidade de
substratos para a sintese de proteinas e peptideos fundamentais no processo inflamatorio
(Grimble e Grimble, 1998), contribuindo para a manutencdo da saude intestinal. Estudos
prévios realizados por nosso grupo de pesquisa vém demonstrando que a suplementacao de
metionina contribui para o desempenho de frangos de corte sob condigfes ambientais

adversas, devido as suas propriedades antioxidantes (Del Vesco et al., 2014; Del Vesco et
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al., 2015a,b). A metionina pode contribuir para a saude intestinal, bem como para a funcédo
imune, protegendo o intestino contra danos celulares ao atenuar a inflamacgéo, o estresse
oxidativo e por influenciar a permeabilidade intestinal (Grimble, 2006; Bauchart-Thevret et
al., 2009; Ruth e Field, 2013; Bin et al., 2017; Seyyedin e Nazem, 2017).

Estudos tém demonstrado que a suplementacdo de aminoacidos na forma de
dipeptideos poderia ser vantajosa em condigdes especificas, como nos casos de doencas
intestinais que causam a reducdo absortiva pelos enterdcitos (Silk et al., 1974; Matthews e
Adibi, 1976). Nesses casos, a administracdo de dipeptideos poderia atuar como fator de
prevencdo a desnutricdo proteica, ja que peptideos podem ser absorvidos de maneira mais
eficiente que os aminoacidos livres (Matthews e Adibi, 1976; Barbot et al., 2003). E isso
pode estar relacionado ao sistema de absorcdo mediado pelo transportador de peptideos 1
(PepT1), uma vez que o PepT1 apresenta maior resiliéncia no intestino, mantendo a
expressao e niveis de atividade mesmo sob condi¢édo de dano intestinal (Barbot et al., 2003;
Gilbert et al., 2008).

Apesar do dipeptideo de metionina ja estar sendo utilizado em dietas para organismos
aquaticos (Mamaug et al., 2012; Nunes et al., 2018), ainda sdo escassas as informacdes
sobre os efeitos desse dipeptideo sobre os mecanismos fisioldgicos, histolégicos e
moleculares em frangos de corte. Desta forma, este trabalho foi realizado para testar a
hipotese de que a suplementacdo de metionina, tanto na forma livre ou de dipeptideo,
poderia aliviar os danos observados no ambiente intestinal de frangos de corte desafiados
por Eimeria spp. Para testar esta hipotese, foi avaliado o desempenho animal, a
morfometria do jejuno como um indicador da integridade da mucosa jejunal, a expressao de
genes relacionados a producdo de mucina, ao processo de apoptose, proliferacdo celular no

jejuno, e alguns parametros sanguineos em frangos de corte, seis dias depois da inoculacéo
(6 dpi).

MATERIAL E METODOS
Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA —n° 4000170615) da Universidade Estadual de Maring4, Brasil.
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Animais e desenho experimental

Um total de 384 frangos de corte machos (Cobb 500) de um dia de idade, isentos de
vacina anti coccidiana, foram utilizados para a realizacdo deste estudo. Os animais foram
alojados em gaiolas suspensas (1 m2) com bandeja coletora de fezes, em ambiente
climatizado com 24 horas de iluminacdo artificial e temperatura inicial de 33°C. A
temperatura ambiente foi gradualmente reduzida de acordo com a idade das aves, seguindo
as recomendacOes da linhagem Cobb 500. Todos os animais foram criados de maneira
convencional até os dez dias de idade. Nesse momento, 0s animais foram pesados ap0s um
periodo de jejum de seis horas, e em seguida, foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3, com oito repeti¢des, e oito aves por
tratamento. O primeiro fator foi relacionado ao desafio sanitario por Eimeria spp.: desafio
por Eimeria spp. = EC; e sem desafio = UC, e o segundo fator, relacionado as dietas: dieta
sem suplementacdo de metionina = NS; com suplementacdo de metionina na forma de
aminoacido livre, bL-Metionina 99% = DL-Met; e com suplementacdo do dipeptideo de
metionina, DL-Metionil-DL-Metionina 95% = DL-MMet. As ragdes utilizadas foram feitas
com milho e farelo de soja, sendo formuladas de acordo com Rostagno et al. (2011). Aos
14 dias de idade, o grupo experimental EC foi inoculado por via oral com 1 mL de solucéo
contendo oocistos esporulados de Eimeria spp. (2 x 10* E. acervulina, 2 x 10* E. praecox,
1,6 x 10* E. maxima e 4 x 10* E. mitis); o outro grupo (grupo experimental UC), recebeu
por via oral 1 mL de solucdo salina. Os animais pertencentes ao tratamento EC e UC foram
alojados separadamente para evitar infecgdo cruzada.

Todas as aves foram mortas por deslocamento cervical seis dias depois da inoculagao
(6 dpi) aos 20 dias de idade. Durante todo o periodo experimental, os animais tiveram livre
acesso a agua e a racdo. Nenhum anticoccidiano foi adicionado as racGes. A composicao
das dietas experimentais esta apresentada na Tabela 1, e a composi¢do nutricional analisada

e calculada esta apresentada na Tabela 2.
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10— 20 dias™
Ingredientes (kg) NS* DL-Met DL-MMet
Milho, 7,8% 54,89 54,89 54,89
Farelo de soja, 46% 37,30 37,30 37,30
Oleo de soja 3,80 3,80 3,80
L-Lisina HCI, 78% 0,16 0,16 0,16
L-Treonina, 98,5% 0,04 0,04 0,04
DL-Metionil-DL-Metionina, 95%, dipeptideo - - 0,29
DL-Metionina, 99% - 0,28 -
Fosfato bicéalcico, 20% 1,53 1,53 1,53
Calcario calcitico, 38% 1,16 1,16 1,16
Sal 0,45 0,45 0,45
Premix vitaminico-mineral® 0,40 0,40 0,40
Inerte 0,30 0,02 0,01
Total 100,00 100,00 100,00

'As races experimentais foram fornecidas aos animais dos 10 aos 20 dias de idade.

NS = rac4o ndo suplementada com metionina; bL-Met = ragdo suplementada com o nivel
recomendado de metionina na forma de aminoacido livre (DL-Metionina 99%); bL-MMet =
racao suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-DL-Metionina 95%).

3As dietas forneceram os seguintes componentes (por kg): acetato de retinil, 3,44 mg;
colecalciferol, 50 pg; DL-a-tocoferol, 15 mg; tiamina, 1,63 mg; riboflavina, 4,9 mg;
piridoxina, 3,26 mg; cianocobalamina, 12 pg; D-acido pantoténico, 9,8 mg; D-biotina, 0,1
mg; menadiona, 2,4 mg; &cido folico, 0,82 mg; niacinamida, 35 mg; selénio, 0,2 mg; ferro,
35 mg; cobre, 8 mg; manganés, 60 mg; zinco, 50 mg; iodo, 1 mg; e hidroxitolueno butilado,

80 mg.
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Tabela 2. Composicao nutricional analisada e calaculada (g/kg), das ra¢es experimentais

10 — 20 dias
Nutrientes NS* pL-Met DL-MMet
Composic&o analisada’(g/kg)
Proteina bruta 217 220 216
Lisina 12,87 (100)* 12,78 (100) 12,59 (100)
Metionina 3,05 (24) 5,78 (45) 5,84 (46)
Metionina + cistina 6,53 (51) 9,10 (71) 9,17 (73)
Treonina 8,54 (66) 8,73 (68) 8,41 (67)
Triptofano 2,81 (22) 2,85 (22) 2,79 (22)
Valina 10,39 (81) 10,56 (83) 10,12 (80)
Isoleucina 9,56 (74) 9,75 (76) 9,27 (74)
Arginina 14,52 (113) 14,89 (117) 14,34 (114)
Composicao calculada
EMA?, kcal/kg 3,053 3,052 3,052
Célcio, g/kg 8,76 8,76 8,76
Faosforo disponivel, g/kg 4,50 4,50 4,50
Saédio, g/kg 2,00 2,00 2,00

'As races experimentais foram fornecidas aos animais dos 10 aos 20 dias de idade.

NS = rac4o ndo suplementada com metionina; bL-Met = ragdo suplementada com o nivel
recomendado de metionina na forma de aminoacido livre (DL-Metionina 99%); bL-MMet =
racao suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-DL-Metionina 95%).
Formulacdo da ragéo foi feita com base nos aminoacidos totais do milho e farelo de soja,
determinado por espectroscopia de refletdncia no infravermelho proximo (NIR). O total de
aminoéacidos e os valores dos outros nutrientes sdo mostrados como grama por quilograma
e ndao como porcentagem das dietas. As composi¢cGes de aminoacidos totais foram
analiticamente determinadas pela Evonik Degussa (Hanau, Alemanha) usando
cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

*Os valores entre parénteses indicam a relacdo dos aminoacidos com a lisina (conceito de
proteina ideal).

>EMA = energia metabolizavel aparente.

Coleta de excretas e amostras biologicas

Para a analise coproldgica, no sexto dia depois da inocula¢do, um pool de amostras de
excretas frescas foi coletado aleatoriamente das gaiolas dos animais EC e outro pool foi
coletado da mesma forma das gaiolas dos animais UC. Para as andlises sanguineas,
histoldgicas e de expressdo génica, apés o periodo de 6 dpi, os animais de todos os
tratamentos foram abatidos por deslocamento cervical aos 20 dias de idade, e entdo

amostras de sangue e do jejuno foram coletadas.
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Andlise coproldgica qualitativa para diagnostico da coccidiose

Esta andlise foi realizada apenas para a deteccdo qualitativa referente a presenca ou
auséncia de oocistos nas excretas dos animais. A técnica utilizada foi a descrita por Gordon
e Whitlock (1939) com modificacGes. Aproximadamente, dois gramas de excretas foram
dissolvidos em 15 mL de &gua destilada e centrifugada a 2500 rpm por 2 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pelet foi dissolvido em 10 mL de solucdo de
sacarose (densidade 1,18). Essa mistura foi centrifugada novamente a 2500 rpm por 2
minutos. ApoOs esse procedimento, o material foi colocado em lamina histolégica para
deteccdo dos oocistos. A visualizacdo das laminas foi realizada utilizando o microscopio
Optico P1 Olympus BX 50, acoplado com a camera Olympus PMC 35 B com objetiva de
40x,

Desempenho animal

Para as analises de desempenho, a gaiola (oito aves por gaiola) foi considerada como
uma unidade experimental. O consumo de ragdo (CR) foi calculado como a diferenca entre
a quantidade de racdo oferecida no 14° dia e os residuos de racdo ao final do periodo
experimental (dia 20). Para calcular o ganho de peso (GP), os animais foram pesados aos
14 dias e aos 20 dias de idade. O GP foi calculado da seguinte forma: peso final médio (20
dias) — peso inicial médio (14 dias). A conversdo alimentar (CA) foi calculada como a

razdo entre o CR e o GP.

Analises histoldgicas
Coleta e processamento das amostras

Para as analises histologicas, o0 jejuno, de seis animais por tratamento foi coletado,
subsequentemente a eutanasia dos animais 6 dpi. As amostras de jejuno (fragmentos de
aproximadamente 5 cm) obtidas entre a porcdo distal do duodeno e o diverticulo de
Meckel, foram coletadas, abertas longitudinalmente e lavadas cuidadosamente com solucéo
fisioldgica estéril gelada (4°C) e, em seguida, foram presas em placa de isopor, e fixadas
em solugdo de Bouin por um periodo de seis horas. Apés esse periodo, as amostras foram
lavadas em alcool 70%, onde permaneceram até o momento do processamento. Apos a

fixacdo, as amostras foram submetidas a um processo de desidratacdo em séries crescentes
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de alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina para obtencdo de cortes
histoldgicos semi-seriados no sentido longitudinal de trés um de espessura. Os cortes foram
feitos em micr6tomo manual (Leica BIOSYSTEMS, RM2125 RTS).

Morfometria do jejuno

Os cortes histologicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). As medidas da
altura e largura dos vilos do jejuno, da profundidade e largura das criptas (Figura 1A),
foram determinadas em 20 vilos de cada animal (Gottardo et al., 2016). Os resultados estdo
expressos como pum. As imagens histologicas foram capturadas, utilizando o microscopio
Optico P1 Olympus BX 50 acoplado a uma camera Olympus PMC 35 B, na objetiva de 4x.
As mensurac6es morfométricas do jejuno foram realizadas por meio do sistema de anélise
de imagem computadorizada Image Pro Plus versdo 4.0 (Média Cibertecnics). A relacdo
vilo:cripta foi obtida por meio da razdo entre a altura do vilo e a profundidade da cripta.
Para a obtencdo da éarea de superficie de absor¢do da mucosa do jejuno, as seguintes
medidas foram utilizadas: altura do vilo (AV), largura do vilo (LV) e largura da cripta
(LC). O calculo foi realizado de acordo com Kisielinski et al. (2002), da seguinte forma:
area de superficie de absorcdo do jejuno = ((LV X AV) + (LV + 2 + LC + 2)* - (LV = 2)?) =+
((LV + 2 + LC + 2)?). Os resultados estdo expressos como pm>.

Para determinar a altura do enterdcito e a largura da lamina propria (Figura 1B), 120
medidas foram obtidas por tratamento. Os cortes histolégicos foram corados com
Hematoxilina-Eosina (HE), e as imagens histologicas foram capturadas, utilizando o
microscopio Optico P1 Olympus BX 50 acoplado a uma camera Olympus PMC 35 B,
utilizando a objetiva de 40x. As mensuracGes de altura do enterdcito e da largura da lamina
prépria foram realizadas por meio do sistema de analise de imagem computadorizada

Image Pro Plus versdo 4.0 (Média Cibertecnics). Os resultados estdo expressos como pm.
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amarela), profundidade e largura da cripta (seta dupla verde). Coloracdo Hematoxilina-

Eosina, objetiva de 4x, barra = 150um. (B) Medidas da altura do enterdcito (seta dupla
amarela) e da largura da lamina propria (seta dupla verde), realizadas na mucosa do jejuno
dos frangos de corte 6 dpi. Coloragdo Hematoxilina-Eosina, objetiva de 40x, barra = 30um.

Quantificacdo de células caliciformes neutras e acidas

Para a identificacdo e quantificacdo das células caliciformes neutras e 4&cidas
presentes no jejuno, os cortes histoldgicos foram corados com Acido Periodico-Reativo de
Schiff (PAS) (contra corados com eosina), e Azul de Alcian (AB) (pH 2,5),
respectivamente (Figura 2A e Figura 2B). As imagens histoldgicas foram capturadas,
utilizando o microscdpio Optico P1 Olympus BX 50 acoplado a uma camera Olympus PMC
35 B, utilizando a objetiva de 10x. A contagem das células caliciformes neutras e acidas foi
realizada em 20 vilos de cada animal, por meio do sistema de analise de imagem

computadorizada Image Pro Plus versdo 4.0 (Média Cibertecnics).

Quantificacao de linfécitos intraepiteliais (LIES)
Os cortes histologicos foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE). Para
quantificar os LIEs presentes no jejuno, foram obtidas 16 imagens histolégicas por animal
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na objetiva de 40x, e entdo 160 enterocitos foram contabilizados por imagem (2560
enterdcitos). A quantidade de LIE presentes e contabilizados nos enterdcitos do jejuno foi
expressa como o numero de LIE/100 células epiteliais (Ferguson e Murray, 1971; Sant’ Ana
et al., 2012). As imagens foram capturadas, utilizando o microscopio Optico P1 Olympus
BX 50 acoplado a uma camera Olympus PMC 35 B. A contagem dos LIEs (Figura 2C) foi

realizada por meio do sistema de analise de imagem computadorizada Image Pro Plus
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Figura 2. (A, B) Representaééb da contagem de células cé-ligifoes neutras cabega
de seta amarela) e &cidas (cabeca de seta preta), respectivamente nos vilos do jejuno dos
animais. Objetiva de 10x, barra = 10 pm. (A) Coloragio Acido Periodico-Reativo de Schiff
(contra corado com eosina). (B) Coloracdo Azul de Alcian (pH 2,5). (C) Contagem de

linfocitos intraepiteliais (cabeca de seta verde), no jejuno. Objetiva de 40x, barra = 30 pum,
coloracdo Hematoxinlina-Eosina.

Microscopia eletronica de transmissdo (MET) e Microscopia eletronica de varredura
(MEV)

Para as analises de microscopia eletronica de transmissao e varredura, amostras do
jejuno de trés animais por tratamento foram coletadas. Fragmentos do jejuno de
aproximadamente 5 cm, obtidas entre a por¢ado distal do duodeno e o diverticulo de Meckel,
foram coletadas, abertas longitudinalmente e lavadas com solucdo fisioldgica estéril gelada
(4°C). Em seguida, as amostras foram fixadas durante duas horas a temperatura ambiente

eum uma solugdo de glutaraldeido a 2,5% em tampdo de cacodilato de s6dio 0,1 M, pH 7,2.
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As amostras foram armazenadas em geladeira, a temperatura de 4° até o0 momento das

analises.

MET

Para esta analise, pequenos fragmentos do jejuno foram obtidos, com o auxilio de
pinca e ldmina de bisturi, para serem fixados em solucdo contendo tetroxido de 6smio a 1%
(0sO%), ferrocianeto de potéssio a 0,8% e cloreto de calcio (CaCl,) a 10 mM em tamp&o
cacodilato 0,1 M. Em seguida, esses fragmentos do jejuno foram desidratados em
concentracdes crescentes de acetona e embebidos em resina Epon. Posteriormente,
fragmentos ultrafinos do jejuno foram obtidos, e submetidos ao processo de contraste,
utilizando acetato de uranila e citrato de chumbo. Apds esse procedimento, as amostras de

jejuno foram observadas no microscépio eletrénico de transmissdo (JEOL JM 1400).

MEV

Fragmento de aproximadamente 1 cmz2 do jejuno, fixado como anteriormente descrito,
foram desidratados por meio de um gradiente crescente de alcool etilico nas concentragdes
de 30, 50, 70, 90 e 100%, por um periodo de 15 minutos em cada concentracdo. Apds o
processo de desidratacdo, as amostras de jejuno foram submetidas ao processo de secagem
durante dez ciclos, por meio do ponto critico, utilizando di6xido de carbono (CO,) (BAL-
TEC Critical Point Dryer CPD-030). Para ser possivel a visualiza¢do do oocisto no interior
dos vilos do jejuno, ap6s a secagem das amostras, pequenos cortes na posicao vertical e
horizontal do jejuno foram realizados. Esses pequenos fragmentos de jejuno foram entdo
fixados em fita adesiva de carbono, previamente fixada em stub. Os fragmentos foram
revestidos com uma fina camada de ouro durante trés ciclos de 260 segundos a 27°C e a 50
mA (BAL-TEC Sputter Coater SCD-050).

As amostras de jejuno revestidas com ouro foram observadas no microscopio
eletronico de varredura modelo QUANTA 250 (FEI Company).

Expressao génica
Para essa analise, apds o periodo de 6 dpi, o jejuno (obtido entre a porcao distal do

duodeno e o diverticulo de Meckel) de seis aves de cada tratamento foi coletado, lavado
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com soro fisiologico estéril gelado (4°C), e adicionado em tubo eppendorf contendo 1 mL
de TRIzol™ (Invitrogen TM, Carlsbad CA, USA), sendo subsequentemente armazenado
em freezer -80°C até o momento da extracdo do RNA total.

O RNA total foi extraido com o uso do reagente TRIzol™ (Invitrogen TM, Carlsbad
CA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos a extracdo, 0 RNA total, foi
quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000-c (Thermo Fisher Scientific™), no
comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RNA foi analisada em gel de agarose
1% corado com SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen TM, Carlsbad CA, USA), e
visualizada no fotodocumentador para gel de eletroforese (L-PIX TOUCH - Loccus
Biotecnologia) sob luz ultravioleta.

Para evitar a contaminagédo das amostras com DNA gendmico, 1 pg de RNA total foi
tratado com o kit DNase | amplification grade (Invitrogen, Carlsbad CA, USA), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Apos esse procedimento, a sintese de DNA complementar
(cDNA) foi realizada, utilizando o kit SuperScript™ 111 First-Strand Synthesis SuperMix
(Invitrogen Corporation, Brazil), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
concentracdo do cDNA foi mensurada via espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000-c (Thermo
Fisher Scientific™), no comprimento de onda de 260 nm. As amostras de cDNA foram
armazenadas em freezer a -20°C até o momento das rea¢des de amplificacéo.

As reacOes em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real (RT-gPCR), consistiu de 5
pL de cDNA diluido para 40 ou 80 ng/uL, 0,5 ou 1 pL de cada primer (forward e reverse) a
10 uM (concentragdo final: 200 nM e 400 nM), 12,5 uL de SYBR™ Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems™, USA) e &gua ultra pura na quantidade suficiente para
completar o volume final de cada reagdo de 25 pL. As rea¢des de RT-qPCR foram
realizadas no termociclador StepOne™ Real Time PCR System versio 2.3 (Applied
Biosystems™), e os parametros do ciclo térmico para todos os genes foram os seguintes:
inicio a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos
e anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto, finalizando com a curva de melt entre 65 e
95°C.

Os primers utilizados nas reacfes de amplificacdo: mucina 2 (MUC2), linfoma de
células B 2 (BCL2), caspase 3 (CASP3), alvo mecanicista da rapamicina (MTOR) e proteina

ribossomal quinase B1 (RPS6KB1) foram desenhados com base nas sequéncias dos genes
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depositadas no  National Center for Biotechnology Information (NCBI)
www.ncbi.nlm.nih.gov (Tabela 3), usando o site www.idtdna.com. O gene B-actina foi
utilizado como controle enddgeno (Tabela 3). Todas as analises foram realizadas em
duplicatas, e os resultados foram expressos como unidade arbitraria (UA). O método 27"
(Livak e Schmittgen, 2001) foi utilizado para a analise de quantificacdo relativa de

expressdo dos genes.

Tabela 3. Sequéncia dos genes utilizados nas reacdes de RT-gPCR

Genes Sequéncia do gene (5°—37) Ampli?on NUmero de acesso
(pb)
MUC2° F: GGCATGAAATTCCTTGTGACG 128 JX284122.1
R: AGTGGGTGTTGGTATGGTG
BCL2 F: GCTTTATCCTCCTGCCCCTC 181 NM_205339.2
R: CCTTTTTCCTCCACCCTGTT
CASP3 F: TGGTATTGAAGCAGACAGTGGA 103 NM_204725.1
R: GGAGTAGTAGCCTGGAGCAGTAGA
MTOR F: TTGGGTTTGCTTTCTGTGGCTGTC 119 XM_417614
R: ACAGACTTCTGCCTCTTGTGAGCA
RPS6KB1 F: TTTGCCTCCCTACCTCACACAAGA 123 NM_001030721.1
R: AAGAACGGGTGAGCCTGAACTTCT
B-actina F: GCCAACAGAGAGAAGATGAC 130 L08165.1

R: CACCAGAGTCCATCACAATAC

"Tamanho do amplicon em pares de bases (pb).

’MUC2 = mucina 2; BCL2 = linfoma de células B 2; CASP3 = caspase 3, primer desenhado
de acordo com Zuniga et al. (2018); MTOR = alvo mecanicista da rapamicina, primer
desenhado de acordo com Lee (2012); RPS6KB1 = proteina ribossomal quinase B1, primer
desenhado de acordo com Lee (2012). F = forward; R = reverse.

Analises plasmaticas

A atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase (CK),
bem como o contetido de &cido Urico (AU) e creatinina (Cr), foram determinadas no plasma
sanguineo dos animais. Logo ap0s a eutanasia dos animais (6 dpi), o0 sangue de oito animais
de cada tratamento foi coletado a partir da veia jugular em tubo heparinizado. Em seguida,
as amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, para obtencdo do
plasma que foi entdo armazenado a -20°C, até 0 momento das andlises. As analises
plasmaticas foram realizadas de acordo com as recomendacbes do fabricante (AST -
MS10009010018; CK - MS10009010069; AU - MS10009010071 e Cr - MS10009010034 -


http://www.idtdna.com/
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Labtest, Vista Alegre, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Essas analises foram mensuradas
via espectrofotdmetro Evolution™ 300 UV-VIS (Thermo Fisher Scientific™). Os
resultados foram expressos como U/L para a atividade das enzimas AST e CK, e como

mg/dL para as analises do contetdo de AU e Cr.

Analises soroldgicas

Para determinar o conteudo de mucoproteinas (MUCO) e proteinas totais (PT), e a
atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no soro, logo apds a eutanasia dos
animais (6 dpi), o sangue de oito animais por tratamento foi coletado a partir da veia
jugular em tubo de ensaio. As amostras de sangue foram mantidas sob refrigeracdo até a
completa coagulagdo. Em seguida, as amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm
por 10 minutos, a 4°C para obtencdo do soro, que foi entdo armazenado a -20°C até o
momento das analises. As analises do conteudo de MUCO (MS80022230147) e de PT
(MS80022230087), e a atividade da enzima LDH (MS80022230084), foram realizadas
seguindo as instrucoes do fabricante (Gold Analisa, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).
As anélises foram realizadas em espectrofotdmetro Evolution™ 300 UV-VIS (Thermo
Fisher Scientific™). Os resultados de MUCO, PT e LDH s&o expressos como mg/dL de

mucoproteinas, g/L e U/L, respectivamente.

Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a normalidade dos dados, que foram
analisados por 2-way ANOVA. Todos os efeitos foram considerados como fixos e a
interacdo entre desafio por Eimeria spp. e dieta foi utilizada no modelo. As médias com
diferencas significativas foram comparadas pelos testes de t e Tukey (P < 0,05) (SAS, 2002
versao 9.00, SAS Inst. Inc., Cary, NC).

RESULTADOS
Né&o foi observado nenhum oocisto nas excretas das aves pertencentes ao grupo UC, o
que valida o uso dessas aves como um grupo controle (Figura 3A). A infecgéo causada por

Eimeria spp. nos animais do grupo EC pode ser confirmada pela presenca de oocistos nas
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excretas (Figura 3B), e pelas imagens histologicas mostrando a presenca de estruturas de
Eimeria spp. em diferentes estagios (Figura 3D). A imagem dos vilos do jejuno das aves do
grupo UC, mostra a morfologia preservada confirmando a auséncia de infeccdo e a

integridade da mucosa jejunal (Figura 3C).

Figura 3. Imagens rep
oocisto nas excretas das aves UC (A) e a presenca de oocistos (cabeca de seta amarela) nas
excretas das aves EC (B) 6 dpi. Objetiva de 40x%, barra = 30 um. (C) Representacdo de
corte histologico do jejuno mostrando a morfologia preservada e integridade do vilo das
aves UC. Objetiva de 40x, barra = 30 um, coloracdo Hematoxilina-Eosina. (D) Imagem
representativa do corte histologico de um vilo do jejuno do animal EC. Notar a presenga de
estruturas de Eimeria (cabeca de seta verde) no enterécito do jejuno de frangos desafiados
por Eimeria spp. 6 dpi. Objetiva de 40x%, barra = 30 um, coloracdo Hematoxilina-Eosina.
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Adicionalmente, a analise das imagens de MEV e histol6gica mostram a presenca de
oocisto de E. maxima no enterdcito do jejuno (Figura 4A, Figura 4B e Figura 4C), e a

ruptura celular através da imagem de MET (Figura 4D).

Figura 4. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV), transmissdo (MET) e
microscopia éptica da mucosa do jejuno de frangos de corte 6 dias depois da inoculagdo
(dpi) com oocistos esporulados de Eimeria spp. (A, B) MEV representativa do vilo do
jejuno de animais EC, contendo oocisto ndo esporulado de E. maxima (seta amarela). (A)
Magnificagdo 2000x, barra = 50 um. (B) Magnificacdo 15,000x%, barra = 5 pum. (C)
Representacdo de corte histolégico da mucosa jejunal dos animais EC, evidenciando
oocisto de Eimeria maxima no enterocito (seta amarela). Coloragdo Hematoxilina-Eosina,
objetiva de 40x%, barra = 30 um. (D) MET do epitélio jejunal mostrando a ruptura da borda
em escova e membrana apical do enterdcito (seta vermelha). Magnificacdo de 10,000x%,
barra=1 um.
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Desempenho animal

Na Figura 5 sdo apresentados os resultados de consumo de racdo (CR), ganho de peso
(GP) e da conversdo alimentar (CA) dos animais 6 dpi. N&o foi observado efeito de
interacdo entre desafio por Eimeria spp. e dieta sobre o CR, GP e CA, contudo foi
observado que o desafio por Eimeria spp. influenciou de forma negativa 0 CR (P <
0,0001), GP (P < 0,0001) e CA (P < 0,0001). Os animais desafiados por Eimeria spp.
apresentaram menor CR, GP e maior (pior) CA. Também foi observado efeito da dieta
sobre o GP (P = 0,0059) e CA (P = 0,0051), os animais consumindo a dieta DL-Met
apresentaram maior GP e menor CA. Nao foi observada diferenca significativa entre as

fontes de suplementacdo de metionina.
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Figura 5. Efeitos do desafio por Eimeria spp. e dieta sobre o consumo de racdo (CR),
ganho de peso (GP) e converséo alimentar (CA) de frangos de corte com 20 dias de idade.
2P| etras diferentes significam médias diferentes pelos testes de t e Tukey (P < 0,05). UC =
sem desafio; EC = desafio por Eimeria spp.; NS = dieta ndo suplementada com metionina;
DL-Met = dieta suplementada com metionina na forma de aminoécido livre (DL-Metionina
99%); DL-MMet = dieta suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-DL-
Metionina 95%).
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Andlises histologicas
Morfometria do jejuno

Os resultados morfométricos do jejuno estdo apresentados na Tabela 4. Foi observado
efeito de interacdo entre o desafio por Eimeria spp. e dieta sobre a altura do vilo (P <
0,0001), largura do vilo (P < 0,0001), profundidade de cripta (P < 0,0001), relacéo
vilo:cripta (P = 0,0012), area de superficie de absor¢do do jejuno (P > 0,0001) e altura do
enterdcito (P < 0,0001). Animais do grupo EC que consumiram a dieta NS, apresentaram
vilos mais baixos e mais largos, com maior valor de profundidade de cripta, menor valor da
relacdo vilo:cripta e menor area de superficie de absorcédo do jejuno. E os animais EC que

consumiram a dieta DL-MMet apresentaram a maior altura de enterdcito.



Tabela 4. Morfometria e area de superficie de absorcdo da mucosa do jejuno de frangos de corte 6 dpi
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Alturadovilo  Largurado vilo Profundidade  Vilo:cripta Area de Altura do
(um) (um) de cripta (um) absorcéo (um?) enterocito (Um)
Média Média Média Média Média Média
uct NS® 652,89° 87,01° 145,49° 4,56 12,50° 340,48°
DL-Met*  829,41% 141,35 188,26° 4.48° 14,90° 426,28
pL-MMet>  788,36" 93,14° 144,24° 5,60° 17,18 441,23°
EC’ NS 395,59 162,90° 209,20° 1,96 6,50' 417,64°
DL-Met 435,79° 148,24% 197,72° 2,25¢ 7,17¢ 432,72
DL-MMet 501,66 146,21% 196,68" 2,61° 8,17¢ 471,28°
Pooled EP® 33,94 13,61 8,41 0,21 0,45 14,74
Valor de P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

abeder Medias na mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05). Os
resultados sdo apresentados como média e erro padrdo médio (Pooled EP). A ave foi considerada como uma unidade experimental (n =

6).

'UC = sem desafio.

2EC = desafio por Eimeria spp.

NS = dieta ndo suplementada com metionina.

*pL-Met = dieta suplementada com metionina na forma de aminoacido livre (DL-Metionina 99%).
> bL-MMet = dieta suplementada com dipeptideo de metionina (bL-Metionil-DL-Metionina 95%).

®Pooled EP = Erro padrdo médio.
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Né&o foi observado efeito de interacdo entre o desafio por Eimeria spp. e dieta sobre a
largura da lamina propria. Contudo, houve efeito do desafio por Eimeria spp. (P < 0,0001)
e da dieta (P = 0,0091) sobre a largura da lamina propria (Figura 6). Animais EC
apresentaram maior valor de largura da lamina prépria que os animais UC, e 0s animais que

consumiram a dieta DL-MMet apresentaram o menor valor de largura da ldmina propria.
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Figura 6. Efeitos do desafio por Eimeria spp. e dieta sobre a largura da lamina propria
do jejuno de frangos de corte com 20 dias de idade. *°Letras diferentes significam médias
diferentes pelos testes de t e Tukey (P < 0,05). UC = sem desafio; EC = desafio por
Eimeria spp.; NS = dieta ndo suplementada com metionina; DL-Met = dieta suplementada
com metionina na forma de aminoécido livre (DL-Metionina 99%); pL-MMet = dieta
suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-DL-Metionina 95%).

Quantificacdo das células caliciformes neutras e acidas, e dos linfécitos intraepiteliais
(LIEs)

Para ampliar o entendimento dos efeitos dos tratamentos sobre o ambiente intestinal
dos frangos de corte, foram quantificados as células caliciformes produtoras de muco
neutro e acido, bem como os LIES no jejuno das aves 6 dpi (Tabela 5). Foi observado efeito
de interacdo entre desafio por Eimeria spp. e dieta sobre as células caliciformes acidas (P =
0,0050) e sobre os LIEs (P = 0,0333). Animais UC que consumiram a dieta bDL-Met
apresentaram maior quantidade de células caliciformes acidas, e os animais EC recebendo a
dieta bL-MMet apresentaram a maior porcentagem de LIEs. Houve efeito do desafio por
Eimeria spp. (P = 0,0483) e da dieta (P = 0,0164) sobre as células caliciformes neutras. A
menor quantidade de células caliciformes neutras foi observada nos animais EC e nos

animais consumindo a dieta NS.
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Tabela 5. Quantificacdo de células caliciformes neutras e acidas, e de linfocito

intraepitelial (LIE) no jejuno de frangos de corte 6 dpi

Neutra Acida LIE (%)
Média EP Média EP Média EP
uct NS® 62,15 844 57,60° 852 11,89° 0,47

DL-Met* 9223 929  107,39° 12,01 13,65° 1,05
DL-MMet® 93,30 7,07 80,40° 527 1837 1,30

EC? NS 6542 372 6253° 245 25092° 288
DL-Met 64,82 323 61,70° 340 21,88 1,67
DL-MMet 86,83 12,38 71,90° 7,88 4351%® 6,79

Efeitos Principais

Desafio uc 84,57 5,84 85,12 752 14,75 0,91
EC 71,50° 448 64,99 2,78 29,67 3,13
Dieta NS 64,11° 3,79 60,56 351 20,31 2,84

DL-Met 78,53 6,25 84,55 9,10 17,77 1,56
pL-MMet  90,07* 6,81 76,15 4,70 30,94 5,31

Valor de P

Desafio 0,0483 0,0026 <0,0001
Dieta 0,0164 0,0193 0,0004
Desafio x Dieta 0,1396 0,0050 0,0333

abcdnmeédias na mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05). Os resultados séo apresentados como média e
erro padrdo (EP). A ave foi considerada como uma unidade experimental (n = 6).

'UC = sem desafio.

2EC = desafio por Eimeria spp.

NS = dieta ndo suplementada com metionina.

*bL-Met = dieta suplementada com metionina na forma de aminodacido livre (DL-Metionina
99%).

*pL-MMet = dieta suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-DL-Metionina
95%).

Expressao génica

Os resultados de expressao dos genes MUC2, CASP3 e BCL2 no jejuno de frangos de
corte 6 dpi, estdo apresentados na Tabela 6. Foi observado efeito de interacdo entre desafio
por Eimeria spp. e dieta sobre a expressdo do gene MUC2 (P = 0,0181). Dentro do grupo
ndo desafiado, ndo houve diferenca significativa entre as dietas sobre a expressdo do gene
MUC?2. Entretanto, com relacdo as aves desafiadas por Eimeria spp., aquelas recebendo a
dieta NS apresentaram menor expressao desse gene, do que as aves recebendo dieta com
suplementacdo de pL-Met e DL-MMet. Também foi observado que os animais desafiados

por Eimeria spp., apresentaram menor valor de expressdo dos genes CASP3 e BCL2 que



145

aves ndo desafiadas. Nao foi observado efeito da dieta sobre a expressédo dos genes CASP3
(P =0,9905) e BCL2 (P = 0,06797).

Tabela 6. Expressao dos genes mucina (MUC2), caspase 3 (CASP 3) e linfoma de células

B 2 (BCL2) no jejuno de frangos de corte 6 dpi

MUC2 CASP3 BCL2
Média EP Média  EP Média  EP
uct NS® 0,730° 0,009 0,128 0,014 0,005 0,001

DL-Met’ 0,650* 0,074 0,124 0,021 0,007 0,001
pL.-MMet® 0,738° 0,020 0,113 0,009 0,006 0,001

EC’ NS 0,196° 0,002 0,081 0,006 0,003 0,001
DL-Met 0,334° 0,003 0,081 0,008 0,003 0,001
DL.-MMet  0,348° 0,022 0,093 0,013 0,004 0,001

Efeitos Principais

Desafio  UC 0,706 0,026 0,122 0,008 0,006° 0,001
EC 0,293 0,025 0,085° 0,005 0,003° 0,001
Dieta NS 0463 0,119 0,104 0,012 0,004 0,001

DL-Met 0,492 0,078 0,103 0,014 0,005 0,001
DL-MMet 0,543 0,088 0,103 0,009 0,005 0,001

Valor de P

Desafio <0,0001 0,0045 <0,0001
Dieta 0,0867 0,9905 0,0697
Desafio x Dieta 0,0181 0,5751 0,0533

*beMédias na mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05). Os resultados sdo apresentados como média e
erro padrdo (EP). A ave foi considerada como uma unidade experimental (n = 6).

'UC = sem desafio.

’EC = desafio por Eimeria spp.

NS = dieta ndo suplementada com metionina.

*pL-Met = dieta suplementada com metionina na forma de aminoécido livre (DL-Metionina
99%).

>pL-MMet = dieta suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-bL-Metionina
95%).

Na Figura 7, estdo apresentados os valores de expressdo dos genes MTOR e
RPS6KB1. Houve efeito do desafio sobre a expressdo dos genes MTOR (P < 0,0001) e
RPS6KB1 (P < 0,0001) no jejuno dos frangos 6 dpi. O menor valor de expressdo desses
genes foi observado nos animais desafiados por Eimeria spp. Também foi observado efeito
da dieta sobre a expressdo do gene MTOR (P = 0,0037). Os animais consumindo a dieta
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DL-MMet apresentaram a maior expressdo desse gene. Ndo foi observado efeito da dieta
sobre a expressdo do gene RPS6KB1 (P = 0.0619).
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Figura 7. Efeitos do desafio por Eimeria spp. e da dieta sobre a expressao dos genes
alvo mecanicista da rapamicina (MTOR) e proteina ribossomal quinase B1 (RPS6KB1) no
jejuno de frangos de corte com 20 dias de idade. *"Letras diferentes significam médias
diferentes pelos testes de t e Tukey (P < 0,05). UC = sem desafio; EC = desafio por
Eimeria spp.; NS = dieta ndo suplementada com metionina; pL-Met = dieta suplementada
com metionina na forma de aminoéacido livre (DL-Metionina 99%); DL-MMet = dieta
suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-DL-Metionina 95%).

Andlises sanguineas

Os resultados da atividade das enzimas AST e CK, bem como o contetudo de AU e Cr
no plasma dos animais 6 dpi, sdo apresentados na Tabela 7. Houve efeito de interacdo entre
desafio por Eimeria spp. e dieta, sobre a atividade da enzima CK (P = 0,0489). Os animais
EC que consumiram a dieta NS apresentaram maior valor de atividade da enzima CK.
Também foi observado efeito do desafio por Eimeria spp. sobre a atividade da enzima AST
(P = 0,0023), e sobre o contetido de AU (P = 0,0041): animais EC apresentaram maior

atividade da enzima AST e menor conteldo de AU, do que os animais UC. A dieta também
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influenciou a atividade da enzima AST (P = 0,0052), sendo observada maior atividade
desta enzima no plasma dos animais que consumiram a dieta NS. N&o foi observado efeito
do desafio por Eimeria spp. e da dieta sobre o contetido de Cr.

Tabela 7. Atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase

(CK), contetido de acido urico (AU) e creatinina (Cr) no plasma de frangos de corte 6 dpi

AST (U/L) CK (U/L) AU (mg/dL)  Cr (mg/dL)
Média EP Média EP Média EP  Média EP
uct NS® 179,79 31,02 310366 79,21 610 035 1,65 0,03
pL-Met* 12929 509 234098 29483 655 1,07 1,67 0,03
DL-MMet® 129,14 6,40  2910,18" 54215 799 0,93 169 0,02
EC? NS 236,48 31,02 4018,00*° 557,87 509 053 1,65 0,08
DL-Met 184,18 12,31 1198,62° 184,14 427 030 1,61 0,02
pL-MMet 165,48 3,93  158593° 450,15 589 0,73 1,61 0,03
Efeitos Principais
Desafio ucC 14501° 12,07 274835 22968 6,90° 0,33 1,67 0,03
EC 195,38° 11,86 2164,54 384,94 508" 052 1,62 0,02
Dieta NS 210,71* 22,54 367512 319,64 564 033 165 0,04
DL-Met 159,23 10,26 171788 23261 531 060 1,63 0,02
DL-MMet 147,31 6,84 224806 408,16 694 0,68 165 0,02
Valor de P
Desafio 0,0023 0,1122 0,0041 0,2015
Dieta 0,0052 0,0006 0,0701 0,9309
Desafio x Dieta 0,8251 0,0489 0,6434 0,5735

2be\Médias na mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05). Os resultados sdo apresentados como média e
erro padrdo (EP). A ave foi considerada como uma unidade experimental (n = 8).

'UC = sem desafio.

2EC = desafio por Eimeria spp.

NS = dieta ndo suplementada com metionina.

*bL-Met = dieta suplementada com metionina na forma de aminoécido livre (DL-Metionina
99%).

>pL-MMet = dieta suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-DL-Metionina
95%).

Na Tabela 8, sdo apresentados os resultados das analises do conteddo de MUCO e
PT, e da atividade da enzima LDH, no soro dos frangos de corte 6 dpi. Observamos efeito
de interagdo entre o desafio por Eimeria spp. e dieta sobre o contetudo de PT (P < 0,0001).
Entre os animais EC, o menor contetdo de PT sérica foi observado nas aves que

consumiram a dieta bL-MMet; valor semelhante aos animais UC independente da dieta
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consumida. Também foi verificado efeito do desafio por Eimeria spp. (P < 0,0001) sobre o
conteddo de MUCO, os animais EC apresentaram maior conteudo de MUCO que o0s
animais UC. N&o houve efeito da dieta sobre o contettdo de MUCO (P = 0,1743). Nenhum
efeito do desafio por Eimeria spp. ou da dieta foi observado sobre a atividade da enzima
LDH.

Tabela 8. Conteudo de mucoproteinas (MUCO) e de proteinas totais (PT), e atividade da

enzima lactato desidrogenase (LDH) no soro de frangos de corte 6 dpi

MUCO (mg/dL) PT (g/L) LDH (U/L)
Média EP Média EP  Média EP
uct NS 69,94 0,40 2808° 067 946,78 323,09

DL-Met* 70,10 049  26,80° 0,70 57542 43,32
DL-MMet® 68,26 057 2937 092 61826 99,52

EC? NS 12362 513 36,15° 096 914,74 191,69
DL-Met 12545 3,62 36,25° 1,38 614,88 7346
DL-MMet 114,14 6,90 27,43 0,71 72349 9534

Efeitos Principais

Desafio ucC 69,43 0,33 28,08 0,48 713,49 11414
EC 121,07° 3,05 33,15 1,05 743,92 72,98
Dieta NS 96,78 8,40 32,12 1,19 931,83 187,63

DL-Met 97,77 8,50 31,21 1,45 595,15 42,78
bL-MMet 91,20 7,66 28,40 0,62 670,87 70,18

Valor de P

Desafio <0,0001 <0,0001 0,8238
Dieta 0,1743 0,0004 0,1208
Desafio x Dieta 0,4000 <0,0001 0,9196

aPC\Médias na mesma coluna com letras sobrescritas diferentes sdo significativamente
diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05). Os resultados sdo apresentados como média e
erro padrdo (EP). A ave foi considerada como uma unidade experimental (n = 8).

'UC = sem desafio.

2EC = desafio por Eimeria spp.

NS = dieta ndo suplementada com metionina.

*pL-Met = dieta suplementada com metionina na forma de aminoécido livre (DL-Metionina
99%).

>pL-MMet = dieta suplementada com dipeptideo de metionina (DL-Metionil-bL-Metionina
95%).
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DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliados os danos na mucosa jejunal, causados pela infecgéo
provocada pelas Eimeria spp. em animais suplementados ou ndo com metionina na forma
livre e na forma de dipeptideo. Os resultados mostraram claramente que aves desafiadas
pelo patdgeno apresentaram reducdo no CR e GP, e pior CA. Sob condicdo de desafio
infeccioso, a reducdo do consumo de racdo j& é esperada, o que pode levar a ingestdo
inadequada de nutrientes essenciais (agucares, acidos graxos e aminoécidos) limitando,
assim, o desenvolvimento animal (Miska e Fetterer, 2018). O menor GP nos animais EC
também pode ter ocorrido devido as lesdes ha mucosa intestinal provocadas pelo patégeno,
com alteracBes na expressdo de genes que codificam enzimas digestivas e proteinas
transportadoras de nutrientes no intestino delgado (Paris e Wong, 2013; Su et al., 2015;
Miska e Fetterer, 2018).

Com relacdo as dietas, observamos que independentemente da fonte de metionina
(bL-Met ou pL-MMet) utilizada, quando esse aminoacido e fornecido em quantidades
adequadas a necessidade nutricional dos animais, a sintese de proteinas corporais €
favorecida em relacdo a dieta NS, uma vez que esse aminoacido é capaz de modular o
crescimento do animal, através da regulacdo de diversas vias metabolicas (Barnes et al.,
1995; Ball et al., 2006; Tesseraud et al., 2011).

Assim como em outros estudos, também foi observado neste trabalho indicios de
comprometimento da salde e funcionalidade intestinal dos animais, através de mdltiplas
alteracdes morfométricas no jejuno das aves desafiadas por Eimeria spp. (Fernando e
McCraw, 1973; Silva et al., 2009; Gottardo et al., 2016) consumindo dieta sem
suplementacdo de metionina (Bauchart-Thevret et al., 2009). A menor altura dos vilos do
jejuno observada neste estudo sugere uma maior perda celular ocasionada pelo desafio
infeccioso e pela deficiéncia de metionina (Fernando e McCraw, 1973; Bauchart-Thevret et
al., 2009). A maior largura dos vilos pode ter ocorrido como consequéncia da infeccao e do
estresse oxidativo, que por sua vez, pode ter sido exacerbada pela deficiéncia de metionina.
Symons (1965) considera possivel que uma rapida destruicdo e perda de células epiteliais,
bem como a maior largura dos vilos, possam alterar a arquitetura dos vilos e estimular
secundariamente a proliferacdo de células-tronco nas criptas. Assim, a maior profundidade

de cripta e a menor relacdo vilo:cripta observada no presente estudo, indicam uma maior
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necessidade de proliferacdo e migracéo de células epiteliais da cripta para as vilosidades, a
fim de restaurar a mucosa intestinal (Silva et al., 2009). Esses resultados indicam que a
demanda para renovacdo celular, excedeu a taxa normal de proliferacdo e substituicao,
explicando assim a alteracdo na arquitetura dos vilos. Além disso, esses resultados indicam
que os animais EC que consumiram a dieta NS, ndo teriam o aporte nutricional necessario
para permitir a renovagdo celular do jejuno. Consequentemente, as alteracbes nas
vilosidades dos animais EC e NS, resultaram em menor &rea de superficie para absorcao
dos nutrientes, contribuindo assim para explicar o pior desempenho observado nestes
animais.

Também foi observado que os animais desafiados, consumindo a dieta ndo
suplementada com metionina, apresentaram menor quantidade de células caliciformes
secretoras de mucina neutra (Tabela 5) e menor expressdo do gene MUC2 (Tabela 6) no
jejuno 6 dpi. As células caliciformes sintetizam e secretam mucinas na superficie do
epitélio intestinal, formando uma barreira fisica e quimica, para evitar a invasao da mucosa
intestinal por microrganismos patogénicos, além de ajudar no transporte dos nutrientes
digeridos para os enterdcitos (Kim e Ho, 2010). Esses resultados podem ter ocorrido como
consequéncia da deterioracdo da mucosa intestinal e da menor capacidade da cripta em
reconstituir a perda celular, impedindo o restabelecimento da camada de muco e
aumentando a susceptibilidade de infec¢do adicional (Forder et al., 2012). Neste estudo, nos
também observamos maior quantidade de células caliciformes acidas no jejuno dos animais
UC consumindo a dieta bL-Met (Tabela 5). O maior numero de células caliciformes é um
indicativo de maior secrecdo de muco (Seyyedin e Nazem, 2015), o que sugere que a
metionina contribui para a manutencdo da sadde intestinal, uma vez que maior nimero de
células caliciformes pode ser benéfico para o sistema de defesa do animal. Isso porque a
mucina fornece uma barreira entre o epitélio e o contetdo luminal, além de proteger as
células epiteliais contra a translocacdo bacteriana, uma vez que mucina do tipo acida parece
ser menos degradada por glicosidases bacterianas (Robertson e Wright, 1997; Kim e Ho,
2010). Esse resultado sugere que a presenca de metionina (DL-MET e DL-MMet) na dieta
pode ter contribuido com o aumento na concentracdo de cisteina, 0 que pode explicar o

maior nimero de células caliciformes no jejuno, ja que essas células secretam mucinas ricas
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em cisteina envolvidas na funcdo imune do intestino (Van Klinken et al., 1998; Bauchart-
Thevret et al., 2009).

Os animais EC, consumindo a dieta pL-MMet, apresentaram maior altura de
enterdcito (Tabela 4) e maior quantidade de LIES no jejuno 6 dpi (Tabela 5). Esse resultado
pode ter ocorrido como um mecanismo compensatorio, em resposta a menor altura do vilo
intestinal provocada pela infeccdo, na tentativa de aumentar a &rea de superficie de
absorcdo (Silva et al., 2010). Embora o desafio por Eimeria spp. tenha reduzido a &rea de
absorcéo do jejuno, foi observado que dentre os animais desafiados, aqueles recebendo a
dieta bL-MMet mostraram maior area absortiva do que os animais recebendo as dietas NS
ou bL-Met (Tabela 4). N6s sugerimos que o dipeptideo de metionina, foi capaz de manter a
estrutura e integridade do enterdcito em condicdo de desafio infeccioso, possivelmente via
modulacdo do status antioxidante celular. Esse resultado pode ainda estar associado com o
mecanismo de absorcdo do dipeptideo, uma vez que o transporte intestinal do dipeptideo
apresenta vantagens no sistema de transporte exigindo menor gasto de energia (Daniel,
2004), que poderia por sua vez ser utilizada para o crescimento celular. Os enterdcitos séo
as primeiras células a serem invadidas por protozoarios intestinais, e seguida dessa invasdo
ocorre a secrecdo de citocinas e quimiocinas orquestrando a reposta imune (Stadnyk, 2002).

A maior porcentagem de LIEs observada neste estudo sugere o desencadeamento de
uma resposta imune celular local, na tentativa de inibir a disseminacdo do parasita para
outras células epiteliais do jejuno. Segundo Lillehoj e Chung (1992), a resposta
imunoldgica mediada por células é eficaz contra o desafio infeccioso, sendo mediada
principalmente por linfocitos intraepiteliais e linfécitos presentes na lamina prépria que
consistem principalmente de células T, algumas células B e Natural Killer (NK). De acordo
com Lillehoj e Trout (1996), os LIEs podem interagir com as células infectadas com
Eimeria, a fim de elimina-las, fornecendo fortes evidéncias de que essa resposta imune
possa reduzir o numero de esporozoitos intracelulares, e inibir a progressdo do
desenvolvimento do parasita. Dessa forma, esse resultado sugere que a utilizacdo do
dipeptideo de metionina, nos casos de desafio infeccioso, poderia auxiliar as células
epiteliais na execucdo da resposta imune. Possivelmente através de alguns de seus
metabolitos como a glutationa (GSH), que tém importante propriedade imunomoduladora,

através da defesa antioxidante capaz de proteger o ambiente intestinal dos danos oxidativos
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durante reacdes imunoldgicas, e também por auxiliar a proliferacdo de células T (Grimble,
2006).

No presente estudo, também foi observado que o desafio por Eimeria spp., aumentou
a largura da lamina propria do jejuno 6 dpi (Figura 6). Essa maior largura da lamina propria
pode indicar a formacdo de edema e a presenca de um maior nimero de células de defesa
neste local (Trevizan et al., 2016), uma vez que as células residentes na lamina propria
também podem iniciar uma resposta celular ou humoral diante da infeccdo parasitaria
(Duszynski et al., 2005; Trevizan et al., 2016). Os animais, consumindo a dieta bL-MMet,
apresentaram menor largura da lamina propria (Figura 6), sugerindo que o dipeptideo de
metionina pode manter maior integridade e saude intestinal, j& que uma lamina prépria
saudavel apresenta menor largura, provavelmente por conter poucas células de defesa
(Erben et al., 2014). Esse resultado pode ainda indicar que os animais, recebendo a dieta
com dipeptideo, possam ter contido o desenvolvimento da Eimeria no epitélio intestinal,
pela maior producdo de LIEs, sem a necessidade de ter que recrutar células de defesa
adicionais oriundas da Iamina propria.

Estudos tém relacionado a perda celular do intestino com o mecanismo de apoptose
(Yan et al., 2015; Abdel-Haleem et al., 2017). A apoptose é responsavel pela eliminacao de
células danificadas que perderam suas funcdes, ou células indesejadas presentes nos tecidos
biolégicos (Vaux e Strasser, 1996). Além disso, esse processo pode atuar como um
importante mecanismo de defesa por eliminar células infectadas por patdgenos
intracelulares (Williams, 1994). No entanto, as Eimeria spp. dispem de estratégias para
garantir o seu ciclo de vida dentro da célula, inibindo a via da apoptose (del Cacho et al.,
2004). del Cacho et al. (2004), citam ainda que, quando necessario, esse patdgeno inibe a
via do fator de transcricdo nuclear NF-kB, a fim de desencadear a apoptose e facilitar sua
liberacdo para o lumem intestinal.

Importantes reguladores desse processo s@&o os membros da familia Bcl-2, que
incluem o gene pro-apoptdtico proteina X associada ao Bcl-2 (BAX), um ativador da
apoptose, 0 membro anti-apoptético linfoma de células B2 (BCL2) que esta relacionado
com a inibigdo de proteinas pro-apoptoticas, e caspase 3 (CASP3) que desempenha papel
central na execucdo desse processo (Dolka et al., 2016). No jejuno dos animais EC, foi

observada menor expressdo dos genes BCL2 e CASP3, seis dias depois da inoculacéo
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(Tabela 6). Esses resultados sugerem que, com a menor expressdo do gene BCL2, as células
epiteliais do jejuno estivessem mais vulneraveis a sofrerem apoptose. E que possivelmente
a Eimeria blogueou a via da apoptose, com consequente inibicdo do gene CASP3, que
codifica a proteina executora da apoptose, a fim de facilitar a sua sobrevivéncia e
disseminacdo celular (Luder et al., 2001). Por outro lado, a menor expressdao do gene
CASP3 pode inibir que a Eimeria escape da célula e atinja outras células, o que retardaria a
continuacdo do seu ciclo intracelular (del Cacho et al., 2004). Como os resultados deste
estudo mostraram menor altura dos vilos nos animais desafiados, possivelmente como
consequéncia da destruicdo celular, sugere-se a ocorréncia de outro tipo de morte celular
como a necrose, que € um mecanismo patoloégico ligado a perda da integridade das
membranas celulares, causando dessa forma a liberacdo de contetdo celular, dando inicio a
um processo de inflamacdo a fim de reparar o tecido danificado (Heussler et al., 2001;
Rock e Kono, 2008; Sharma et al., 2015).

Neste estudo, foi verificado que o desafio por Eimeria spp. reduziu a expressao dos
genes MTOR e RPS6KB1 no jejuno dos frangos 6 dpi (Figura 7). A mTOR atua como
fundamental elemento da sintese proteica, por meio da fosforilacdo e ativacdo da proteina
ribossomal quinase B1 (RPS6KB1), e da inibicdo da proteina 1 ligante do fator de iniciacdo
eucariotico 4E (4E-BP1) (Showkat et al., 2014). A mTOR também tem sido relacionada
com a melhoria da fungéo da barreira intestinal, por aumentar a proliferacédo e diferenciacéo
das células epiteliais (Yang et al., 2016; Shao et al., 2017). Entretanto, a ativacdo da via de
sinalizacdo da mTOR é dependente da disponibilidade de nutrientes e energia (Richards et
al., 2010). Assim, esses resultados podem estar associados a destruicdo da mucosa intestinal
provocada pelo patdgeno (Tan et al., 2014), que por sua vez, pode ter causado reducdo na
absorcdo dos nutrientes, afetando desta forma, a transcricdo dos genes MTOR e
consequentemente do RPS6KB1 (Sharma e Fernando, 1973; Ruff et al., 1976; Bauchart-
Thevret et al., 2010; Richards et al., 2010). Por outro lado, 0s animais que consumiram a
dieta suplementada com o dipeptideo de metionina apresentaram maior valor de expressao
do gene MTOR no jejuno (Figura 7). Isso sugere que provavelmente o mecanismo de
absorcdo e metabolismo do dipeptideo no intestino, foi mais eficiente que do aminoécido
livre, disponibilizando maior quantidade de metionina para as células, com maior

conservacdo de energia metabolica, para ativacdo da via de sinalizagdo mediada pela
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mTOR no jejuno. Esse resultado pode ser evidenciado no presente estudo pela maior altura
dos vilos e enterdcitos, menor profundidade da cripta, bem como a maior area de superficie
de absorcdo de nutrientes observados nos animais consumindo a dieta suplementada com
bL-MMet.

Neste estudo, também foi observado que os animais desafiados que consumiram a
dieta NS, apresentaram maior atividade das enzimas AST e CK no plasma (Tabela 7). Essas
enzimas desempenham importantes fun¢fes no metabolismo de aminoacidos e energético
respectivamente, e seus niveis no plasma sanguineo tém sido relacionados a lesdes
hepéaticas e musculares (Khan et al., 2013). Contudo, estudos também tém verificado a
presenca dessas enzimas no intestino dos animais (Samanta et al., 2014; Adeyemi et al.,
2015). Essas enzimas séo liberadas no sangue quando esses tecidos sofrem algum tipo de
lesdo (Khan et al., 2013). Assim, esses resultados podem ter ocorrido em funcdo das
injarias celulares no jejuno, provocada pelas Eimeria spp. e pela deficiéncia de metionina,
que pode ter resultado em perdas de componentes citoplasmaticos e mitocondriais para o
plasma sanguineo. Menor concentracdo de AU no plasma foi observada nos animais EC
(Tabela 7), sugerindo que maior quantidade de acido Urico, possa ter sido utilizada para
combater o estresse oxidativo causado pelo desafio infeccioso, uma vez que esse metabélito
exibe atividade antioxidante (Hooper et al., 1998; Settle e Klandorf, 2014), reduzindo assim
a sua concentracgdo no plasma.

Os animais EC, consumindo a dieta bL.-MMet, apresentaram menor concentracdo de
PT no soro semelhante aos animais UC, independentemente da dieta consumida (Tabela 8).
Gomez-Bautista et al. (1986) observaram hiperproteinemia em coelhos desafiados por
Eimeria stiedai, atribuindo as alteracdes nas PT séricas, principalmente a producdo de
anticorpos. Assim, esse resultado sugere que a suplementacdo das dietas com o dipeptideo
de metionina foi suficiente para suportar uma resposta imune local por meio do aumento
dos LIEs, sem a necessidade de ter que recrutar substancias imunes extras intestinais, como
por exemplo, as proteinas de fase aguda. Tambeém foi observada uma maior concentracéo
de mucoproteinas no soro dos animais desafiados por Eimeria spp. (Tabela 8),
provavelmente como resultado do processo inflamatério iniciado na mucosa intestinal, uma
vez que essas glicoproteinas sao produzidas no figado apo6s estimulo de citocinas pré-

inflamatdrias (Rath et al., 2009). As mucoproteinas sdo uma fracdo heterogénea de
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glicoproteinas, relacionadas como proteinas de fase aguda. A resposta mediada por essas
glicoproteinas € uma reacdo sistémica precoce e inespecifica do sistema imune inato, a
distarbios locais ou sistémicos, causados por diversos fatores, entre estes a infec¢do (Cray
et al., 2009). Com o principal objetivo de restabelecer a homeostase e recuperacdo do
tecido lesado (Cray et al., 2009).

Em resumo, os resultados fornecem evidéncias das lesdes provocadas pelas Eimeria
spp. na estrutura morfoldgica e funcional do jejuno, com prejuizos diretos sobre o
desempenho produtivo dos animais. A suplementacdo da dieta com metionina permite
melhor desempenho dos animais, possivelmente por meio de seus efeitos sobre a
modulagéo do crescimento do animal. Conclui-se ainda, que a metionina suplementada na
forma de dipeptideo nas dietas de frangos, sobretudo em condicBes de desafios entéricos
que causam destruicdo celular do intestino, com consequente reducdo da capacidade de
absorcéo, poderia funcionar como um importante elemento capaz de manter a morfologia e
funcdo das células intestinais. Entretanto, visto que este é o primeiro estudo utilizando o
dipeptideo de metionina em frangos de corte com coccidiose, mais estudos s&o necessarios
para melhor compreender os efeitos dessa fonte de metionina sobre o ambiente intestinal de

frangos de corte desafiados por Eimeria spp.
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V1. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados demonstraram os prejuizos causados pelo desafio por Eimeria spp., e
como essa infeccdo prejudica o desempenho produtivo dos animais, provavelmente por
induzir danos na mucosa intestinal e o estresse oxidativo, com consequente deformagéo e
destruicdo celular, afetando a funcionalidade do jejuno. Adicionalmente, foi possivel
concluir que a suplementacdo de metionina para animais saudaveis, promove melhor
desempenho, possivelmente por meio da sua funcdo no metabolismo proteico. Os
resultados também mostraram que a suplementacdo com metionina na forma de aminoacido
livre ou de dipeptideo, ajuda a proteger as células intestinais do dano oxidativo induzido
por radicais livres, principalmente por meio da sua funcdo antioxidante. Além disso, a
suplementacdo de metionina na forma de dipeptideo, sobretudo em condi¢Ges de desafios
entéricos, que causa a destruicdo celular e reducdo na capacidade de digestdo e absorcao,
poderia funcionar como um importante elemento capaz de manter a morfologia e funcéo

das células intestinais.
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