Fabio Augusto Vannucci

AVALIACAO FUNCIONAL E HISTOMORFOMETRICA DO INTESTIN O DE
SYRIAN HAMSTERS (MESOCRICETUS AURATUS) EXPERIMENTALMENTE
INFECTADOS COM LAWSONIA INTRACELLULARIS

Dissertacdo apresentada no curso de Mestrado em
Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria da
UFMG, como requisito parcial para obtencdo do
certificado de mestre em Medicina Veterinaria.

Area de Concentragéo: Patologia animal
Orientador: Prof. Roberto Mauricio Carvalho Guedes

Co-orientadores: Ernane Fagundes Nascimento
Elizabeth Lage Borges

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria - UFMG
2009



V271la  Vannucci, Fabio Augusto, 1981 —
Avaliagdo funcional e histomorfométrica do iniestde syrian hamsterdviésocricetus
auratug experimentalmente infectados camwsonia intracellularig Fabio Augusto Vannucci. -
20009.
56 p. :il.

Orientador: Roberto Mauricio Carvalho Guedes

Co-orientadores: Ernane Fagundes Nascimentalgth Lage Borges

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Feder®idas Gerais, Escola de Veterinéria

Inclui bibliografia

1. Hamster como animal de laboratério — TeseBidréia em animais — Teses. 3. Absorgao
intestinal — Teses. 4. Intestinos — Infec¢do — §.ds&uedes, Roberto Mauricio Carvalho.
II. Nascimento, Ernane Fagundes. lll. Borges, Bkth Lage. IV. Universidade Federal de Minas
Gerais. Escola de Veterinaria. V. Titulo.

CDD - 636.0885










Dedicada aos meus pais, Fatima e Rafael,

a minha esposa, Aline e, ao meu filho, Pedro.



AGRADBBVENTOS

Aos meus pais Fatima e Rafael e a minha irmad, Rafgelo amor, carinho e apoio
incondicional nas minhas escolhas pessoais e pi@iess.

A minha esposa, Aline, pelo amor, incentivo e paa@& Ao meu filho, Pedro, pelos abracos,
sorrisos e carinhos em todos os momentos.

Ao Prof. Roberto M. C. Guedes, meu orientador, pelemplo profissional, pela oportunidade,
confianga, paciéncia, apoio, incentivo e, sobretedsinamentos pessoais e profissionais.

A Prof. Elizabeth L. Borges pela participacéo no desesfivanto do projeto e pela concesséo
do Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo do ICB/UEMpara realizacdo das cirurgias e
avaliagdes bioquimicas.

Ao Prof. Ernane F. Nascimento pela confianca ecapaifinalizacdo deste projeto.

A Profa. Rilene F. D. Valadares pela participacaobanca examinadora e contribuicdo para
melhoria do presente trabalho. Ao Prof. Renato &ant& pela participacdo na banca e
fundamental contribuicdo na minha formacé&o prajfissi.

Ao Prof. Jodo Carlos P. Silva pelas oportunidadéacentivo quando iniciei na area de
patologia.

Aos professores do setor de Patologia, PRbselene Ecco e PfoRogéria Serakides pelos
constantes ensinamentos durante esta etapa da fminfagao.

As técnicas e amigas do Laboratério de Patologial B Marilene, pelo auxilio no
processamento do material, pela convivéncia e cohgiasmo.

Aos amigos do setor de patologia: Aline Viott, NajbCris, Mirella, Eduardo, Raquel, Cintia,
Silvia Franca, Silvia Pacheco, Aliny, Ana Luiza,t&la, Jankerle, Juneo, Tatiane, Fabiana,
Alcina, Mariana, Teane, Luciana, Erica, KristelaWh, Marina, Mateus, Samanta, Paulo
Ricardo, Vitor e Adao pela convivéncia harmonigsaduliana, académica bolsista de iniciacédo
cientifica, pelo auxilio nas avaliacdes histomorétricas.

Ao Carlos do biotério do setor de parasitologid@B/UFMG pela disposicdo em fornecer os
animais utilizados neste projeto.

Ao CNPQ pelo apoio financeiro no desenvolvimento pilojeto e concesséo da bolsa de
estudos.

A todos que participaram, direta ou indiretamedéerealizacdo deste projeto.

Meus sinceros agradecimentos. Muito obrigado!



SUMARIO

Pagina
RESUMO ..ottt sttt sttt et et eaeenne e 15
AB ST RAC T .. 16
INTRODUGAO. ...ttt eeeee e ee e, 17
1. ENTEROPATIA PROLIFERATIVA (EP) - REVISAO DE LITERAT URA...... 18
1.1 ETIOLOGIA. ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeseeeanenaees 18
1.2  ISOLAMENTO E CULTIVO....uuiiiiiiiiieeiteeee et 18
1.3  EPIDEMIOLOGIA. ..., 19
1.4 REPRODUCAO EXPERIMENTAL ....cccovitieiteeeeeeeeeteeteteeeeeee e 20
1.5  PATOGENESE.......ci i oeteeeeeee et e ee ettt te et sennnnens 21
1.6 SINAIS CLINICOS......coiiiiuiitieiiteee ettt snn s 23
1.7 LESOES..... oottt 24
< T 11X 1\\ (@ 13 [ T 24
1.9 CONTROLE.....iiiiiitiiiie e emmee et 26
2. MATERIAL E METODOS......c.oouiiiieeeteeeeeeeese ettt 27
2.1 ANIMAILS e ——— s 27
2.2 PREPARACAO DO INOCULO......cooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
2.3 1N @01 17X\ TR 28
2.4 AVALIACAO DA ABSORCAO INTESTINAL.....ccveveeeeeeeeeceeeeeeee e 29
2.5  ANALISES BIOQUIMICAS. .....otoeeeeeeeeeeeeecemeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
2.6 AVALIACOES ANATOMO-HISTOPATOLOGICA E IMUNOISTO®IMICA. 30
2.7  AVALIACOES HISTOMORFOMETRICAS........cvieeeeeeeeeeeeeee s 31
2.8  ANALISE ESTATISTICA. ....coo ittt 32



3. RESULTADOS.........cooiiiiiiiiiieeeenn

3.1  INFECCAO EXPERIMENTAL......ciiiiiueeteeeeeeteeeeeete et

3.2 ABSORGCAO INTESTINAL. ....ociiiieiieie ettt ene e

3.3 HISTOMORFOMETRIA...............

4. DISCUSSAOD. ..ottt ettt e e e e

5. CONCLUSOES. ... oottt et ee e e e e e e e e et e et e e e eanaanens

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

32

32

37

43

44

48

48



Tabela 1.1

Tabela 3.1

Tabela 3.2

Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

LISTA DE TABELAS

Técnicas de diagnéstico disponiveis para EP enoswiom detecgéo direta 25
ou indireta dd.. intracelullaris (modificado: Kroll et al., 2005).

Peso médio, em gramas (médiadesvio padréo), dos grupos controle €32
infectado durante a reproducéo experimental dankRagnsters.

Intensidade da infeccdo pdr intracellularis baseado na marcacdo por
IHQ, em fragmentos de intestino delgado de syra@angters inoculados com
homogeneizado de mucosa de suinos.

LISTA DE FIGURAS

Quantificacdo da concentragdoldentracellularisno indculo utilizado para
reproducdo experimental da enteropatia prolifepatem hamsters. (A)
Lamina contendo pocos usados na diluicdo do honeimgaio de mucosa,
sendo: 7 — controle positivo e 8 — controle negatifB) Deteccdo de
anticorpos contrd.. intracellularis por imunoperoxidase (seta). Aumento
400x.

Inoculagdo experimental com agulha de “gavage” eamsters. (A) og
Inoculacdo de homogeneizado de mucosa de suinogsendon L.
intracellularis (Grupo Infectado). (B) Inoculacdo de solucdo SP@®iG
Controle).

Procedimento cirdrgico para avaliacdo da absongfastinal em hamsters
experimentalmente infectados cdm intracellularis (A) Canulas fixadas 30
por ligadura caudal a flexura duodeno-jejunal enietaa vélvula ileocecal.

(B) Infusdo intestinal da solu¢cédo Tyrode a velodalde 0,25 mL/min.



Figura 2.4

Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

Intestino delgado de syrian hamsters. Avaliacamimerfométrica: altura de
vilosidade — linha reta do centro da porcao baabaapice da vilosidade
(linha azul) e profundidade de cripta — linha rdta lamina prépria do
epitélio mais profundo da cripta até a juncdo vulade/cripta (linha
vermelha). Aumento 200x.

Intestino delgado de hamsters infectados cbmintracellularis (A)
Espessamento difuso da parede do intestino delgBild=spessamento da
parede intestinal na regiao do ileo (seta).

33

Intestino delgado de syrian hamster (26 dias posdiacéo). (A) Animal
inoculado com SPG (grupo controle). Aumento 10B¥%.Animal inoculado
com homogeneizado de mucosa intestinal conténddracellularis (grupo
infectado) apresentando hiperplasia de célulagriatas e alongamento das
vilosidades. Aumento 100x.

Intestino delgado de syrian hamster experimentainénfectado com
homogeneizado de mucosa intestinal de suinos amtenintracellularis

(26 dias pés-inoculacao). (A) Proliferacao dastaspntestinais. Hiperplasia 35
do tecido linféide associado ao intestino. Aume#@x. (B) Submucosa
apresentando infiltragcdo inflamatéria linfo-hisitdda e neutrofilica.
Aumento 400x. (C) Cripta hiperplasica caracterizaoda reducdo no
namero de células caliciformes e elevado indicétind. Aumento 400x.

Intestino delgado de syrian hamsters experimentakm@fectados corh.
intracellularis corado pela técnica de IHQ utilizando anticorpdicmmal
(diluicdo 1:30.000). Diferentes graus de marcaf@pGrau um, até 25% da 37
mucosa infectada pela bactéria (200x); (B) Gras,d2h a 50% da mucosa
infectada (100x); (C) Grau trés, 50 a 75% da muadeatada (100x) e (d)
Grau guatro, acima de 75% da mucosa infectada.(40x)

10



Figura 3.5

Figura 3.6

Figura 3.7

Figura 3.8

Figura 3.9

Figura 3.10

Diferenca (média_+erro padrdo) entre a quantidade de glicose (mg) po
minuto infundida e coletada no intestino delgado Hamsters
experimentalmente infectados camintracellularis (Grupo Lawsonia+) e
inoculados com solugdo SPG (Grupo Controle) emrehtes tempos.
Diferenca estatistica entre os grupos: * p<0,05.

Diferenca (média_+erro padrdo) entre a quantidade de glicose (mg) po
minuto infundida e coletada no intestino delgado Hamsters
experimentalmente infectados camintracellularis (Grupo Lawsonia+t), de
acordo com a intensidade de marcacao por IHQ, iiados com solucdo 39
SPG (Grupo Controle) em diferentes tempos. Difaxgmgstatisticas entre o
grupo de animais com marcagado por IHQ grau 2+ eupogcontrole: *
p<0,05. Diferenca estatistica entre 0s grupos camtagdo grau 1+ e 2+: #
p<0,05.

Diferenca (média +erro padrdo) entre a quantidade de ions sédio (InMo
por minuto infundida e coletada no intestino detgade hamsters 40
experimentalmente infectados camintracellularis (Grupo Lawsonia+t) e
inoculados com solucdo SPG (Grupo Controle) enmatifes tempos.

Diferenca (média €rro padrdo) entre a quantidade de ions potassitol)
por minuto infundida e coletada no intestino detgade hamsters
experimentalmente infectados camintracellularis (Grupo Lawsonia+t) e
inoculados com solugcdo SPG (Grupo Controle) emratifes tempos.
Diferencas estatisticas entre os grupos: * p<0,05.

41

Diferenca (média €rro padrdo) entre a quantidade de ions potassitol)
por minuto infundida e coletada no intestino detgade hamsters
experimentalmente infectados camintracellularis (Grupo Lawsonia+), de
acordo com a intensidade de marcacao por IHQ, @iiados com solucao
SPG (Grupo Controle) em diferentes tempos. Difaaemgtatisticas entre os
grupos: * p<0,05.

Diferenca (média ‘erro padrdo) entre a quantidade de ions clorekdo{in
por minuto infundida e coletada no intestino detgade hamsters
experimentalmente infectados camintracellularis (Grupo Lawsonia+t) e
inoculados com solugcdo SPG (Grupo Controle) emratifes tempos.
Diferenca estatistica entre os grupos: * p<0,05.

11



Diferenca (média ‘erro padrdo) entre a quantidade de ions clorekdo{in

por minuto infundida e coletada no intestino detgade hamsters
Figura 3.11 experimentalmente infectados cdm intracellularis com intensidade de 43

marcacdo por IHQ grau 1+ (Grupo Lawsonia+1) e itamins com solucéo

SPG (Grupo Controle) em diferentes tempos. Difexgmstatisticas entre os

grupos: * p<0,05.

Altura das vilosidades e profundidade das criptagrécrometros (média +
Figura 3.12 erro padrao) de hamsters inoculados com SPG (gropinole) e infectados 44

experimentalmente com homogeneizado de mucosa nomtd..

intracellularis de acordo com intensidade de marcacgéao por IHQ.

12



LISTA DE ABREVIATURAS

AEC

AMPc

CaCC

CFTR

dL

DNA

ELISA

EP

EUA

FISH

GALT

GMPc

IEC-18

IgG

Int 407

IPEC-J2

3-amino-9-etil-carbazol

Mono fosfato de adenosina ciclico

Canal de cloreto dependente de célcio.

Regulador Transmembrana da Fibrose Cistica.

Decilitro

Acido desoxirribonucléico

Teste imuno-enzimatico de absorbancia

Enteropatia proliferativa

Estados Unidos da América

Fluorescent in situ hybridization

Gut-associated lymphoid tissue

Mono fosfato de guanosina ciclico.

Linhagem de células intestinais de rato

Imunoglobulina G

Linhagem de células intestinais de feto humano.

Linhagem de células do epitélio intestitaleitbes.

13



HE Hematoxilina e eosina

IFA Imunofluorescéncia Indireta

IHQ Imunoistoquimica

IPMA Imunoperoxidase em monocamadas de células
L Unidade litros

mL Unidade mililitros

mg Unidade miligramas

mMol Unidade milimolar

Na'/K" ATPase Bomba de sodio e potassio

NHE Transportador idnico de sodio/H+

PBS Solucéo salina fosfatada tamponada
PCR Reacao em cadeia da polimerase

PK-15 Linhagem de células de rim de suinos
SPG Solucéo de sacarose, fosfato e glutamato

VNTR Variable number of tandem repeats



RESUMO

A partir da reproducdo experimental da EP (enteéimparoliferativa) em syrian hamsters
(Mesocricetus auratgsavaliou-se a intensidade da infecgéo lpamwsonia intracellularis por
meio de exames macroscopicos, histolégicos e imtaruimicos, e sua correlacdo com
absorcéo e histomorfometria intestinal. Foramastdbs 60 hamsters entre duas e trés semanas
de idade provenientes de biotério sem histéric&BeO grupo infectado (n=30) recebeu, por
via intragastrica, 1 mL de homogeneizado de mudasestinal de suinos naturalmente
infectados, contendo aproximadamente 7,5 % dri§anismos dé.. intracellularis O grupo
controle (n=30) recebeu, pela mesma via, um mL B& $solucdo de sacarose, fosfato e
glutamato). Os animais foram pesados em intervagslares de nove dias para avaliacdo do
ganho de peso. Vinte seis dias ap0s a inoculacdlioaxse a absorcao intestinal de glicose,
sédio, potassio e cloro durante 40 minutos, enmiates de 10 minutos. Neste procedimento foi
infundida solu¢cdo com concentragdo conhecida mmgegranial e coletada no ileo terminal. A
infeccdo experimental foi confirmada por avaliac@stomo-histopatolégicas e marcacdo
positiva paral. intracellularis por IHQ (imunoistoquimica). A histomorfometria demstrou
alongamento das vilosidades e aprofundamento dasasrintestinais nos hamsters que
apresentaram maior grau de infeccdo, avaliada Q. Estes animais apresentaram menor
absorcdo intestinal de glicose, potassio e clofpt®,05), quando comparados ao grupo
controle, em pelo menos uma tomada de tempo. Qdtagss indicam menor absorgao
intestinal como importante mecanismo diarréico eamsters experimentalmente infectados
comL. intracellularis. Portanto, a diarréia por ma absor¢éo deve seidenada como principal
mecanismo envolvido na fisiopatologia da diarr&d.

Palavras-chave: hamster; enteropatia proliferatiaywsonia intracellularis reproducdo
experimental; absorcao intestinal; histomorfomettiarréia.
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ABSTRACT

Severity of infection based on gross and microscégsions and immunohistochemistry was
correlated with intestinal absorption and histonharpetry in syrian hamsterd/ésocricetus
auratug experimentally inoculated witbawsonia intracellularis Sixty hamsters between two
and three weeks of age from a colony with no hystafr EP were used. The infected group
(n=30) received, by gavage, 1 mL of intestinal neachomogenate from PE naturally infected
pigs containing approximately 7,5 x*0. intracellularis organisms. The control group (n=30)
received one mL of SPG by the same route. Animaleweighed at regular intervals of nine
days to assess the weight gain. Twenty six days afoculation, the intestinal absorption of
glucose, sodium, potassium and chloride was ewaduédr 40 minutes, in intervals of 10
minutes. In this procedure, a standard solution inased in the cranial jejunum and collected
in terminal ileum. The experimental infection wamnfirmed by gross and histopathological
examination andL. intracellularis antigen labelling by IHC. Histomorphometry showed
elongation of villous and deepening of intestingits in hamsters that had high infection level
as demonstrated by IHC. These animals had significaver intestinal absorption of glucose,
potassium and chloride (p<0,05), when compareciofected controls. These results indicate
a lower intestinal absorption as being an importaethanism of diarrhea in intracellularis
experimentally infected hamsters. Therefore, tharrdea for malabsorption should be
considered as the main mechanism involved in thigopaysiology of diarrhea in the EP.

Keywords: hamster; proliferative enteropathgwsonia intracellularisexperimental
reproduction; intestinal absorption; histomorphawyiediarrhea.
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INTRODUCAO e suinos (McOrist e Lawson, 1987; McOrist
et al, 1989; Yhe et al., 2006). Neste
A enteropatia proliferativa (EP) € uma contexto, syrian hamsters foram utilizados
doenca entérica causada por uma bactériacomo modelo experimental em estudos
intracelular obrigatoria, Lawsonia ultra-estruturais e na investigacdo de
intracellularis (McOrist e Gebhart, 1999; mecanismos de interacéo dalL.
Guedes, 2007). A enfermidade tem sido intracellularis com o epitélio intestinal
descrita em véarios mamiferos e aves, (Frisk e Wagner, 1977; McOrist et al., 1989;
incluindo espécies silvestres, no entanto, Jasni et al., 1994Fntretanto, pouco se sabe
ocorre com maior frequéncia em suinos, sobre os mecanismos celulares envolvidos
hamsters e equinos (Jasni et al., 1994; na patogénese da enteropatia proliferativa
Cooper et al., 1997a; Lawson e Gebhart, (McOrist et al., 1997; McCluskey et al.,
2000; Pusterla, 2008). A EP caracteriza-se 2002; Guedes, 2007).
por espessamento da parede do intestino
associado a proliferacdo das criptas A primeira alteracdo observada na infeccao
intestinais e reducdo no numero de células pela L. intracellularis € a hiperplasia da
caliciformes. mucosa intestinal com  progressiva
substituicdo de enterécitos maduros e
A avaliacdo sorolégica de granjas norte colunares das vilosidades, por células pouco
americanas revelou suinos soropositivos, a diferenciadas, semelhantes as células do
partir de nove semanas de idade, com epitélio das criptas intestinais (McOrist et
aumento progressivo da soro-prevaléncia al., 1996; Smith e McOrist, 1997). Acredita-
chegando a 90,9% nos animais com 27 se que a diarréia observada em casos de EP
semanas (Armbruster et al., 2007). Apesar seja por ma absorcdo, conseqiéncia da
da prevaléncia também elevada em rebanhos hipotrofia de vilosidades e/ou da presenca de
brasileiros, ndo existem estimativas do células imaturas hiperplasicas com reduzida
impacto econémico dessa enfermidade no expressdo de proteinas e transportadores de
pais (Ristow et al.,, 2000). Nos EUA, os membrana. Apesar de serem estas as teorias
prejuizos equivalem a aproximadamente 20 mais aceitas para justificar a reducdo do
milhGes de dodlares anuais (Winkelman e ganho de peso e atraso no crescimento dos
Dee, 1996), enquanto na Austradlia foi animais infectados, ainda ndo sao
estimado um custo anual de 20 délares por conhecidos os mecanismos fisiopatologicos
matriz suina (Lawson e McOrist, 1993). Os causadores da diarréia e diminuicdo de
prejuizos resultam da reducdo do ganho de desempenho (Moeser e Blikslager, 2007).
peso, diarréia e mortalidades em suinos de
terminacdo e reposicdo (Lawson e Gebhart, Os objetivos desta dissertacdo foram
2000). reproduzir experimentalmente a EP em
syrian hamsters Mesocricetus auratjse
A reproducéo experimental da EP através da associar a infeccdo pdr. intracellularis
inoculacdo de cultura pura del. confirmada por exames macroscépicos,
intracellularis ou de homogeneizado de histolégicos e imunoistoquimicos com a
mucosa intestinal de suinos naturalmente absor¢cdo e histomorfometria intestinais.
infectados demonstrou grande similaridade
no desenvolvimento das lesdes em hamsters



1. REVISAO DE LITERATURA
ENTEROPATIA PROLIFERATIVA

1.1 ETIOLOGIA

A EP foi descrita pela primeira vez em
suinos em 1931 como uma alteracdo
proliferativa  transmissivel (Biester e
Schwarte, 1931). Somente em 1973,

Rowland et al. associaram as lesbes
proliferativas a presenca de um
microorganismo intracelular na porgéo

apical de células das criptas intestinais.

Em hamsters, o primeiro relato ocorreu em
1965 (Jonas et al.,, 1965) e, a partir da
década de 1970, também passou ser

outras bactérias intracelulardBaseado no
sequenciamento do DNA ribossémico 16S, a

bactéria, previamente descrita como
organismo  Campylobacter-like lleal
symbiont intracellularis e lleobacter

intracellularis, foi classificada como sendo
de novo género e nova espécie dentro da
familia das Desulfovibrionaceas, e chamada
de Lawsonia intracellularis(McOrist et al.,
1995a) em homenagem ao pesquisador
escocés, Dr. Gordon H. K. Lawson.

A L. intracellularis € uma bactéria pequena
(cerca de 1,25-1,75um de comprimento e
0,25-0,43um de largura), curva, gram
negativa, microaerdéfila e ndo formadora de
esporos (Lawson et. al, 1993). Foi

importante nessa espécie. Naquela época, aobservado um flagelo longo e unipolar por

EP foi considerada a enfermidade de maior
ocorréncia e principal causa de mortalidade
em animais entre trés e oito semanas de
idade, sendo também chamada de
adenocarcinoma intestinal enzodtico, ileite
proliferativa, enterite regional e “wet tail
disease” (doengca da cauda molhada)
(Amend et al., 1976; Frisk e Wagner, 1977;
Jacoby, 1978). Atualmente, ainda é descrita
como importante enfermidade em colénias
de hamsters (Pereira, 2006). Véarias espécies
do géneracCampylobacteforam isoladas de
animais com EP, como &. mucosalis
(Rowland e Lawson, 1974; Love et al.,
1977), C. hyointestinalis(Gebhart et al.,
1983), C. jejuni e C. coli (Erickson et al.,
1990). Entretanto, nenhum microorganismo
do género Campylobacter foi capaz de
causar a doenca (McCartney et al., 1984,
Boosinger et al., 1985 e Alderton et al.,
1992).

O isolamento e manutencda vitro da

bactéria foi realizado pela primeira vez por
Lawson et. al. (1993). No mesmo ano, a
doenca foi reproduzida e a bactéria re-
isolada, cumprindo o0s requisitos do
postulado de Koch (McOrist et al., 1993). O
microorganismo foi classificado dentro da
subdivisdo delta de Proteobacteria (Gebhart
et al., 1993) com taxonomia distinta de

microscopia eletronica. Contudo, esse
flagelo ndo foi identificado quando a
bactéria  encontrava-se  presente  no
citoplasma de enterécitos (Lawson e
Gebhart, 2000)Em 2002 foi finalizado o
sequenciamento completo do genoma da
bactéria. sendo constituido por um
cromossomo circular e trés plasmideos
totalizando 1344 genes (Gebhart e Kapur,
2002).

1.2 ISOLAMENTO E CULTIVO

Por se tratar de um microorganismo
intracelular obrigatério extraido de células
presentes em meio altamente contaminado, o
isolamento e cultivo dd.. intracellularis
ainda € um desafio para os bacteriologistas.
Somente aproximadamente 70 anos apés a
primeira descricdo da EP, foi possivel
isolamento e propagacao da bactériaitro

a partir da infeccdo em hamsters (Stills,
1991) e suinos (Lawson et al., 1993).

O isolamento €& feito a partir de

homogeneizado de mucosa intestinal de
animais infectados e tratamento com tripsina
a 1% em solucdo PBS (solugcdo salina
fosfatada tamponada) (a 0,1M e pH 7,4). O
homogeneizado é submetido a sucessivas
filtracOes e centrifugacbes com o objetivo de



eliminar o maior nuamero de bactérias

contaminantes possiveis. Em seguida, o0
material filtrado é inoculado em cultura de

células com antimicrobianos especificos que
nao atuem sobrela intracellularis (Lawson

et. al., 1993).

Até 0 momento,
isolamento em

ndo foi possivel o
meios de cultivo
bacteriologicos convencionais sendo
necessarias culturas de células em
multiplicacdo (Guedes, 2007). As linhagens
celulares utilizadas para a manutencad.da
intracellularis in vitro sdo células intestinais
de rato (IEC-18) (Lawson et al., 1995;
Guedes, 2002), células derivadas de
intestino de fetos humanos (Int 407)
(Lawson et al., 1993; Guedes, 2002), células
derivadas de adenocarcinoma de célon de
ratos (Lawson et. al., 1993), células de rim
de suinos (PK-15) (Lawson et. al., 1993),
enterdcitos de suinos (IPEC-J2) (McOrist et
al., 2006) e células de camundongos
semelhante a fibroblastos (McCoy) (Guedes,
2002). Além da presenca de células em
crescimento,
ambientais similares as encontradas no
intestino para a manutenco vitro da L.
intracellularis. Dessa forma, utilizam-se

possam ser reservatorios e potenciais
transmissores da enfermidade (Pusterla et
al., 2008).

No Brasil, a doenca tem sido descrita em
hamsters e suideos (Faccini et. al., 2005;
Pereira, 2006; Zlotowski et al., 2008).
Contudo, no Estado de Minas Gerais foram
encontrados  equinos  sorologicamente
positivos pard.. intracellularis associado a
identificacdo do agente por PCR (reacdo em
cadeia da polimerase) em fezes, indicando a
presenca da enfermidade na regido
(Guimaraes-Ladeira, 2007). Apesar da
existéncia de relatos da EP em primatas nao
humanos, até o momento, a infeccao lpor
intracellularis ndo foi observada no homem.
As caracteristicas anatomopatoldgicas da EP
sdo similares a algumas observadas na
doenca intestinal inflamatéria humana
(doenca de Crown), contudo, 4.
intracellularis n&o foi identificada em
pacientes com a doenca (Michalski et al.,
2006).

sd0 necessarias condi¢cdes Técnicas moleculares vém sendo utilizadas

com objetivo de compreender a
epidemiologia dos diferentes isolados de
suinos e outras espécies. Recentemente, a

estufas a 37°C em atmosfera com 82,2% de PCR associada a identificacdo de VNTR

N, 8,8% CQ e 8% Q (Lawson et. al.,
1993).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

Embora seja descrita com maior freqiiéncia
em suinos, hamsters e equinos, a EP ja foi
descrita em cobaio (Elwell et al., 1981), rato
(Vandenberghe et al., 1985), furdo (Fox e
Lawson, 1988), raposa (Erickson et al.,
1990), cdo (Leblanc et al., 1993), coelho

(variable number of tandem repepts
presentes no genoma da intracellularis

tém determinado importantes diferencas
genotipicas entre os surtos de EP em suinos
de diversas regibes e entre diferentes
espécies incluindo  suinos, equinos,
hamsters, furdes, avestruzes e macacos
(Weber et al, 2004, citado por Kroll et al.,
2005) . Entretanto, pouco se sabe sobre a
epidemiologia molecular da EP.

(Hotchkins et al., 1996), avestruz (Cooper et A infeccdo ocorre por via oro-fecal através
al., 1997b), macaco (Klein et al., 1999), da ingestdo do agente presente nas fezes de
camundongo (Smith et al., 2000), bovino, animais infectados (Jordan et al., 2004).
porco espinho e girafa (Herbst et al., 2003). Suinos infectados podem eliminar cerca de
A identificacdo da bactéria nas fezes de 10° organismosde L. intracellularis por
mamiferos selvagens capturados proximos a grama de fezes e a eliminacdo do agente
haras com historico de animais com EP pode persistir por até trés meses (Smith e
sugere que esses animais de vida livre McOrist, 1997; Guedes e Gebhart, 2003b).
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A colonizacdo intestinal pela bactériai

animais doentes ou por cultura puralde

detectada em suinos inoculados oralmente intracellularis (McOrist e Lawson, 1987

com fezes mantidas a %3 por 14 dias,

evidenciando a sobrevivéncia do
microorganismo por até 2 semanas a
temperatura ambiente (Collins et al., 2000).

McOrist et al., 1989; Guedes e Gebhart,
2003a; Yhe et.al., 2006). A doenca também
foi reproduzida experimentalmente em
equinos (AlGhamdi, 2003) e camundongos

A infeccdo em leitdes pode ser demonstrada (Murakata et al., 2008). Homogeneizado de

pela inoculagao oral de 16rganismos deé.
intracellularis (Collins et al., 2001). Neste
contexto, verifica-se que embora haja
dificuldade no isolamento e cultivo, esse
microorganismo possui trés caracteristicas

mucosa de suinos ja foi utilizada com
sucesso para infectar suinos (Guedes e
Gebhart, 2003a), hamsters (Yhe et al.,
2006), camundongos (Murakata et al., 2008)
e equinos (AlGhamdi, 2003). J& cultura pura

importantes para a manutencdo e propagacdode L. intracellularis causou infeccdo em
da EP, sendo elas: eliminacdo nas fezes emsuinos (Guedes e Gebhart, 2003a), hamsters

alta concentragdo por um longo periodo de

(Yhe et al., 2006) e camundongos (Smith et

tempo; resisténcia ao ambiente e baixa dose al., 2000). Ainda, a bactéria isolada de

infectante. Tais caracteristicas contribuem
para alta prevaléncia soroldgica em suinos
(entre 60 e 90%) observada em diferentes
paises (Lawson e Gebhart, 2000).

Animais com a infeccdo subclinica néo
manifestam quadros de diarréia, tipicos da
doenca, por possuirem menor grau de
infeccdo, entretanto, apresentam baixo

desempenho e sdo capazes de eliminar o
importantes N&ao foi possivel reproduzir a doenca a partir

agente. Portanto, estes sdo

equinos foi capaz de infectar hamsters
(Cooper et al., 1997b). No Brasil, a doenca
foi reproduzida em suinos, com
homogeneizado de mucosa, e em hamsters,
com cultura pura delL. intracellularis
(Franga, 2007). A ocorréncia de casos
isolados de EP em outras espécies ndo tem
estimulado a investigagdo de outros
possiveis modelos experimentais.

fontes de infeccdo para animais susceptiveis da inoculagdo oral de cultura pura de

(Guedes e Gebhart, 2003b). Jacobson et al.
(2003) observaram menor desempenho em (McOrist et al.,

suinos clinicamente saudaveis, no entanto,
eliminandoL. intracellularisnas fezes.

1.4 REPRODUCAO EXPERIMENTAL
Estudos in vitro tém demonstrado a

dindmica da invasdo bacteriana nos
enterdcitos, contudo, a proliferacdo celular,

intracellularis em suinos “germ free”
1994). No entanto, a
enfermidade foi reproduzida com filtrado de
mucosa intestinal contendo intracellularis

e outras bactérias entéricas (McOrist e
Lawson, 1989). Ainda, a reproducédo
experimental também foi bem sucedida em
suinos gnotobioticos desafiados oralmente
com homogeneizado de mucosa contelndo
intracellularis (McOrist et al., 1994).

caracteristica marcante da doenca, ndo é Baseado nessas observacdes, fica clara a

reproduzida (McOrist et al., 2006). Dessa
forma, o estabelecimento de modelos
experimentaisin vivo € fundamental na
investigacao da patogénese
enfermidade.

A reproducéo experimental da EP tem sido
descrita com maior freqiéncia em suinos e
hamsters por meio da inoculacdo oral de
homogeneizado de mucosa intestinal de

importante  influéncia da  microbiota
intestinal no desenvolvimento da EP,
permitindo e capacitando a colonizacdo da

dessa bactéria no epitélio intestinal (Smith e

Lawson, 2001). Entretanto, os mecanismos
de interacdo da microbiota intestinal nas
infeccbes porL. intracellularis ainda n&o
estao esclarecidos (Molbak et al., 2008).
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Como mencionado anteriormente, a EP pode na regido das criptas intestinais (Lawson e
ser reproduzida utilizando cultura pura de Gebhart, 2000). Entretanto, os fatores de
bactéria ou homogeneizado de mucosa viruléncia envolvidos na infeccdo ainda néo
intestinal de animais infectados. O desafio estdo bem esclarecidos (Gebhart e Guedes,
oral com cultura pura permite a 2004). Proteinas adesinas ou receptores
determinagdo precisa da dose infectante especificos parh. intracellularis ndo foram
através da quantificacdo de bactérias viaveis identificados (McOrist et al., 1997). A
presentes na cultura de células. Outra andlise da sequéncia genética do
vantagem da cultura pura € a auséncia de microorganismo identificou regides
outros potenciais patdgenos entéricos que, homoélogas aos fatores de membrana Yop
eventualmente, possam confundir a resposta (proteina externa déersinig indicando que
dos animais frente a infeccdo (Guedes e o sistema de secrecdo tipo lll, encontrados
Gebhart, 2003a). A desvantagem ¢é o dificil em bactérias enteropatogénicas gram
isolamento e manutencddn vitro do negativas, pode auxiliar no processo de
microorganismoA reproducdo experimental invasdo e evasdo sistema imune do
utilizando homogeneizado de mucosa hospedeiro (Gebhart e Guedes, 2004; Kroll
consiste na raspagem da mucosa intestinal et al., 2005). O mecanismo de invasao nao
de animais infectados, homogeneizacdo depende da viabilidade da bactéria. Células
desse material e posterior inoculagdo em eucariotas sdo capazes de internalizar
animais susceptiveis (Winkelman et al., organismos dé. intracellularis fixados em
2002). Essa técnica é relativamente simples formol (Lawson et al., 1995). O bloqueio do

e tem sido efetiva na reproducdo da doenca
em suinos e hamsters (Mapother et al., 1987;
McOrist et al.,, 1993). No entanto, nesses
casos, O ind6culo pode conter outros
microorganismos entéricos patogénicos. A
determinacdo da dose infectante no

homogeneizado de mucosa ¢é realizada

metabolismo e do citoesqueleto celular por
citocalasina D reduziu significativamente a
invasdo bacteriana, mas ainda sim houve
infeccdo pelo microorganismo, portanto,
outros mecanismos podem estar envolvidos
nesse processo (Gebhart e Guedes, 2004).

através da deteccgédo indireta pela técnica de Neste contexto, &. intracellularis parece

imunoperoxidase e contagem de organismos
deL. intracellularis marcados, contudo, ndo
€ possivel diferenciar bactérias mortas e
vidveis (Guedes e Gebhart, 2003a).

A comparagdo entre cultura pura e
homogeneizado de mucosa na reproducéo
experimental da EP demonstrou sinais
clinicos e lesbes similares. Entretanto, foi

ser internalizada por inducédo de mecanismos
especificos de endocitose (Lawson et al.,
1993). Em seguida, ocorre formagao de
vacuolo intracitoplasmatico com posterior
liberacdo da bactéria para o citoplasma
(McOrist et al., 1995b).Shigellg Listeria,
Clostridiumpiliforme e algumas espécies de
Rickettsiapodem ser encontradas livres na
célula hospedeira por escapar do fagossomo

observado menor ganho de peso em suinos eatravés da produgdo de toxinas (citolisinas

hamsters inoculados com homogeneizado de
mucosa, quando comparado a inoculacdo
com cultura pura (Guedes e Gebhart, 2003a;
Yhe, 2004).

1.5 PATOGENESE

ou hemolisinas). Atividade citolitica foi
observada na infeccan vitro pela L.
intracellularis (Gebhart e Guedes, 2004).
Hemolisinas podem estar envolvidas na
interacdo e invasdo por meio da expressao
de um proteina antigénica denominada Lsa.
A expressdo desse gene € responsavel pela

Os mecanismos envolvidos na patogénese dasintese de proteinas na superficie bacteriana,

EP sdo determinados pela infeccdo e
posterior hiperplasia de enterécitos presentes

0S quais poderiam se ligar a receptores
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especificos na membrana celular do Gebhart, 2003b). Em hamsters, a inoculacdo
hospedeiro (McCluskey et. al., 2002). oral com homogeneizado de mucosa de
animais infectados demonstrou a presenca
A maior parte dos estudos sobre a da bactéria no citoplasma apical das células
patogénese da EP € realizagavivo. A das criptas intestinais a partir do quinto dia
primeira alteracdo observada na infec¢do poés-infeccdo. A mucosa foi gradualmente
pela L. intracellularis € a hiperplasia da sendo revestida por células alongadas
mucosa  intestinal com  progressiva formando epitélio com aparéncia pseudo-
substituicdo de enterdcitos maduros e estratificada com microvilosidades curtas e
colunares das vilosidades, por células pouco irregulares. Os enterdcitos indiferenciados
diferenciadas, semelhantes as células do alcancaram o apice das vilosidades no 14°
epitélio das criptas intestinais (Smith e dia pds-infec¢do e invadiram a muscular da
McOrist, 1997). A alteracdo proliferativa mucosa no 17° dia. O desenvolvimento
estad diretamente relacionada a infeccdo e completo das lesdes ocorreu no 25° apds a
replicacdo  bacteriana. Entretanto, o0s inoculacdo (Johnson e Jacoby, 1978). Esse
mecanismos que promovem essa hiperplasia mesmo protocolo experimental evidenciou a
ainda ndo estdo esclarecidos (Kroll et al., presenca dd.. intracellularis associada a
2005; Guedes, 2007). lesdes proliferativas por mais de 40 dias pés-
infeccdo (Jacoby, 1978).
A reducdo temporaria de mecanismos
indutores de apoptose pelaintracellularis A avaliacdo ultra-estrutural das lesGes da EP
poderia favorecer as alteracbes em suinos e hamsters identificaram a
proliferativas. Na fase de resolugdo das presenca da&. intracellularis no limen das
lesBes, a auséncia da bactéria nos enterdécitoscriptas intestinais associados a membrana
associa-se ao aumento do numero de célulascelular e em vacuolos intracitoplasméaticos
bem diferenciadas (McOrist et al., 1996). (McOrist et al.,, 1989). As bactérias
Contudo, Machuca et. al. (1999) encontram-se livres no citoplasma enquanto
demonstraram aumento da apoptose nas as células infectadas entram em mitose
vilosidades e criptas hiperpldsica de suinos transmitindo o microorganismo para as
com EP. Ainda, a identificac@o de caspase-3, células filhas (McOrist et al., 1995b).
por IHQ, foi significativamente maior em Eventualmente, bactérias sdo liberadas no
criptas hiperplasicas comparadas as criptas limen intestinal, o que permite a expansao
normais (Guedes, 2002). Dessa forma, da infecgcdo no ileo, jejuno, ceco e colon. As
provavelmente, a proliferacdo celular ndo € células M, importantes no reconhecimento
causada pela reducgdo de apoptoses. antigénico do epitélio intestinal, podem estar
envolvidas na patogénese da EP, visto a
Com excecao das caracteristicas presenca de lesdes na regido das placas de
proliferativas, até o momento ndo foram Peyer nas fases iniciais da infeccdo (McOrist
observados outros efeitos citopatoldgicos et. al., 1993).
nos enteradcitos infectad@s vitro ouin vivo
(Gebhart e Guedes, 2004). A inflamagcdo Em suinos, a reproducdo experimental
pode ser observada nos estdgios mais tardiosidentificou a bactéria a partir do quinto dia
da doenga, mas ndo sdo -caracteristicasapos a inoculagdo. As lesdes microscépicas
primérias da infeccdo p&r intracellularis foram observadas no 11° dia pés-infeccao
(Guedes, 2002). A evolucdo da doenca em
A evolucdo e o desenvolvimento das lesdes suinos foi similar ao desenvolvimento das
tém sido estudados em hamsters (Johnson elesées em hamsters. Contudo, 29 dias pos-
Jacoby, 1978; McOrist e Lawson, 1987) e infeccao, foi observada marcacao
suinos (Roberts et al., 197Guedes e imunoistoquimica e auséncia de lesbes
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macroscépicas e histolégicas em suinos
experimentalmente infectados (McOrist e
Lawson, 1987; Gebhart e Guedes, 2004).

O crescimento e manutencéovitro da L.
intracellularis permitiu a realizacdo de
estudos dos mecanismos envolvidos na

absortivos na patogénese da EP ndo esta
esclarecido.

1.6 SINAIS CLINICOS

Em suinos, a EP apresenta trés formas
clinicas distinta: aguda, crénica e subclinica.

entrada da bactéria em células susceptiveis e A apresentacdo aguda, também chamada de

a evolucdo da infeccdo em cultura celular
(Lawson et al., 1993). Embora ndo haja
proliferacdo celulain vitro, a infeccdo em
monocamada de células demonstrou a
dindmica da invasdo bacteriana. McOrist et
al. (1995b) observaram contato intimo entre
a L. intracellularis e a superficie de células
eucariotas (IEC-18 e IPEC-J2) 10 minutos
ap6és a exposicdo a bactéria e, o
microorganismo foi encontrado em vacuolos
intracitoplasméaticos uma  hora  pés-
exposicao. A partir de trés horas, a bactéria
pode ser observada livre no citoplasma.
Entre o segundo e o sexto dia no citoplasma
celular, a bactéria multiplicou-se por divisdo
binaria formando protrusbes celulares
repletas del. intracellularis ruptura e
liberagdo do agente no meio extracelular.

A replicacdo bacteriana no citoplasma das

células das criptas intestinais associa-se a cultura pura de L.

quadros de diarréia em animais infectados
experimentalmente a partir do sétimo dia
apos inoculacdo oral da bactéria. Contudo,
atté o0 momento, 0S mecanismos
fisiopatolégicos determinantes para diarréia

enteropatia  proliferativa  hemorragica,
acomete suinos de 4 a 12 meses,
normalmente animais de reposicdo ou
proximos ao abate. Essa sindrome
hemorragica resulta em morte subita onde o
animal encontra-se palido e com hemorragia
intestinal profusa (Lawson e Gebhart, 2000).
Por outro lado, a forma cronica ocorre em
leitbes em crescimento entre 2 a 4 meses de
idade e caracteriza-se por anorexia, diarréia
transitéria, reducdo no ganho de peso,
diminuicéo do crescimento e
desuniformidade entre animais da mesma
idade (Guedes, 2007). A manifestacdo
cronica da enfermidade dificulta o
diagnéstico pela ndo identificacdo da
diarréia transitéria no exame clinico do
rebanho. Sinais clinicos da doengca comegam
a ser observados entre o sétimo e o décimo
dia apdés a inoculacdo experimental de
intracelullaris ou
homogeneizado de mucosa intestinal de
suinos infectados. Dessa forma, o periodo de
incubacédo da bactéria é de aproximadamente
sete dias (Lawson e Gebhart, 2000; Guedes,
2002).

na EP ainda ndo sdo conhecidos (Moeser e

Blikslager, 2007). A partir da hiperplasia das A forma subclinica pode ser a apresentacéo
criptas intestinais, especula-se a possivel mais comum da EP em suinos, no entanto,
reducdo na expressdo de proteinas e raramente € reconhecida pela auséncia de
transportadores de membrana na superficie sinais clinicos (Kroll et al., 2005). Os
celular comprometendo a capacidade de animais assintomaticos se alimentam
absorcdo. Fisiologicamente, as células das normalmente, mas apresentam reducdo no
criptas possuem canais idnicos na superficie ganho de peso diario, menor conversao
apical responsaveis pela secrecdo de ionsalimentar e conseqiente diminuicdo no
cloreto (Cl) (Welsh et al., 1982). A possivel desempenho produtivo (McOrist e Gebhart,
expressdo desses canais na membrana apicall999). O baixo grau de infeccdo desses
de células hiperplasicas poderia intensificar animais pode impedir a identificacdo de
a secrecdo no epitélio intestinal contribuindo anticorpos no sangue, por meio de
para processo diarréico. Contudo, o0 avaliagbes soroldgicas, e a deteccdo do
envolvimento de mecanismos secretorios ou
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agente nas fezes pela reacdo de cadeiapresentes aderidas a superficie do intestino
polimerase (PCR) (Guedes, 2004). (Ward e Winkelman, 1990). A necropsia, as
alteracbes podem ser discretas,
A doenca ocorre em hamsters entre trés e caracterizadas por edema de mesentério
oito semanas de vida e a manipulacdo associado a lesdo proliferativa focal. Nesses
excessiva, transporte e superlotacdo de casos, a avaliagdo das lesdes € subjetiva e
gaiolas representam importantes fatores depende da experiéncia do observador
predisponentes. Além da diarréia, perda de (Guedes et.al., 2002). Dessa forma, o envio
peso, letargia e desidratacdo sdo os sinaisde amostras para exame histopatolégico é
clinicos mais relatados (Percy a Barthold, necessario para a confirmacdo do
2001). Em equinos, a EP tem sido descrita diagndstico.
com maior frequéncia em  potros
desmamados de trés a doze meses de idadeA EP possui basicamente as mesmas
Nesses animais, a enfermidade cursa com caracteristicas histopatologicas independente
cllica, diarréia aquosa, perda de peso e da espécie acometida e da apresentagédo
hipoproteinemia associada a leucocitose clinica. As lesdes caracterizam-se por

(Bihr, 2003). proliferacdo das células das criptas de
3 Lieberkihn no intestino delgado associado a
1.7 LESOES presenga de microorganismo intracelular no

citoplasma apical desses enterdcitos
Em todas as espécies afetadas, o (Rowland e Lawson, 1974). As criptas
espessamento da mucosa intestinal é atornam-se alongadas, dilatadas, maior
alteracdo macroscoépica mais evidente sendo presenca de células imaturas e elevado
facilmente identificada a necropsia. Em indice mit6tico. H& significativa reducédo no
suinos, 0o exameost-mortemde animais numero de células caliciformes nas criptas
mortos subitamente pode ser determinante afetadas (Gebhart e Guedes, 2004). A
para confirmacgdo da forma aguda da EP. As infiltracdo de células inflamatérias é minima
lesBes sdo normalmente observadas no ileo ee ndo constitui uma caracteristica marcante
caracterizam-se por espessamento da parededa enfermidade (McOrist e Gebhart, 1999).
intestinal, edema e congestdo do mesentério, Na forma aguda, os animais apresentam
rugosidade da mucosa com pregas bem congestdo intensa de vasos sanguineos da
evidentes e contetdo intestinal fibrino- mucosa com presen¢a de sangue no lumen
hemorragico associado a presenca de intestinal (Morés et al., 1985). Em suinos e
codgulo (Morés et al., 1985). Embora o ileo hamsters foi demonstrado encurtamento e
seja 0 segmento intestinal mais afetado, as irregularidade das microvilosidades nas
lesbes podem ser encontradas do duodeno aocélulas infectadas (Johnson e Jacoby, 1978;
reto (Guedes, 2002). Em camundongos, a Lomax e Glock, 1982).
reproducdo  experimental da doenca
demonstrou lesdes preferencialmente na 1.8 DIAGNOSTICO
regido do ceco (Murakata et al., 2008).

Desde a primeira descricdo da doenga, o
As lesBes macroscoépicas, observadas com diagnéstico da EP € baseado na avaliacao
maior freqiéncia em hamsters, eqlinos e clinica e anatomopatolégica. Ao longo dos
suinos, associam-se a forma cronica da anos, o desenvolvimento de técnicas
enfermidade (Johnson e Jacoby, 1978; diagnosticas sensiveis e especificas permitiu
AlGhamdi, 2003; Kroll et al., 2005). Além o reconhecimento da doenca tambénte-
do espessamento da parede intestinal e amortem com identificacao do
maior evidenciacdo das pregas da mucosa, microorganismo ou de anticorpos
placas de material necrético podem estar especificos paralL. intracelullaris Os
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principais métodos diagndsticos disponiveis (McOrist et al., 1987), FISHHuorescent in

sao apresentados na Tabela 1.1.

O diagnosticgost-morteme realizado pelo

situ hybridization) (Gebhart et al., 1994;
Boye et al, 1998) e IHQ (Jensen et al., 1997)

usando anticorpo especifico contrh.

reconhecimento das lesdes macroscopicas intracellularis (McOrist et al., 1987). A
associadas as alteragBes histologicas de partir de estudo comparativo utilizando

hiperplasia das criptas intestinais observadas anticorpos
pela coloragdo de HE (Rowland et. al.,

intracelullaris,

especificos

Guedes

para L.

et al. (2002)

1978). A bactéria pode ser demonstrada na demonstraram que a técnica de IHQ € mais
porcdo apical de enterdcitos imaturos por sensivel que a coloracdo histolégica de HE,
técnicas histoquimicas de coloracdo pela histoquimica (Warthin Starry) e PCR de

prata (Rowland e Lawson, 1974; Mores et amostras fecais.
al., 1985), IFA (imunofluorescéncia indireta)

Tabela 1.1 — Técnicas de diagndstico disponiveia g® em suinos com deteccdo direta ou
indireta del. intracelullaris (modificado: Kroll et al., 2005).

Técnica

Método de deteccdo

Vantagens

Desvantagen

5 efé&téncia

HE

Hiperplasia de criptas
intestinais

Presenca de lesdeg
caracteristicas

Diagnéstico
post-mortem

Rowland et al., 1973.

Histoquimica

Identificacéo do

Deteccéo da .

Nao especifico

Morés et al., 1985.

(Warthin Starry) | microorganismo bactéria no tecido | « Diagnoéstico
intracelular lesado apenagost-
mortem
IHQ e IFA Identificacéo de  Alta sensibilidade | « Diagndstico Guedes et al., 2002.
antigenos especificos e especificidade apenagost-
paraL. intracelullaris mortem
PCR e FISH Identificacéo de + Diagnosticoante- | » Baixa Jones et al., 1993.
seqliéncias especificag  mortem(em fezes) sensibilidade | Gebhart et al., 1994.
dal. intracelullaris « Alta especificidade| « Presenca de Boye et al., 1998
« Deteccdo de outro$  inibidores nas | Nathues et al., 2007.
patégenos (PCR fezes
multiplex)
IFA, IPMA e | IgG no soro + Avaliagdoante- * Avaliagdo Guedes et al., 2002.
ELISA mortem indireta Knittel et al., 1998.
+ Alta sensibilidade | « N&o identifica| Boesen et al., 2005.
e especificidade animal
infectado
Em suinos, outras infecgbes entéricas sdo para exames bacteriologicos séo

importantes no diagnoéstico diferencial da
EP. Na forma aguda, a coleta de tecidos

enterocolite

importantes para descartar suspeitas de
por Salmonella

enterica
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sorotipo Typhimurium e infec¢cdes por
Brachyspira hyodysenteriae (disenteria
suina). Ainda, Ulceras gastricas e sindrome
intestinal hemorragica também devem ser
consideradas (Guedes et al., 2002). Os
diagnosticos diferenciais da forma cronica
em suinos devem incluir doencas que
cursam com diarréia persistente, como:
gastroenterite  transmissivel  enzodtica
(TGE), infeccdes paBrachyspira pilosicoli
(colite espiroquetal), disenteria suina,
enterocolite por S. enterica sorotipo
Typhimurium, colibacilose e
hipersensibilidade a soja (Guedes, 2007).
Em equinos, € importante diferenciar a EP
das principais causas de diarréia e
hipoproteinemia, como por exemplo:
enterites porStrongylus sp Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium,
Clostridium  sp, Rhodococcus equi
Campylobacter jejundC. fetus Rotavirus e
Parvovirus (Bihr, 2003).

Em hamsters, infeccdes p@. enterica
sorotipo Typhimurium, Escherichia coli
enterocolite poBacillus piliformis(Doenca
de Tyzzer) e porClostridium difficile
devem constar no diagnostico diferencial da
EP (Van Hoosier e Ladiges, 1984; Percy e
Barthold, 2001).

A avaliagdo soroldgica por ELISA (teste
imuno-enzimatico de absorbéancia), IFA e
IPMA (imunoperoxidase em monocamadas
de células) e a PCR sdo as técnicas de
diagnostico disponiveis em animais vivos.
A PCR identifica o DNA especifico da
bactéria nas fezes e permite o
reconhecimento dos animais infectados e
eliminando o microorganismo nas fezes
(Guedes et al., 2002). Entretanto, a técnica
apresenta baixa sensibilidade (entre 40 e
70%) pela alta presenca de inibidores da
enzima polimerase nas fezes (Jones et al.,
1993). A identificacdo de IgG no soro de
animais com EP pode ser feita por ELISA,
IFAT e IPMA (Guedes et al., 2002; Boesen
et al.,, 2005). O diagndéstico por ELISA
pode ser uma opgao interessante para a

determinacdo da fase provavel da infeccéo
no sistema de produgcdo de suinos. O
reconhecimento da dindmica da infeccdo no
rebanho tem como objetivo direcionar as
medidas de medicacdo estratégica ou
vacinacao.

1.9 CONTROLE

O controle da EP em suinos é realizado pela
adicdo de antimicrobianos na racédo. Pulsos
de medicamentos na racdo por duas
semanas com intervalos de trés semanas
tem sido um procedimento freqiiente na
fase final de creche, recria e terminacéo
(Guedes, 2007). A escolha do
antimicrobiano a ser utlizado deve ser
baseada no conhecimento do principio
farmacologico, custo da droga, idade dos
animais e presenca de outras enfermidades
concomitantes que possam ser controladas
pelo mesmo antimicrobiano (Guedes,
2003). Esse protocolo terapéutico tem sido
empregado em rebanhos com a forma
cronica da doenga, onde a mortalidade €
minima, contudo existe impacto
significativo no desempenho produtivo dos
animais.

A administracdo endovenosa de eletrélitos,
a utilizacdo de antiinflamatérios, e a

antibioticoterapia sdo as principais praticas
empregadas no tratamento da EP em
equinos (Frank et al., 1998).

Independente da espécie, 0s grupos de
antimicrobianos eficientes no tratamento e
controle da EP sdo os macrolideos, as
tetraciclinas, lincosamidas e

pleuromitilinas. Farmacos do grupo dos
macrolideos sdo o0s mais utilizados em
suinos e equinos (Lee et al., 2001; Atherton
e McKenzie, 2006). Em hamsters, a
antibioticoterapia com tetraciclina mostrou-

se eficiente (Regina et al., 1980).

A avaliacao da eficiéncia de

antimicrobianosn vivo tem sido realizada
através da reproducdo experimental da EP
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em suinos (Franca, 2007). Neste contexto, a
reducdo da eliminagdo de bactérias nas
fezes, detectada por PCR, a diminui¢do da
extensdo e severidade das lesdes
macroscopicas no intestino e a melhora no
desempenho de animais medicados s&o os
parametros avaliados (Schwartz et al.,

1999; Walter et al., 2001).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Este projeto foi aprovado pelo comité de
ética em experimentacdo animal da UFMG
(CETEA) (Protocolo n° 156/2007) e
cumpriu as normas exigidas pelo érgdo. No
experimento foram utilizados 60 syrian
hamsters I. auratu3 machos, entre duas e

A utilizacdo da vacina viva modificada
(Enterisol® lleitis) em suinos tem mostrado
0 desenvolvimento imunidade humoral e
celular contral. intracelullaris (Guedes e
Gebhart, 2003b). Suinos vacinados, além de
apresentarem melhor desempenho
comparado aos animais nao vacinados,
tiveram reducdo na utilizacdo de
antimicrobianos na ragédo (Bak e Rathkjen,
2009).

2.2 PREPARACAO DO INOCULO

No preparo do indculo, foram utilizados
segmentos intestinais de suinos com lesdes
macroscépicas e histologicas tipicas de EP,
com confirmacdo da infeccdo poL.
intracellularis por IHQ. Os intestinos foram
congelados e mantidos a -80°C. No dia da
inoculacdo, ap6s o descongelamento desse

trés semanas de idade e com peso médio dematerial, realizaram-se secc¢@es longitudinais

34,1(#11,5) gramas. Os animais eram

com tesoura e posterior raspagem da mucosa

procedentes do biotério do Departamento de intestinal com laminas de vidro. O material

Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da UFMG, onde nao havia
histérico de EP ou qualquer outra infeccéo
entérica.

obtido foi homogeneizado na proporcdo de
1:1 em solugédo de SPG (pH 7,0) contendo
sacarose (zH»01;; 0,218M), fosfato de
potassio monobasico (KAQ,;; 0,0038M),
fosfato dipotassico (¥1PO4; 0,0072M) e

Os hamsters permaneceram em caixas de acido L-glutamico. (Winkelman et al., 2002;

polipropileno (com dimensfes de 41 cm de
comprimento x 34 cm de largura x 16 cm de
altura), ambiente controlado (12 horas de luz
diaria e temperatura entre 20 e 25°C),
recebendo racdo comercial (Labina -
Purina®) e 4gua a vontade. O experimento
foi conduzido em trés blocos com 20

Guedes et al., 2003). Apés homogeneizacao
manual, o material foi macerado em um
triturador de tecidos de vidro (Pirex® - USA
n°7727).

Amostras do homogeneizado  foram
coletadas para avaliagbes bacterioldgicas e

animais cada, sendo estes divididos em dois parasitolégicas as quais asseguraram a

grupos: grupo infectado (n=10) e grupo
controle (n=10). Cada grupo foi separado em

duas caixas com cinco hamsters cada. Os avaliacbes

animais foram pesados individualmente no
dia anterior a inoculacdo, 9, 18 e 26 dias
pés-inoculacdo. O projeto foi desenvolvido

auséncia de patdgenos entéricos que,
eventualmente, pudessem interferir nas
das respostas a infeccéo
experimental.

A quantificacdo da concentracdo de bactéria

em trés periodos diferentes, cada periodo presente no inéculo foi realizada, em cada

representando um bloco.

um dos blocos, por meio de diluicbes
seriadas de 1:10 em soluc¢do PBS (pH 7,2),
impregnacao em lamina de vidro e coloracéo
por imunoperoxidase (Guedes et al., 2002).
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Resumidamente, a partir de uma lamina de
vidro contendo 12 pogos, adicionou-se 10
UL de cada diluicdo por poco e, em seguida,
foi incubada em estufa a 37°C até completa
secagem (aproximadamente 30 minutos)
(Figura 2.1A). Posteriormente, a lamina foi

fixada em acetona gelada (—20°C) e utilizada
técnica de imunoperoxidase indireta

utilizando anticorpo policlonal especifico
para L. intracellularis (Guedes e Gebhart,
2003c). Realizou-se a contagem de
organismos dd.. intracellularis marcados,
por microscopia 6tica, e a concentracgédo final
de bactérias obtida pela multiplicacdo do
namero contado e o valor da diluicdo
avaliada (Figura 2.1B).

B

Figura 2.1 — Quantificacdo da concentracdoLdentracellularis no indculo utilizado para
reproducéo experimental da enteropatia prolifesagiin hamsters. (A) Lamina contendo pogos
usados na diluicdo do homogeneizado de mucosag:séné controle positivo e 8 — controle
negativo. (B) Deteccdo de anticorpos cortraintracellularis por imunoperoxidase (seta).

Aumento 400x.

2.3 INOCULACAO

Ao inicio de cada bloco (dia -2) os animais

permaneceram 48 horas em adaptacdo. No por

(Figura 2.2A). A concentracdo do inoculo
foi de aproximadamente 6,4 x*1@,1 x 16
el4x16° organismos deé. intracellularis
mL no 1° 2° e 3° Dblocos,

dia zero, cada hamster do grupo infectado respectivamente. O grupo controle recebeu,

recebeu, por “gavage” (via intragastrica), 1
mL de homogeneizado de mucosa intestinal

pela mesma via, 1 mL de SPG (Figura
2.2B).
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B

Figura 2.2 — Inoculacdo experimental com agulhégdeage” em hamsters. (A) Inoculacéo de
homogeneizado de mucosa de suinos contdndotracellularis (Grupo Infectado). (B)

Inoculacéo de solucdo SPG (Grupo Controle).

2.4 AVALIACAO DA ABSORCAO
INTESTINAL

A presenca de saculacdes na porcéo lateralileocecal

da cavidade oral de hamsters (“check
pouch”) tem como fungdo armazenar e
transportar alimentos. Desta forma, com
objetivo de evitar interferéncias na avaliacdo
da absorcdo intestinal e complicacbes
cirdrgicas, 0 jejum pré-operatério dos
animais foi de aproximadamente 36 horas. O
protocolo cirdrgico utilizado foi adaptado de
experimentos de fisiologia da absorgéo
intestinal em ratos Wista(Borges et al.,
1998; Borges et al., 2003; Machado et al.,
2005).

No dia 26 ap6s a inoculacdo, os hamsters
foram anestesiados com xilazina (10 mg/Kg)
e guetamina (200mg/Kg) adicionadas a
mesma seringa, por via intraperitoneal
(Clifford, 1984). O procedimento cirdrgico

consistiu na exposi¢céao do intestino delgado,
por laparotomia  xifo-pubica, @ com

preservacdo dos nervos e vasos.
canulas foram introduzidas no intestino e
fixadas por ligaduras, sendo a primeira

imediatamente caudal a flexura duodeno-
jejunal, e a segunda cranial a valvula
(Figura 2.3A). Em seguida
realizou-se sutura da parede abdominal com
fio de algoddo para evitar desidratacdo do
tecido. As canulas permaneceram
exteriorizadas nas extremidades da sutura
para infusdo e drenagem de fluido. As
cirurgias foram realizadas no Laboratorio de
Fisiologia da Nutricdo no Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG.

A solucéo Tyrode (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 1,36mM Cad}, 0,49 mM MgC}, 11,9
mM NaHCQ e 5mM D-glicose), a 37°C, pH
8, foi infundida, a partir do jejuno, na
velocidade de 0,25 mL/min., por 20
minutos, para equilibrio do ambiente
intestinal (Figura 2.3B)Apés esse periodo,
os animais foram submetidos & infuséo de
solucdo Tyrode 2 com o dobro da
concentracdo de glicose, cloro, sodio e
potassio. Amostras do liquido foram

Duas coletadas a partir da canula aboral aos 10,

20, 30 e 40 minutos em tubos de ensaio
refrigerados.
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Figura 2.3 — Procedimento cirargico para avaliacio absorcdo intestinal em hamsters
experimentalmente infectados camintracellularis (A) Canulas fixadas por ligadura caudal a
flexura duodeno-jejunal e cranial a valvula ile@e(B) Infusao intestinal da solu¢éo Tyrode a
velocidade de 0,25 mL/min.

2.5 ANALISES BIOQUIMICAS amostras foram diluidas na proporcédo 1:4.
Resumidamente, adicionou-se em tubos de
Os indices de absorcdo intestinal foram €nsaio 10 pL das amostras diluidas, 3,5 mL

obtidos pela diferenca entre a quantidade, do reagente e 100 L do ativador da reagao.
infundida e drenada por minuto, em cada EM seguida, realizou-se a leitura,
tomada de tempo (10, 20, 30 e 40 minutos). considerando os valores em mMol/L, e
Todas as avaliagdes bioguimicas foram multiplicou-se o resultado por 4, fator de
conduzidas em duplicatas sendo considerada dilui¢ao.
a meédia entre as duas leituras.

As concentragfes de ions sodio (Na
A concentracdo de glicose foi determinada Potassio (K) foram determinadas por
por método de reagdo enzimatica baseado nafotometria de chama. A leitura foi realizada
utilizag&o da glicose oxidase (Glicose GOD- @ partir da diluicdo de 10 uL de cada
ANA, Labtest®), a partir de curva padrdo amostra em 3,0 mL de agua deionizada,
(Lott e Turner, 1975). Para realizacio do Utilizando fotometro de chama, CELM® FC
teste, 10 pL de cada amostra foi adicionada 280. Os valores de ambos foram expressos
em tubo de ensaio juntamente com 1 mL do ©m mMol/L.

reagente. Ap6és homogeneizagdo, a solugéo

foi incubada em banho-maria a 37°C durante 2.6 AVALIACOES ANATOMO-HISTO-
15 minutos. Posteriormente, realizou-se a PATOLOGICA E IMUNOISTOQUIMICA

quantificacdo da absorbancia das amostras o _ o

por espectrofotometria e os resultados foram A0 término do procedimento cirdrgico,

expressos em mg/dL (Borges et al., 2003).  realizou-se eutanasia dos animais, por sobre
dose dos farmacos utilizados para anestesia.

Também por espectrofotometria mensurou- A necropsia,  avaliaram-se

se a concentrag&o de fons cloreto (Cl-), neste macroscopicamente os intestinos delgados e

caso, a partir de kit comercial, Cloreto Qrosso quanto a presenca de alteragGes

colorimétrico (Bioclin® KO050). Com o  Patologicas compativeis com enteropatia

objetivo de permitir a correta quantificagio Proliferativa.

da absorbancia pelo espectrofotdmetro, as
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Toda a porcéo intestinal presente entre as 2.7 AVALIACOES HISTOMORFOME-
canulas foi coletada, fixada em formol TRICAS

tamponado a 10%, processada pela técnica

de rotina com inclusdo em parafina e corada Os cortes histologicos, corados em HE,
pela técnica histologica de HE (Luna, 1968). foram também utilizados para as avaliagbes
As mesmos fragmentos foram submetidos a histomorfométricas. A partir da selecao de
técnica de IHQ com anticorpo policlonal vilosidades integras (por¢Ges basais, mediais
especifico antl-. intracellularis (Guedes e e apicais aparentes e continuas) utilizou-se
Gebhart, 2003c) na diluigdo de 1:30.000, régua graduada em micrbmetros para
pelo método da streptavidina-biotina mensuracfes. Posteriormente, o calculo real
marcada com peroxidase (Dako, foi obtido considerando o fator de correcéo
Corporation, LSAB+, cat. KO690) e solugdo do microscopio utilizado. A contagem foi
de cromégeno AEC (3-amino-9-etil- realizada a partir da porcao terminal do ileo
carbazol). A marcacdo pela IHQ foi no sentido cranial.

graduada em escala de zero a quatro, sendo

grau zero, nenhuma marcagdo anti- Os parametros foram mensurados na lente
intracellularis; grau um, até 25% da mucosa objetiva de 20 vezes através da contagem de
intestinal com marcacdo; grau dois, 25 a 30 vilosidades e criptas por animal com
50% da mucosa marcada; grau trés, 50 a obtencdo das médias e desvios padrdes.
75% da mucosa marcada; e grau quatro, Neste contexto, as variaveis mensuradas
acima de 75% da mucosa com marcacao foram altura das vilosidades e profundidade
antigénica (Guedes, 2002; Franga, 2007). As das criptas (Gurmini et al., 2005) (Figura
avaliagcbes macro e microscopicas foram 2.4). Os valores medidos permitiram o
realizadas por um Unico observador. calculo da relacao vilosidade/cripta.
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Figura 2.4 — Intestino delgado de syrian hamstAsaliacdo histomorfométrica: altura de
vilosidade — linha reta do centro da porcédo basélcaapice da vilosidade (linha azul) e
profundidade de cripta — linha reta da lamina peddo epitélio mais profundo da cripta até a
juncéo vilosidade/cripta (linha vermelha). AumeR@®x.
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi em parcelas
subdivididas onde cada um dos trés periodos
em que o experimento foi realizado
representou um bloco. Cada grupo (inoculado
e controle) foi identificado como uma parcela
e os tempos avaliados caracterizaram as sub-
parcelas. Na comparacdo das médias utilizou-
se 0 Teste t student e Mann Whitney, para
variaveis com distribuicdo paramétrica
(indices de absorcdo intestinal) e néo
paramétrica (imunoistoquimica e
histomorfometria), respectivamente. Ainda,
correlagBes estatisticas foram determinadas
pelo coeficiente de Pearson e de Spearmann,
para variaveis com distribuicdo paramétrica e
nao paramétrica, respectivamente.

Na analise estatistica, foram realizadas
comparacfes entre: animais positivos por
IHQ (grupo infectado); animais positivos

com diferentes intensidades de marcacéao por

IHQ (grupo Lawsonia +1 e +2) e animais
controle.

3. RESULTADOS
3.1 INFECCAO EXPERIMENTAL

Os animais foram desafiados em média com
aproximadamente 7,5 x 16rganismos dé.
intracellularis. Os hamsters que receberam
homogeneizados de mucosa apresentaram-se
menos dbceis durante as pesagens a partir do
9° dia pés-infeccdo. Nao foram observadas,
em nenhum dos dois grupos, outras
alteracdes clinicas relevantes. O peso médio
dos animais infectados foi numericamente
inferior aos animais do grupo controle nas
trés pesagens realizadas ap6s a inoculacao,
com tendéncia a significancia estatistica
(p<0,06) aos 9 dias pos-inoculagédo (Tabela
3.1).

Tabela 3.1 — Peso médio, em gramas (médiesvio padrdo), dos grupos controle e infectado
durante a reproducédo experimental da EP em hamsters

Grupos Peso dia -1 Peso dia 9 Peso dia 18 Peg6 dia
Controle (n=30) 34,1115 60,4 +11,2 71,2 +10,7 73,4 +10,6

Lawsonia (n=30) 34,2 11,6 55,6 +7,3 68,7 +7,0 70,1 +9,2

A necropsia, trés animais do grupo inoculado outros dois hamsters com alteracdes
apresentaram lesGes compativeis com Mmacroscopicas apresentaram lesGes

enteropatia proliferativa. Em um deles, as
lesbes estavam distribuidas difusamente por
todo intestino delgado (Figura 3.1A). Os

focalmente extensas no terco final do

intestino delgado (Figura 3.1B). Nao foram

observadas alteracdes macroscopicas,
histolégicas ou marcacdo por IHQ nos

animais do grupo controle.
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Figura 3.1 — Intestino delgado de hamsters infestadom L. intracellularis (A)
Espessamento difuso da parede do intestino delg@joEspessamento da parede
intestinal na regido do ileo (seta).

Histologicamente, 21 (70%) animais com espessamento difuso da mucosa
inoculados com homogeneizado de mucosa intestinal, observado a necropsia, as lesdes
apresentaram hiperplasia multifocal de histologicas proliferativas foram
enterdcitos das criptas intestinais associadas 4acompanhadas de hiperplasia do tecido
reducdo no namero de células caliciformes linféide associado ao intestino, infiltragéo
com ampla variagéo na intensidade das les6esinflamatoéria linfo-histiocitaria e neutrofilica
entre os animais. A hiperplasia caracterizava- na lamina propria e submucosa, raras células
se pela presenca de vilosidades longas e multinucleadas e macrofagos com
tortuosas revestidas por epitélio de aspecto caracteristicas epitelidides (Figura 3.3). Em
pseudo-estratificado (Figura 3.2). As lesdes nove hamsters (30%) ndo foram observadas
discretas eram representadas por hiperplasialesdes histologicas indicativas de enteropatia
de enterécitos das criptas e consequente proliferativa. Trés destes animais (10%) nao
dilatagdo multifocal das mesmas. No animal ~ apresentaram marcagao contra antigelnos
intracellularisa IHQ.



Figura 3.2 — Intestino delgado de syrian hamstérd{ds pos-inoculagéo). (A) Animal inoculado
com SPG (grupo controle). Aumento 100x. (B) Aninmabculado com homogeneizado de
mucosa intestinal contendo. intracellularis (grupo infectado) apresentando hiperplasia de
células das criptas e alongamento das vilosid#desento 100x.
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Figura 3.3 — Intestino delgado de syrian hamstepegmentalmente infectado com
homogeneizado de mucosa intestinal de suinos amtken intracellularis (26 dias pos-

inoculacéo). (A) Proliferacdo das criptas intessindliperplasia do tecido linféide associado ao
intestino. Aumento 40x. (B) Submucosa apresentarfdtvacéo inflamatoria linfo-histiocitaria e

neutrofilica. Aumento 400x. (C) Cripta hiperplasicaracterizada pela reducdo no nimero de
células caliciformes e elevado indice mit6tico. Aumo 400x.
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A intensidade da infeccdo foi avaliada por hamsters inoculados com homogeneizado
IHQ por meio da presenga e quantidade de houve marcagédo positiva na IHQ (Tabela
antigeno del. intracellularis em cortes 3.2), confirmando a reproducéo experimental
histolégicos da por¢cdo do intestino delgado da EP.

submetida & avaliagdo da absorcéo intestinal.

Todos os animais do grupo controle foram

negativos a IHQ. Em 90% (27/30) dos

Tabela 3.2 — Intensidade da infec¢do pointracellularis, baseado na marcacéo por IHQ, em
fragmentos de intestino delgado de syrian hamstersillados com homogeneizado de mucosa
de suinos.

Grupo Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau4  Totaloditipos
Controle (n=30) 30 0 0 0 0 0
Lawsonia (n=30) 3 10 13 2 1 27

Grau 0 — nenhuma marcacao dntintracellularis Grau 1 — até 25% da mucosa intestinal e lamiapria
marcadas; Grau 2 — 25 a 50% da mucosa e laminaigndyarcadas; Grau 3 — 50 a 75% da mucosa e
l[Amina prépria marcadas; Grau 4 — acima de 75%uwd@®sa e lamina propria marcadas.

Houve amp|a Variagéo na intensidade de plasia do tecido linféide associado a intensa
marcagdo entre os animais infectados, no Proliferacdo das criptas intestinais na

entanto, observou-se predominio do grau avaliacdo histolégica, também apresentava
dois, representado por marcagdes multifocais Mais de 75% da mucosa infectada (marcagao
em células das criptas intestinais e 9drau4). Os dois hamsters com marcacao grau
macréfagos da lamina prépria (Figura 3.4). O trés  também  demonstraram  lesGes

animal que apresentou espessamento daCcompativeis com enteropatia proliferativa a

parede intestinal difuso & necropsia e hiper- ~ hecropsia ao exame histopatoldgico.



Figura 3.4 — Intestino delgado de syrian hamsteqseramentalmente infectados coin
intracellularis corado pela técnica de IHQ utilizando anticorpdicamal (diluicdo 1:30.000).
Diferentes graus de marcacao: (A) Grau um, até @a%mucosa infectada pela bactéria (200x);
(B) Grau dois, 25 a 50% da mucosa infectada (10();Grau trés, 50 a 75% da mucosa
infectada (100x) e (d) Grau quatro, acima de 75%deosa infectada (40x).

3.2 ABSORCAO INTESTINAL inoculados com homogeneizado e 25
controles.
Durante os procedimentos cirdrgicos cinco
animais do grupo controle e dois do grupo Os trés hamsters inoculados corh.
inoculado vieram a o6bito. Um desses intracellularis e negativos na IHQ n&do foram
hamsters infectados foi o mesmo que incluidos na analise estatistica que comparou
apresentou lesdes macro e microscopicas @ absorcdo intestinal entre os grupos. Desta
mais graves e maior intensidade de marcacdo forma, a avaliacdo dos resultados foi
por IHQ. No outro animal do grupo realizada a partir das diferencas entre a
infectado, foram  observadas lesGes Quantidade de glicose, sodio, potassio e
histolégicas multifocais discretas e marcacéo cloreto infundidas e coletadas por minuto em
IHQ grau um. Portanto, o procedimento de quatro tempos (10, 20, 30 e 40 minutos).
infusao intestinal foi realizado em 28 animais Neste contexto os resultados obtidos

37



indicavam a absorcdo intestinal de cada
animal nos diferentes tempos avaliados.
Desta forma, as médias do grupo inoculado
com homogeneizado e positivo por IHQ

(Grupo Lawsonia+/n=25) foram comparadas
com as do grupo inoculado com solucdo SPG
(Grupo Controle/n=25).

A diferenca entre a quantidade de glicose, em
miligramas por minuto (mg/min.), infundida

0,250 ~

e coletada na porcdo aboral do ileo esta
representada na Figura 3.5. A curva do
grafico foi similar entre os grupos, no

entanto, os valores médios observados no
grupo Lawsoniat+ foi significativamente

inferior ao do grupo controle aos 40 minutos
(p<0,05), indicando menor absor¢ao

intestinal de glicose.

*
0,200 -
<
£ 0150-
? ' —e— Controle (n=25)
Py —a— Lawsonia+ (n=25)
% 0,100 -
Q
[©)
< 0,050 -
0,000
10 20 30 40

Tempo (minutos)

Figura 3.5 — Diferenca (média erro padrdo) entre a quantidade de glicose (mg)npouto
infundida e coletada no intestino delgado de hamst®perimentalmente infectados cam
intracellularis (Grupo Lawsonia+) e inoculados com solucdo SPGuGrControle) em
diferentes tempos. Diferenca estatistica entregsog: * p<0,05.

As médias do grupo controle foram

hamsters grau 1+ (p<0,05). Por outro lado,

comparadas com diferentes categorias de nas avaliagbes de absorcao intestinal para

marcacdo por IHQ. Nao houve diferenca

sbdio, potassio e cloreto ndo houve diferenca

estatistica entre os animais com marcacao estatistica na comparagéo das médias entre 0os

grau 1+ (n=10) e o grupo controle (n= 25).
Entretanto, a quantidade de glicose foi
estatisticamente menor nos  hamsters
infectados com marcagdo grau 2+ (n=13)
comparado ao grupo controle a partir dos 20
minutos (Figura 3.6). Aos 30 minutos, esse
indice também foi menor nos animais com
marcacao grau 2+ quando comparado aos

grupos com marcacdo grau 1+ e 2+. Ainda,

os indices para absorcdo de glicose, sédio e
potdssio do grupo com marcacdo por IHQ

grau 3+ foi numericamente menor que todos
0s tempos avaliados (dados ndo mostrados),
contudo, a reduzida amostragem dessa
categoria (n=2) ndo permitiu a avaliacdo

estatistica.
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Considerando as coletas realizadas aos 30 ede marcacdo por IHQ. Neste contexto, os
40 minutos, o grupo inoculado apresentou menores indices de absor¢do de glicose
correlacdo negativa, (p<0,03 e p<0,04), entre correspondiam aos animais com maior
a quantidade de glicose coletada por minuto e intensidade de marcacdo IHQ e, por
a graduacdo estabelecida para a intensidadeconsequéncia, mais gravemente infectados.

0,250 -
* * *
0,200 -
= #
£ 0,150 -
2 —e— Controle
P —=— Lawsonia +1 (n=10)
2 0,100 -
%—) —a— Lawsonia +2 (n=13)
< 0,050 -
0,000
10 20 30 40

Tempo (minutos)

Figura 3.6 — Diferenca (média erro padrédo) entre a quantidade de glicose (mg)npouto
infundida e coletada no intestino delgado de hasmst&perimentalmente infectados cam
intracellularis (Grupo Lawsonia+), de acordo com a intensidademdecacdo por IHQ, e
inoculados com solugcdo SPG (Grupo Controle) enratites tempos. Diferencas estatisticas
entre o grupo de animais com marcagao por IHQ &fae o grupo controle: * p<0,05. Diferencga
estatistica entre 0s grupos com marcacgao grawkt+#p<0,05.

Na a avaliacdo da absorgao intestinal do fon € 0S animais com intensidades de marcacao
Na’, embora tenha ocorrido tendéncia a 9rau 1+ e 2+. A curva de absorg&o do grupo
significancia estatistica aos 40 minutos controle mostrou relativa similaridade com a

(p<0,06), ndo houve diferenga significativa Ccurva de glicose. Por outro lado, os animais
gquando comparado o grupo controle, os infectados apresentaram constante queda na

animais positivos por IHQ (grupo infectado) ~ concentragdo de Nadurante os tempos
avaliados, indicando reducdo continua da

absorc¢do intestinal (Figura 3.7).
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Figura 3.7 — Diferenca (médiaetro padrdo) entre a quantidade de ions sodio (jrpdo minuto
infundida e coletada no intestino delgado de hamst®perimentalmente infectados cam
intracellularis (Grupo Lawsonia+) e inoculados com solugdo SPGuGrControle) em
diferentes tempos.

menor diferenca entre a quantidade de
A diferenca entre a absorcao intestinal média potéssio infundida e coletada aos 40 minutos
de K foi estatisticamente menor no grupo (p<0,05), enquanto no grupo com marcacao
infectado aos 30 e 40 minutos em relacdo ao grau 2+ observou-se diferenca estatistica a
grupo controle (Figura 3.8). Os animais com partir dos 20 minutos (p<0,05) quando
marcacado por IHQ grau 1+ apresentaram comparados ao controle (Figura 3.9).
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Figura 3.8 — Diferenca (média erro padrdo) entre a quantidade de ions potassiutol) por
minuto infundida e coletada no intestino delgaddamsters experimentalmente infectados com

L. intracellularis (Grupo Lawsonia+) e inoculados com solugdo SPQi@rControle) em
diferentes tempos. Diferencas estatisticas entgeupmos: * p<0,05.
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Figura 3.9 — Diferenca (média erro padréo) entre a quantidade de ions potéassuol) por
minuto infundida e coletada no intestino delgaddamsters experimentalmente infectados com
L. intracellularis (Grupo Lawsonia+), de acordo com a intensidadendecacdo por IHQ, e
inoculados com solugdo SPG (Grupo Controle) enratifes tempos. Diferengas estatisticas
entre os grupos: * p<0,05.
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A diferenca entre a quantidade de cloreto
infundida e drenada foi significativamente
menor no grupo infectado aos 20 minutos de
avaliacdo (Figura 3.10). Essa diferenca
aumentou significativamente dos 30 para os
40 minutos em ambos os grupos (p<0,05).

Na avaliagdo da absorcdo intestinal de
cloreto, a comparacdo entre 0s animais
controle e as diferentes categorias de
intensidade de marcacdo por IHQ revelou
diferenca estatistica no grupo com marcacgéao

grau 1+ aos 20 e 30 minutos. Os animais com
marcagdo grau 2+ apresentaram menor

25,0
20,0 -
15,0 ~
10,0 A

5,0

A Cloreto (mMol/min)

quantidade de cloreto (p<0,05) aos 20 e 40
minutos (Figura 3.11). No grupo com
marcacdo por IHQ grau 1+ ocorreu aumento
significativo entre os 30 e 40 minutos
(p<0,05).

Nas avaliagbes da absorcdo intestinal de
glicose, sodio e potassio, ndo foram

observadas diferencas estatisticas quando
comparadas as meédias entre os diferentes
tempos (10, 20, 30 e 40 minutos). Portanto,

nessas avaliacbes ndo houve aumento ou
reducdo significativa nos indices de absorgéo
durante os tempos avaliados.

—e— Controle (n=25)

—a— Lawsonia (n=25)

0,0

20 30

Tempo (minutos)

40

Figura 3.10 — Diferenca (médiaefro padrdo) entre a quantidade de ions cloredo{inpor
minuto infundida e coletada no intestino delgaddamsters experimentalmente infectados com
L. intracellularis (Grupo Lawsonia+) e inoculados com solucdo SPQug&rControle) em
diferentes tempos. Diferenca estatistica entregsog: * p<0,05.
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Figura 3.11 — Diferenca (médiaefro padrdo) entre a quantidade de ions cloreMofjnpor
minuto infundida e coletada no intestino delgaddamsters experimentalmente infectados com
L. intracellularis com intensidade de marcagdo por IHQ grau 1+ (Grupwsonia+l) e
inoculados com solugdo SPG (Grupo Controle) enratifes tempos. Diferengas estatisticas
entre os grupos: * p<0,05.

3.3 HISTOMORFOMETRIA animal com marcagao grau quatro apresentou
aproximadamente vilosidades quatro vezes
Em um animal do grupo controle ndo houve mais altas que a média dos animais do grupo
preservacdo da arquitetura tecidual das controle. Ainda, as criptas desse animal
criptas e vilosidades impedindo a avaliagdo mostraram-se aproximadamente duas vezes
histomorfométrica. Os trés hamsters mais profundas comparadas a média dos
inoculados com homogeneizado e negativos hamsters controle. Semelhante as outras
por IHQ foram avaliados, mas ndo foram avaliacbes, as médias dos animais com
considerados na analise estatistica para marcacdo grau trés (n=2) nao foram
comparacdo das médias. Desta forma, os consideradas na avaliagéo estatistica.
resultados compreenderam 29 hamsters
controles e 27 infectados. Marcacbes por IHQ foram observadas nas
criptas intestinais e em células presentes no
Nao foram observadas diferencas estatisticasterco médio e no &pice das vilosidades.
na comparacdo do grupo controle (n=25) e Contudo, no grupo infectado (n=25) houve
infectado (n=25) para altura de vilosidades, correlacdo positiva (p<0,02) entre a
profundidade de criptas e relagdo intensidade de marcacdo por IHQ e a
vilosidade/cripta. Ainda, também nao foram profundidade das criptas. Desta forma,
identificadas diferencas nas comparacbes quanto maior a intensidade da infeccéo
entre as meédias de intensidade de marcagdo(avaliada pela intensidade de marcagédo por
por IHQ e o grupo controle (Figura 3.12). O IHQ) mais profunda séo as criptas intestinais
dos animais infectados.
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Figura 3.12 — Altura das vilosidades e profundiddde criptas em micrémetros (médiaerro
padréo) de hamsters inoculados com SPG (grupoatent infectados experimentalmente com
homogeneizado de mucosa conteihdantracellularis de acordo com intensidade de marcagéo

por IHQ.

4. DISCUSSAO e eletrdlitos em animais natural ou
experimentalmente infectados.
As alteragbes anatomo-histopatologicas
presentes nos animais infectados com O reduzido desempenho de suinos a campo

homogeneizado de mucosa intestinal foram afetados com a forma crénica ou subclinica
Compaﬁveis com EP. Posteriormente, a da EP foi também observado em infecgﬁes
identificacdo do antigeno especifico Ha experimentais em suinos e hamsters
intracellularis na porcao apical de enterécitos (Jacobson et al., 2003; Yhe, 2004; Franca,
das criptas intestinais confirmou a infecgdo 2007). Neste contexto, o menor ganho de
induzida pe|a inocu|aga0 experimentaL A Peso dos animais infectados observado neste
grande similaridade no desenvolvimento das €xperimento, com tendéncia estatistica aos
lesbes em hamsters e suinos permitiram a Nove dias pés-inoculacdo, corrobora com a
utilizagdo desse modelo experimental para literatura (Yhe, 2004). Essa queda no
estudos ultra-estruturais na investigagdo de desempenho associa-se a infeccao das células
mecanismos envolvidos na interacdo da das criptas intestinais observadas a partir do
bactéria com o epitélio intestinal (Frisk e quinto dia pos-inoculagdo com posterior
Wagner, 1977; McOrist e Lawson, 1987; substituicdo gradual da mucosa por células
McOrist et al., 1989; Jasni et al., 1994). pouco  diferenciadas apresentando
Contudo, até o momento ndo havia sido Microvilosidades curtas e irregulares
demonstrado ou caracterizado possiveis (Johnson e Jacoby, 1978). A elevada
disturbios na absorc&o intestinal de nutrientes Presenca de enterdcitos imaturos no epitélio



intestinal  poderia  comprometer sua 1987; Yhe, 2004; Yhe et al., 2006). Contudo,
capacidade de absorcdo ou intensificar a neste experimento foi possivel reproduzir
secrecdo intestinal de Qor meio de canais  lesdes compativeis com enterite
ibnicos presentes a membrana apical de concomitante a hiperplasia do tecido linféide
células das criptas. associado ao intestino (GALT), a partir de
homogeneizado de mucosa extraida de suinos
Na literatura consultada, ndo foram com EP. Até o momento, tais lesdes haviam
encontrados relatos de manifestacdo clinica sjdo descritas somente em infeccées naturais
tipica da EP, caracterizada por quadros de oy experimentais com homogeneizado de

diarréia, em hamsters experimentalmente mucosa de hamsters com EP (Jacoby et al.,
infectados com homogeneizado de mucosa de 1975; Amend et al., 1976; Jacoby, 1978).

suinos ou cultura pura de intracellularis

isolada  de  suinos.  Agressividade, Os animais infectados com intensidade de
canibalismo, diarréia profusa e desidratacd0 marcacdo, por IHQ, grau 1+ (n=11)
foram observadas apenas em animais gpresentaram somente hiperplasia de criptas
infectados com homogeneizados ou filtrados multifocal, com reducdo na altura das
de mucosa intestinal extraidos de hamsters yjlosidades. Jacoby (1978) observou maior
afetados com a doenca (Jacoby et al., 1975; hamero de células presentes nas vilosidades
Jacoby et al., 1978). Em suinos, a reproducao de hamsters experimentalmente infectados, a
da doenca clinica tem sido relatada com partir do 15° dia pds-infeccdo. Nesses

homogeneizado e cultura pura (Winkelman et animais, o autor relatou alongamento de

al., 2002; Guedes e Gebhart, 2003a). No yjlosidade e presenca de criptas mais

presente trabalho, a preparagéo do inoculo a profundas, no entanto, o referido trabalho néo
partir de homogeneizado ou cultura pura mensurou altura ou profundidade dessas
extraida de hamsters com EP poderia ter estruturas. Embora ndo tenha sido observada
elevado a intensidade de infeccdo e promover diferenca estatistica na comparacdo das
a manifestagéo clinica da doenca. Entretanto, meédias de profundidade de criptas neste
intestinos de hamsters com lesdes tipicas de experimento. O presente trabalho demonstrou
PE nao estavam disponiveis para este estudo.que quanto maior a intensidade da infeccéo
Esta tedrica especificidade de amostrat.de (avaliada pela intensidade de marcacdo por

intracellularis podera, num futuro proximo,  |HQ), mais profundas s&o as criptas
ser estudada correlacionando diferentes jntestinais dos animais infectados.

apresentacfes clinicas e patoldégicas em

diferentes espécies animais a partir de A digestdo e absorcdo de carboidratos
infecgcBes cruzadas, associada a técnicas compreendem basicamente duas fases:
moleculares para determinacao de diferencas juminal e epitelial. Na primeira, @amilase,
genotipicas dal. intracellularis Neste promove clivagens em sitios de ligacdes
Sentido, a PCR associada a identifica@éo de especiﬁcas presentes em carboidratos
VNTR presentes no genoma da bactéria tem complexos (Traber, 1995). Embora n&o haja
se mostrado uma ferramenta promissora na estudos que avaliem a atividade dessa enzima
compreensao da epidemiologia molecular da nas infecgdes por L. intracellularis,
EP (Beckler et al., 2005). provavelmente, nos casos de EP ndo ha
_ _ _ alteracOes nesta fase da digestéo, visto que a
As alteracdes macro e microscopicas tipicas referida enzima é produzida na glandula
da EP foram descritas por outros parétida e no pancreas. Desta forma, parece
pesquisadores que utilizaram cultura pura, gue a menor absorcdo de glicose dos animais
homogeneizado ou filtrado de mucosa de jnfectados, observada neste experimento néo

suinos para reproducdo experimental da esteja relacionada & reduzida atividaderda
doengca em hamsters (McOrist e Lawson, gmilase.
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Por outro lado, a fase epitelial depende osmose, para o lUmen intestinal pode ser um
estritamente da funcionalidade da mucosa fator importante na fisiopatologia da diarréia
intestinal. Dissacaridases, enzimas ancoradas presente na EP. A menor absor¢éo de glicose
na superficie apical de enterécitos maduros, em hamsters com marcacédo por IHQ grau 2+
realizam a ultima etapa do processo digestivo comparado aos animais com marcag¢ao grau
de carboidratos por meio da clivagem de 1+ foi observada aos 30 minutos. Este fato
dissacarideos em monossacarideos (Hoffman demonstra a influéncia da intensidade da
e Chang, 1991). O elevado numero de células infeccdo na absorcgéo intestinal de glicose e o
das criptas presentes no revestimento epitelial possivel envolvimento do SGLT1 e das
do intestino dos animais infectados associada dissacaridases da patogénese desse processo.
a reduzida expressdo dessas enzimas ha

superficie de células das criptas
(Chandrasena et al., 1992) pode ter
contribuido para significativa reducdo na
absorcdo de glicose nos animais com
intensidade de marcacdo por IHQ grau 2+.
Apesar de ndo avaliarmos a absorcdo de
peptideos e aminoacidos, € possivel que
também haja comprometimento na digestéo e
absorcdo de proteinas, visto a reduzida

Por outro lado, ndo houve diferenca
estatistica na comparacdo entre os hamsters
com marcacao grau 1+ e 2+ para a absorcdo
de Nd. A queda continua na absorcdo
intestinal desse ion, apresentada pelos
animais infectados, difere do padrédo de curva
observado na absorcédo de glicose. Falhas na
expressdo do SGLT1 também comprometem
a absorcdo de Na(Wright et al., 2003).

expressao de peptidases nas células dasContudo, 0 mecanismo mais importante de

criptas (Buddington, 1992).

absorcao intestinal de Nacorre por meio de

trocas ionicas com ions "Healizadas por
Os acucares simples sdo absorvidos atravéstransportadores NHE (transportador ibnico de
da mucosa intestinal especificamente por trés sédio/H+ - NHE2 e NHE3) (Zachos et al.,
mecanismos:  transporte  passivo; co- 2005). O acionamento desse mecanismo
transportador N#glicose (SGLT1) e difusdo  ocorre simultaneamente a ativacdo de
facilitada (especifica para a absorcdo de transportadores GHCO;, 0s quais permitem
frutose) (Traber, 1992). O transporte passivo a transferéncia de ions ‘Cpara o meio
de glicose ocorre pela dilatacdo das juncdes intracelular em troca de HGOpara o limen
intercelulares dependente da ativacdo do intestinal. Portanto, como resultado desse
SGLT1 (Madara e Pappenheimer, 1987). processo dinAmico ocorre absorgdo dé &la
Neste contexto, o transporte de glicose CI associada a secrecdo dé B HCQ
acoplado ao Napelo SGLT1 representa o (Kaunitz et al., 1995).
principal mecanismo de absorcdo desse
nutriente (Drozdowski e Thomson, 2006). O Até o momento, ainda existem controvérsias
SGLT1 é expresso na membrana apical de com relacéo a localizacdo dos transportadores
enterdcitos maduros presentes no apice dasNHE2 e NHE3 presentes na superficie apical
vilosidades de coelhos e ratos (Hwang et al., dos enterdcitos. Hoogerwerf et al. (1996)
1991; Yoshida et al., 1995). Apesar da demonstrou a presenca de ambos por todo
auséncia de estudos sobre a localizacdo eintestino delgado a partir do &pice das
funcdo do SGLT1 em hamsters, é possivel vilosidades até o ter¢co superior das criptas
gue a menor absorcdo intestinal de glicose em humanos e coelhos. Outros pesquisadores
nos animais infectados ocorra pela reduzida observaram a presenca do NHE2 em
expressdo ou auséncia de SGLT1 e semelhantes proporcdes nas vilosidades e nas
dissacaridases na membrana apical de criptas e NH3 apenas no terco apical das
enterdcitos infectados. Portanto, a presenca vilosidades em humanos e ratos (Dudeja et.
de nutrientes ndo absorvidos no intestino e al., 1996; Musch et al., 2002). Em cdaes, o
conseqliente direcionamento de &gua, por NHE3 parece ser mais importante para a
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absorcdo de Nagque o NHE2 (Maher et al.,

1997). Nao foram encontrados estudos
referentes a distribuicdo ou atividade
biolégica desses transportadores em

hamsters. A acentuada variagdo com relacdo de

a importdncia do NHE2 e NHE3 nas

Mensageiros intracelulares AMPc (mono
fosfato de adenosina ciclico) e GMPc (mono
fosfato de guanosina ciclico) regulam o
funcionamento do CFTR através da ativacao
proteinas  quinases. A  ativacdo
descontrolada dos canais ibnicos CFTR tem

diferentes espécies impede a avaliacdo da sido descrita nas infeccbes pBscherichia

influéncia de ambos transportadores na
absorcdo intestinal de Naobservada nos
animais experimentalmente infectados.

A curva que representa a absorcédo intestinal
de K do grupo controle e infectado
assemelha-se as curvas de absorcdo de Na
A absorcdo de ions'Kno intestino delgado
ocorre de forma passiva acompanhando as
diferentes variacdes de concentracdes de Na
e glicose no lumen (Field, 2003). A absor¢ao
de K’ por transporte ativo ocorre no célon e
estd condicionada a ativacdo da */Ka
ATPase (bomba de soOdio e potassio)
localizada na membrana apical de enterécitos
dessa regido (Kaunitz et al., 1995).

Como citado anteriormente, a absorcéo de Cl
ocorre através de trocas ibnicas com HCO
(transportadores @HCO;) concomitante a
acao de transportadores NHE. Portanto, nas
infecgcbes entéricas em que h&
comprometimento da atividade biol6gica dos
transportadores NHE certamente existira
falhas na absorcéo intestinal dé Zachos et
al., 2005). Este fato pode ter contribuido para
a reduzida absorcdo de ions @bs animais
infectados.

Knickelbein et al. (1988) demonstraram a
presenca simultdnea dos transportadores
NHE e transportadores ¢1CO;” somente na

membrana apical de enterdcitos maduros
presentes nas vilosidades. Além disso, 0s
processos secretorios do epitélio intestinal
ocorrem predominantemente nas células das
criptas e o Cl é o principal eletrdlito

envolvido (Welsh et al., 1982). A secrecédo
desse ion na membrana apical ocorre pela
abertura de canais idnicos: CaCC (canal de
cloreto dependente de calcio) e CFTR
(regulador transmembrana da fibrose cistica).

coli enterotoxigénica (ETEC) eVibrio
cholerae (em humanos) sendo associada a
producdo de enterotoxinas (Peterson e
Whipp, 1995). A presenca dessas
enterotoxinas no citoplasma dos enterdcitos
eleva a concentracdo intracelular de AMPc
promovendo a ativacdo da PKA e posterior
abertura dos canais idnicos CFTR (Peterson e
Whipp, 1995). Nestes casos, ocorre diarréia
secretdria com acentuada perda de eletrélitos
e morte por desidratacao.

Até o momento, ndo foi demonstrada
producdo de enterotoxinas pelal.
intracellularis. A reduzida absorcdo de Cl
observada nos animais infectados pode ser
atribuida a maior presenca de células das
criptas revestindo o epitélio intestinal e, por
consequéncia, maior presenca de canais
ibnicos de CI Contudo, € possivel que haja
envolvimento de outros mecanismos de
absorcdo intestinal de Clvisto que os
animais com intensidade de marcacdo por
IHQ grau 1+ ndo apresentaram diferenca
estatistica quando comparados aos animais
com marcacdo grau 2+, que teoricamente
teriam maior presenca de células das criptas.

Embora ndo tenha sido possivel esclarecer
mecanismos especificos envolvidos na
absorc¢do intestinal de nutrientes e eletrdlitos,
o presente trabalho demonstrou que, além da
reduzida absorcdo intestinal de glicose, as
infeccdes pol. intracellularis resultam em
significativa perda de eletrélitos (NaK* e

CI"). Desta forma, esses fatores contribuiram
para o reduzido ganho de peso dos hamsters
infectados e, provavelmente, contribuem para
menor desempenho de suinos acometidos
com a forma clinica ou subclinica da EP.
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