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RESUMO

QUINTEIRO-FILHO, W. M. Efeitos do estresse térmico por calor sobre os indices
zootécnicos, a integridade do trato intestinal e a imunidade inata de frangos de corte.
[Effect of heat stress on performance parameters, intestinal morphology and innate immunity
of broiler chickens]. 2008. 138 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Os conceitos de bem-estar animal sdo uma realidade dentro da avicultura mundial. Sabe-se
que aves estressadas apresentam diminui¢do no crescimento € na conversdo alimentar,
desajustes fisiologicos e hormonais, bem como aumento da suscetibilidade a doengas em
decorréncia de modificagdes induzidas pelo estresse na resposta imune. Além disso, eventos
estressantes vém sendo relacionados com disturbios na integridade da microbiota intestinal.
Nesse sentido, buscamos neste trabalho estudar os efeitos do estresse térmico por calor nas
temperaturas de 26+1°C, 31+£1°C e 36+1°C sobre os indices zootécnicos, a integridade
intestinal e a imunidade inata de frangos de corte, correlacionado e discutindo os achados
experimentais dentro de uma perspectiva neuroimune. Nossos resultados mostraram que o
estresse por calor (31£1°C e 36+1°C) em frangos de corte: (1) diminuiu o ganho de peso e o
consumo de ragdo, porém s6 observamos diminuicdo da conversdo alimentar e da mortalidade
nas aves submetidas ao estresse de 36+1°C; (2) diminuiu o peso relativo da bursa de
Fabricius, porém apenas a temperatura de 36+£1°C diminuiu o peso relativo do timo; (3)
diminuiu o burst oxidativo basal de macrofagos, porém apenas a temperatura de 31+£1°C foi
capaz de diminuir o burst oxidativo dessa célula na presenca de S. aureus. (4) aumentou os
niveis séricos de corticosterona; e (5) observamos presenca de discreta enterite caracterizada
por aumento de infiltrado inflamatério linfo-plasmocitario na lamina prdopria do jejuno.
Tomados em seu conjunto, os presentes dados permitem afirmar que o estresse térmico por
calor tenha produzido alteracdes na atividade neuroimune dos frangos de corte modificando,
nos mesmos a atividade do eixo HPA; essas alteragdes teriam influenciado o desempenho

produtivo e a imunidade, propiciado do aparecimento de processos inflamatérios intestinais.

Palavras chaves: Estresse por calor. Neuroimmunomodulacdo. Corticosterona. Macrofagos.

Bem-estar animal.



ABSTRACT

QUINTEIRO-FILHO, W. M. Effects of heat stress on performance parameters, intestinal
morphology and innate immunity in broiler chickens. [Efeitos do estresse térmico por
calor sobre os indices zootécnicos, a integridade do trato intestinal e a imunidade inata de
frangos de corte]. 2008. 138 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2009.

The concept of animal welfare is a reality in the world poultry industry. Stressed chickens
present a decrease in growth performance and feed conversion, physiological and hormonal
changes as well as an increased susceptibility to diseases. Recurrent changes induced by in
stress in human and animals’ immune functions were also reported after stress in poultry.
Besides that, stressed events were reported to be related to intestinal microbiota integrity
disturbances. In this sense, we evaluated the effects of heat stress (26£1°C, 31+1°C and
36+£1°C) on broiler chickens performance parameters, intestinal morphology and innate
immunity, correlating and discussing the observed data under a neuroimmune perspective.
Ours results showed the heat stress (31+£1°C and 36+1°C) in broiler chickens (1) decreased
body weight gain and feed consumption, however feed conversion and mortality decreased
only in chickens submitted to 36+1°C, (2) decreased the bursa of Fabricius relative weight in
31£1°C and 36=x1°C, but thymus relative weight decreased only in the 36+1°C stressed
chickens, (3) decreased macrophage basal oxidative burst, however only the 31+1°C heat
stress decreased S. aureus — induced oxidative burst, (4) increased corticosterona serum
levels, and (5) induced an enteritis characterized by increased presence of lymphocytes and
plasmocytes within the lamina propria of jejunum. These obtained results suggested that heat
stress-induced changes in broiler chickens were a consequence of a neuroimune activity
disturbance, most probably, on animal’s HPA axis activity. Thus, a possible increase in
corticosterona serum levels induced by the heat stress underlay the effects of this stressor on
birds’ performance and immune function, leading to the appearance of intestinal

histophatological signs of inflammation.

Key words: Heat stress. Neuroimmunomodulation. Corticosterone. Macrophages. Animal

welfare
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1 INTRODUCAO

As interagdes bi-direcionais entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema
Imune (SI) vém representando uma rica fonte de pesquisas inter-disciplinares que ganharam
maior “status” apds o efetivo estabelecimento da drea de pesquisa em neuroimunomodulagdo
ou psiconeuroimunologia (BLALOCK, 1989; BESEDOWSKY; DEL REY; 1996; LICINIO;
FROST, 2000; PALERMO-NETO, 2003; GOEHLER; LYTE; GAYKEMA, 2007; ALVES;
PALERMO-NETO, 2007). Sabe-se que células do sistema imune, como os macrofagos,
liberam Interleucina-1f, Interleucina-6 e Fator de Necrose Tumoral-a, que atuando no SNC
provocam alteracdes neuroquimicas € comportamentais como, por exemplo, o comportamento
doentio (JOHNSON, 1998; CONNOR et al., 2003; COHN et al., 2006). Da mesma forma,
sabe-se que alteragdes induzidas na atividade do SNC pelo estresse, bem como por farmacos
que atuam no SNC como, por exemplo, os benzodiazepinicos, a anfetamina e alguns
praguicidas como os piretroides do tipo II, modificam a fun¢do imune (SILVA et al., 2000;
ESKANDARI; STERNBERG., 2002; PALERMO-NETO et al., 2002; RIGHI; PALERMO-
NETO, 2003; RIGHI; PALERMO-NETO, 2005; GLAC et al., 2006; LIGEIRO-OLIVEIRA et
al., 2008).

Nos tultimos anos, a influéncia do estresse sobre a fun¢do neuroimune vem
sendo extensivamente estudada. Ao longo da evolucdo, todas as formas de vida tém
desenvolvido mecanismos para contrapor os efeitos do estresse em suas vidas, uma vez que ¢
notdrio serem esses efeitos danosos para os individuos. De fato, se aceita que animais
expostos a situacdes adversas sofrem com os efeitos do estresse, por elas geradas
desenvolvendo patologias similares aquelas apresentadas pelos seres humanos que
experimentam idénticas situagdes. Essas alteracdes podem levar os animais de produgdo, por

exemplo, a um atraso em seu crescimento, a prejuizos reprodutivos e até mesmo a morte.
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(MOBERG, 1996; MOBERG, 2000). O reconhecimento dos efeitos nocivos do estresse tém
resultado, entre outros, em estudos ligados as areas de ambiéncia e bem-estar animal.

Diversos experimentos conduzidos com animais de laboratorio tém mostrado que o
estresse causa modificagcdes na resposta imune, alterando a atividade de linfécitos Thl e Th2,
diminuindo a atividade de macrofagos e de células NK. Esse fato tem sido explicado pelos
aumentos induzidos pelo estresse nos niveis de ACTH e de corticosterona que inibem a
transcricdo de inumeras citocinas (IWAKABE et al., 1998; KIECOLTGLASER et al., 2001;
PALERMO-NETO, 2003). Podem, também, ser conseqiiéncia de alteragdes, entre outras, na
atividade do Sistema Nervoso Autdbnomo Simpatico, com conseqiiente liberacdo de adrenalina
e noradrenalina (ELENKOV et al., 2000; NANCE; SANDERS, 2007).

Nesse contexto, um tipo particular de estressor ambiental relevante a avicultura € o
estresse térmico. A alta temperatura ambiente pode causar transtornos para a producdo de
frangos como, por exemplo, diminui¢do no crescimento € na conversao alimentar, desajustes
fisiologicos, hormonais (aumento dos niveis séricos de corticosterona e de catecolaminas) e
moleculares, bem como aumento da suscetibilidade as doencas e/ou de mortalidade (FRANCI

et al., 1994; GERAERT et al., 1996; KHAJAVI et al., 2003; MUJAHID et al., 2007).

Deste modo, pelo fato de o Brasil ser um dos maiores produtores de frango de corte do
mundo, requerendo constante busca por novas tecnologias e solugdes para sua producio, e
considerando-se ser o estresse por calor um dos maiores problemas dessa producio,
idealizamos esse estudo para analisar alguns efeitos do estresse por calor em frangos de corte
sobre a atividade do eixo neuroimune de aves; mais especificamente, sobre os indices
zootécnicos, os oOrgdos linfoides, o hemograma, os niveis de séricos corticosterona, a

integridade do trato intestinal e a atividade de macrofagos peritoneais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neuroimunomodulagdo

Evidéncias convergentes dos campos da psicologia, neurobiologia e imunologia vém
demonstrando que o sistema imune ndo ¢ regulado de maneira exclusivamente autonoma, mas
que ¢ influenciado por fatores internos ou externos direcionados pelo sistema nervoso central
(SNC) (MADDEN; FELTEN, 1995). O sistema imune (SI), por sua vez, através de produtos
de secre¢do celular como, por exemplo, de interleucinas e prostaglandinas, modula a atividade
do SNC (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; GOEHLER et al., 2007). Embora de
conhecimento amplo, foi somente nas ultimas duas décadas que se comecou a dar maior
importancia cientifica ao estudo destas interacdes neuroimunes, ja que até entdo prevalecia
uma tendéncia de setorializacdo das abordagens experimentais que se faziam quer no SNC

quer no SI (CONTI, 2000; BESEDOVSKY; DEL REY, 2007).

A neuroimunomodulacdo foi conceituada, inicialmente, como a area de estudo que
avaliava as influéncias exercidas pelo sistema nervoso sobre a resposta imune (REICHLIN,
1993). Atualmente, ela é definida como o estudo das inter-relagdes existentes entre o SNC e o
SI. O termo inter-relagdes foi empregado porque se sabe, hoje, serem estas relacdes

bidirecionais (COHEN; HERBERT, 1996; ALVES; PALERMO-NETO, 2007).

A influéncia da atividade do sistema neuroenddcrino sobre o sistema imune foi
explicada magistralmente por Hans Seyle em um artigo que se tornou um marco na histéria do
estudo do estresse (SEYLE, 1936; REICHE; NUNES; MORIMOTO, 2004). Seyle descreveu
o desenvolvimento de uma sindrome decorrente da exposi¢do de um animal a um conjunto

muito diversificado de estimulos nocivos que incluia exposi¢do ao frio, injuria tecidual,
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excesso de exercicios e intoxicagdes. Recorde-se, que os achados de necroscopia
caracteristicos dessa sindrome incluiam hipertrofia das glandulas adrenais, aparecimento de
ulceras gastricas e, curiosamente para a €poca, atrofia de érgdos linféides como timo, bago e
linfonodos. Como tais achados eram independentes do estimulo empregado, Seyle concluiu
que representavam uma resposta organica a injuria denominando-os coletivamente de
‘sindrome de adaptagdo geral’, posteriormente chamada de estresse. Dessa forma, ele
mostrou, de forma pioneira, a possivel modulagdo do SNC sobre o SI. Mais adiante, Wexler,
Dolgin e Tryczynski (1957) mostraram ocorréncia de uma ativagdo do eixo hipotdlamo
pituitaria adrenal (HPA) apods a administragdo e uma endotoxina bacteriana, constatando uma
possivel modulagdo do SI sobre o SNC.

Dos trabalhos de Seyle (1955), nasceram dois conceitos fundamentais sobre o estresse:
1) a resposta aos estressores tinha carater adaptativo e representava uma tentativa do
organismo de acomodar-se a uma nova situacao e, 2) ela ndo dependia do estimulo, isto &, era
estereotipada (SEYLE, 1955). Como essa sindrome era gerada por estimulos fisicos e
psicoldgicos e como tinha decorréncias comportamentais € enddcrinas, incluindo-se aqui a
influéncia nervosa sobre a atividade de 6rgaos linfoides e sobre células imunes, parece natural
supor que o SNC e o SI interagiriam na preparagdo dos organismos para acomoda-los a
mudancgas impostas pelo estressor. Essa nog¢do se confirmaria, tendo-se como certo, nos dias
atuais, que diversos estimulos provenientes do SNC sdo capazes de modular a resposta imune
inata ou adaptativa. O sistema enddcrino e, muito especialmente, o eixo HPA, ¢ um dos
responsaveis por varios dos elos de ligacdo entre estes dois sistemas (LICINIO; FROST,
2000). Participam ainda dessa resposta, endorfinas, tireotrofinas, prostaglandinas, hormonio
do crescimento e, principalmente o Sistema Nervoso Autonomo Simpatico (SNAS) e

Parassimpatico (SNAP) (ALVES; PALERMO-NETO, 2007).
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Dentro desse enfoque, faz-se necessario uma defini¢do da palavra estresse, uma vez
que a mesma apresenta diversos significados. Por varias vezes essa palavra € colocada para se
referir a uma condigdo que provocou a resposta (estimulo estressor ou simplesmente
estressor), ou para se referir as mudangas na homeostasia do organismo induzidas por uma
condicdo externa (reposta de estresse propriamente dito). E relativamente comum ver o uso da
palavra estresse empregado tanto para se referir ao estimulo estressor como a resposta
induzida pelo estimulo estressor. Assim, para o proposito desta revisdo de literatura um
estressor ¢ qualquer estimulo (psicologico, ambiental, comportamental ou imunoldgico) capaz
de provocar uma resposta fisiologica de estresse, que pode ser mensurada pelo aumento dos
niveis de glicocorticoides (MCEWEN, 2005). As conseqiiéncias desta resposta sdo
geralmente adaptativas a curto prazo (DHABHAR; MCEWEN, 1996, 1997), porém podem
ser prejudiciais quando o estimulo estressor se mantém por um periodo cronico (DHABHAR;
MCEWEN, 1997; MCEWEN, 1998).

Salientando a idéia de uma resposta coordenada do organismo frente a um estimulo
estressor, o modelo classico de estresse animal sugere uma resposta biologica ao estresse a
partir de trés estagios gerais: 1-) reconhecimento do estimulo estressor; 2-) defesa biologica
contra o estimulo estressor; € 3-) conseqiiéncias da resposta ao estressor (MOBERG, 2000). A
resposta ao estressor comeg¢a com a percep¢do pelo SNC de uma ameaca potencial a
homeostase. Uma vez que o SNC “percebe” uma ameaga, o organismo desenvolve uma
resposta bioldgica ou defesa que consiste em uma combinacdo de quatro respostas gerais de
defesas bioldgicas: resposta comportamental, resposta autondmica, resposta neuroenddcrina e

resposta imunologica (MOBERG, 2000).

De fato, o estresse pode estimular uma resposta orgéanica coordenada; porém, Dhabhar
e McEwen em 1997 propdem que a resposta ao estresse € suas repercussoes na fun¢do imune

deva ser olhada num contexto de Stress Spectrum. Assim, uma das regides deste espectro de
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estresse € caracterizada pelo — Eustress, ou seja, condi¢cdes de um estresse agudo, de curta
duragdo ou fisioldgicamente adaptavel, que resulta na manuten¢do fisioldgica das funcdes
imunes. Segundo os autores, uma caracteristica importante do eustress ¢ a rapida resposta
fisiologica de estresse montada na presenca de um estressor, seguida de um rapido
“desligamento” da resposta uma vez retirado o estimulo. Na outra ponta do espectro do
estresse estd caracterizado o Distress, ou seja, condigdes de estresse cronico, repetido, ou que
provoquem exaustdo fisioldgica, que tém como resultante, entre outras condigdes,
imunossupressdo. A caracteristica importante do distress é que a resposta fisioldgica ou pode
persistir por um longo tempo apo6s a retirada do estimulo estressor ou pode ser repetidamente
ativada e resultar em um aumento total e integrado da exposi¢do do organismo aos hormdnios
do estresse. Além disso, 0 modelo do Stress Spectrum também propde que entre a regido do
eustress ¢ do distress existe uma area de Resilience — Resiliéncia, que ¢ definida como a
habilidade que tem os organismos de sobreviver por longo periodo de tempo a condicdes de
adversidade.

Assim, McEwen e seus colaboradores desenvolveram uma nova proposta para o
conceito de estresse, a Alostasia “The concepts of allostasis” (DHABHAR; MCEWEN,
1997). Segundo os autores, esta terminologia permite aceitar as ambigiiidades existentes no
tradicional conceito de estresse. Segundo esse novo conceito, alostasia ¢ definida como um
processo adaptativo criado para manter, ativamente, a estabilidade orgéanica por meio de
sucessivas mudancas (STERLING, 1988; MCEWEN, 2005).

A alostasia é importante tanto nos eventos imprevisiveis, como por exemplo conflitos
pela hierarquia social dentro de um grupo, competicdo por recursos, tempestade e desastres
naturais, como também em eventos previsiveis, como mudangas sazonais que desencadeiam a
migracdo e a hibernagdo. A idéia central € que existe um custo adicional para o organismo se

recuperar caso os mediadores da alostasia (hormdnios adrenais, neurotransmissores, citocinas,
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entre outros) sejam liberados freqlientemente ou sejam administrados de forma ineficiente,
sendo este custo designado de “carga alostatica” (MCEWEN, 2000, 2005).

Grande parte da influencia do SNC sobre o SI ¢ exercida pelo eixo hipotdlamo-
pituitaria-adrenal (HPA). O hipotdlamo apresenta diversas conexdes neurais como o sistema
limbico, que esta envolvido nos processos de adaptacdo e nas respostas neuro-endocrinas e
emocionais ao estresse. O hipotdlamo recebe informagdes da periferia, integra-as com o
ambiente interno, € promove o necessario ajuste de certas fung¢des, como por exemplo, do
funcionamento do Sistema Nervoso Simpatico (SNAS) e das secre¢des hormonais endocrinas,
como de ACTH (ELENKOV et al., 2000)

Sabe-se que os sistemas nervoso e enddcrino atuando em conjunto regulam as fungdes
imunes por meio de mecanismos aditivos ou sinérgicos, € até mesmo antagdnicos. A natureza
dessa interacdo ¢ exemplificada, como ja comentado, pelas habilidades que tém o SNC de
produzir neurotransmissores e neuropeptideos, que modificam a atividade do eixo HHA e do
SNAS e, assim a atividade das células imunes (GANEA, 1996; GARZA; CARR, 1997;
REUL et al., 1998; ESKANDARI; STERNBERG, 2002).

O principal “desencadeador” dos processos imunoregulatdrios regulados pelo eixo
HPA ¢ o Hormoénio Liberador de Corticotropina (CRH). O CRH ¢ secretado pelo nucleo
paraventricular do hipotalamo e estimula a expressdo e liberagdo do ACTH pela porcao
anterior da glandula hipéfise (SCOTT; DINAN, 1998); este hormdnio alcanga as adrenais
através da circulagdo sanguinea, induzindo a expressdo e a liberacdo de glicocorticoides.
Deste modo, o produto final desta cascata ¢ o cortisol em humanos e em hamsters, ¢ a
corticosterona em aves ¢ em outros animais (MASHALY et al., 1998; LAWRENCE; KIM,
2000). Estes glicocorticoides, sabidamente regulam os processos inflamatdrios/imunoldgicos
(MCEWEN et al., 1997). Sabe-se, que os niveis de CRH sdo positivamente regulados, entre

outros, pelos sistemas serotominérgicos, colinérgicos e catecolaminérgicos centrais
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(CALOGERO; GALLUCCI; BERNARDINI, 1988; CALOGERO; BERNARDINI;
MARGIORIS, 1989; CALOGERO; BAGDY; SZEMEREDI, 1990). Assim, uma altera¢do
nos niveis e “turnover” destes neurotransmissores induzida pelo estresse, como por exemplo,
pelo calor ambiental, poderia justificar as alteracdes comportamentais e enddcrinas indicativas
de estresse (GARRIGA et al., 2006; LIN et al., 2006).

Franci et al. (1996) analisaram os efeitos do estresse térmico prolongado e da restri¢ao
alimentar sobre o consumo de alimento, a proliferagdo de linfocitos e a sintese de anticorpos,
em coelhos machos. Os animais do grupo que recebeu estresse térmico foram mantidos por 24
dias em uma temperatura média de 33,5 °C. J4 os animais com restricdo alimentar foram
mantidos a temperatura de 18°C e, finalmente os do grupo controle foram também mantidos a
18°C com alimentagdo ad [ibitum. Mostrou-se que ambos estressores afetaram o
funcionamento das células imunes, diminuindo a capacidade de proliferacdo das células
mononucleares do sangue periférico, e inibindo a diferenciagcdo de linfécitos B em células
secretoras de anticorpos.

Palermo-Neto, Massoco e Robespierre de Souza, (2003), relataram alteragdes
comportamentais e imunoldgicas produzidas por estresse fisico e psicologico em
camundongos adultos. Neste trabalho os autores mostraram que um estresse psicologico,
gerado pelo ato de observar outro animal receber um choque inescapavel nas patas, produzia
respostas estressantes em tudo similares aquelas geradas pelo choque inescapavel. Tanto o
animal que recebia o choque inescapavel na pata como o que presenciava a estimulagdo
aversiva apresentaram uma reducdo da resisténcia ao crescimento do tumor ascitico de
Ehrlich, que foi avaliado através do nimero de células tumorais e do volume do fluido
ascitico. Estes mesmos autores observaram, também, nesses animais uma reducdo dos indices
de espraiamento e de fagocitose de macrdfagos peritoneais € uma diminui¢do da atividade

locomotora dos mesmos no campo aberto (PALERMO-NETO; MASSOCO; ROBESPIERRE
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DE SOUZA, 2003). Na mesma dire¢do mostrou-se, também que camundongos estressados
durante a fase pré-natal apresentaram aumento dos niveis de ansiedade, diminui¢do dos
indices de espraiamento e fagocitose por macrofagos peritoneais e, também, aumento do
crescimento do Tumor de Ehrlich em suas formas sdlida e ascitica (PALERMO NETO;
MASSOCO; FAVARE, 2001).

Ainda nessa linha de trabalhos, alguns autores mostraram que camundongos
submetidos a um ciclo de estresses cronicos tinham menor capacidade de produzir I[FNy a
partir de leucéceitos (KIANK; DAESCHLEIN; SCHUETT, 2008). Nesta condic¢do, bactérias
da microbiota dos camundongos, penetravam através das barreiras intestinais seguindo uma
direcdo aos orgdos linféides e figado, podendo até mesmo atingir os pulmdes causando
pneumonia persistente; relacionaram, portanto, a migragdo de bactérias com disfungdes
imunes ao nivel da barreira intestinal e de todo sistema envolvido com o processo desta
migracdo (KIANK; DAESCHLEIN; SCHUETT, 2008).

O estudo da neuroimunomodulacao em animais de companhia, silvestres, ou, em
especial, nos de producdo, ainda ndo acompanha a grandeza dessa linha de pesquisa. Poucos
trabalhos tém sido realizados a fim de compreender as relacdes entre o SN e o SI nos animais
domésticos e selvagens. Alguns autores, como Morrow-Techs et al. (1994), em estudos feitos
com suinos, mostraram que as interagdes sociais entre dominantes e submissos podem afetar
as fung¢des imunolodgicas dos animais. Em geral, dominantes e submissos tiveram alteracdes
imunes (numero elevados de neutrofilos e diminui¢do da producdo de anticorpos) quando
comparados com os porcos que ndo haviam estabelecido relagdes de dominancia. Podemos,
ainda, interpretar alguns dados provenientes de animais silvestres como decorrentes de
alteragdes na esfera neuro-endocrino-imune. O cativeiro por si sé ¢ um fator estressante para
os animais, sendo que algumas espécies desenvolvem a sindrome de ma adaptag¢do, onde os

animais iniciam um processo de anorexia que podem levar-los a morte (FEDULLO, 2001).



31

Em animais de zooldgico como em elefantes cativos, o estresse pode levar ao aparecimento de
comportamentos estereotipados e repetitivos como o balancar constante da cabeca. Em pandas
mantidos em cativeiro em zooldgicos foi observado que os animais apresentaram prejuizos na
fungdo reprodutiva devido ao excesso de barulho. Os primatas do género Alouatta sp tem sido
mantidos com dificuldades em cativeiro devido a ma adaptacdo da espécie que desenvolve
quadros de anorexia, inani¢do, Ulceras gastricas, infec¢des secundarias e morte. Baixas taxas
reprodutivas devido ao estresse cronico também foram registradas nesta espécie. Outros
primatas apresentaram comportamentos estereotipados e automutilagdo em virtude de um
ambiente artificial e pouco atrativo. Nesse sentido, o aumento de comportamentos auto-
direcionados (catacdo, toque, cogar) em primatas ndo-humanos serve como indicador de
estresse e ansiedade (HOHENDORFF, 2003).

Os estudos com estresse t€ém também grande importancia quando se trata de animais
de produgdo, pois a grande competicdo comercial e a crescente preocupagdo com o bem-estar
animal tornam necessario que se estabelecam padrdes minimos de ambiéncia e bem-estar que
tém sido regulados por leis no Brasil e em outros paises. Sabemos, nesse sentido, que nosso
pais tem destaque no mercado internacional de produtos de origem animal, ¢ que tém sido
cada vez maiores as exigéncias destes paises com a qualidade dos produtos, com o meio
ambiente e com o bem estar dos animais. De fato, a produ¢do de uma carne com qualidade
superior estd relacionada, também, a redug¢do dos niveis de estresse e/ou a aniquilacdo do
mesmo. Esse desafio implica na atuagdo do médico veterinario que deve garantir o bem-estar
dos animais.

De tudo que foi exposto, percebe-se que a existéncia de interagdes
neuroendocrinoimunologicas em mamiferos, em compara¢cdo com outras classes animais, ja
estd bem estabelecida. Entretanto, estas inter-relacdes ndo tém sido freqiientemente

analisadas em aves. Este fato ¢ estranho uma vez que também nesta espécie, mais
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especificamente em frangos, foi constatada a existéncia de receptores para uma série de
neurotransmissores em células do sistema imune, bem como a presenga, em concentragdes
farmacologicas, desses neurotrasmissores em oOrgdos linféides (GRAY et al., 1991;
GARSSADI et al., 1994). Estes fatos explicariam, em parte, a influéncia do SN sobre a
imunidade das aves. No sentido inverso, sabe-se que as respostas imunes provocam alteracdes
no SNC. Aves com infecgdes leves por Bordetella avium apresentam alteragdes de parametros
neuroquimicos como, por exemplo, dos niveis de serotonina, de dopamina e de noraepinefrina
(analisados por HPLC- High-performance liquid chromatography) tanto no cérebro como no
baco, no timo e na bursa de Fabricius (EDENS et al., 1987a, b). Além disso, animais doentes
ingerem menos alimento, sendo que se sabe estar este comportamento relacionado a liberagdo
pelo SI de citocinas inflamatdrias, como IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a que, atuando em centros
responsaveis pelo controle da fome no SNC, produzem comportamento doentio e reducdo da
ingestdo de alimentos (JOHNSON, 1998).

Outros pesquisadores vém mostrando as relagdes existentes entre os sistemas Imune,
Nervoso e Enddécrino em animais de producdo. Heckert et al. (2002) mostraram que frangos
submetidos a uma superlotagdo (aumento de densidade populacional) apresentaram uma
diminui¢do da atividade imune. Observaram também que o aumento da densidade
populacional (20 aves/m?) diminuiu significantemente o peso total e o peso relativo da bursa
de Fabricius, um dos mais importantes 6rgaos linféides de uma ave (comparados ao grupo
controle 10 aves/m?). Mas ndo ¢ s6 na producdo de aves que se pode notar a existéncia de
relagdes neuroimunologicas. Bovinos, ovinos e bubalinos, quando submetidos a uma situagao
estressante, apresentam queda nos parametros produtivos € imunologicos (SEVI et al., 2001;
KHONGDEE et al., 2006; GUPTA et al., 2007) Na produgao leiteira, animais mantidos com
nebulizacdo e/ ou outros métodos que minimizam o estresse por calor, t€m mostrado aumento

de produtividade e maior eficiéncia reprodutiva (KHONGDEE et al., 2006). Em suinos, o
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estresse por isolamento social alterou o comportamento (diminuindo vocalizagdo e
locomogdo), e as concentracdes basais de ACTH e de cortisol, e reduziu a fun¢do imune,
diminuindo a proliferagdo de linfocitos a estimulos apropriados. (KANITZ et al., 2004). Desta
forma, alteragdes que envolvam os sistemas neuroendocrinoimune, podem representar
problemas para a saude e a produtividade de suinos comerciais (KANITZ et al., 2004).

Foi, também, relatada a participacdo do SNAS na regulag¢do da atividade do sistema
imune em aves (GHENG, 2006). Nesse trabalho, o autor utilizando um agonista de receptores
a-2 adrenérgicos, a Clonidina, usado para tratamento de ansiedade, mostrou ter ele um efeito
estimulante sobre o sistema imune, melhorando a resposta inflamatoria por atuar diretamente
no SI ou via eixo HPA (CHENG, 2006). Assim, este agonista foi capaz de aumentar as
concentragdes de IgG e as propor¢des de células B e de linfocitos CDS, o que levou o autor a
sugerir que o SNAS e o eixo HPA estariam envolvidos com a regulacdo da resposta imune de
frangos. Outro estudo que reforca as relagdes neuroendocrinoimunologicas, esta relacionado
com a inoculacdo de LPS (lipopolissacarideo) que aumenta os niveis de corticosterona, a
temperatura corporal, produz diminui¢do da ingestdo alimentar e comportamento doentio em
frangos jovens (SELL et al., 2003).

Nesse sentido, € relevante comentar ainda que o estresse, se mantido por tempo
prolongado, produz lesdes na mucosa do trato gastrintestinal (COSEN-BINKER et al., 2004;
MARTINDALE, 2005). Lesoes como essas podem prejudicar a digestdo dos nutrientes bem
como a homeostase da microbiota indigena local do trato Intestinal acarretando perdas de
absor¢do, reducdo do ganho de peso e aumento do consumo alimentar (ALLEN et al., 1998;
KORVER, 2006; SIFRI, 2006). De fato, agentes que desequilibram o furnover celular da
mucosa do trato gastrintestinal de aves tém a capacidade de interferir com a capacidade de
digestdo e de absorcdo de nutrientes (MACARI et al., 2005). Tem sido relatado também que

lesdes ulcerativas, enterites inespecificas e lesdes causadas por microorganismos induzem
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alteragdes funcionais no intestino de aves, prejudicando os processos absortivos de nutrientes.
Segundo alguns autores, a adrenalina e a noradrenalina interferem com a absorcdo de
nutrientes, com a secrecdo de agua e de sais pelo intestino (HUBEL et al., 1985) e com os
mecanismos de transporte celular (ANDO; KONDO, 1993; TRISCHITTA et al., 1999). E,
assim, licito supor que os efeitos do estresse sobre a integridade da mucosa intestinal sejam
conseqiiéncia de agdes direta de fatores regulatorios locais (produzidos por células
enteroenddcrinas) ou indireta, ligadas a atividade do eixo HPA, do SNA ou a peptideos
enddgenos. De fato, auséncia de hormoénios da adrenal pode causar atrofia do epitélio
intestinal, com diminui¢do da produgdo de fatores celulares epiteliais, como SCF, IL-7 e IL-
15; este fato passa a ser critico no desenvolvimento, ativagdo e sobrevida de linfocitos intra-
epiteliais intestinais (WATANABE et al., 1995; FUJIHASHI et al., 1996; INAGAKI-
OHARA et al., 1997; JARRILO-LUNA et al., 2008).

Neste contexto, sabe-se que o frango de corte ¢ hoje uma das espécies de animais de
criagdo com maior eficiéncia nutricional e rapido desenvolvimento corporal. No Brasil, a
avicultura foi uma das atividades agropecudrias de maior desenvolvimento nas ultimas
décadas. Este progresso, tanto no numero de frangos abatidos como no de ovos produzidos,
tem possibilitado a industria avicola um notavel potencial para prover os consumidores finais,
de uma fonte protéica saudavel e de custo baixo. No entanto, a criacdo de frangos de corte
continua representando desafios na medida em que a atividade atinge novos e mais altos
patamares de produtividade. Nos paises tropicais, como o Brasil, fatores ambientais como a
alta temperatura e a alta umidade dentro do galpdo despontam como limitantes a dtima

produtividade (FURLAN, 2006).
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2.2 Estresse térmico e resposta imune em Aves

Sabe-se que estressores ambientais, nutricionais, fisicos, sociais ou fisioldgicos estdo
envolvidos com o bem estar ¢ o desenvolvimento animal (ALTAN et al.,, 2003). Neste
sentido, o estresse provocado pelo excesso de calor € um dos maiores responsaveis por perdas
na criacdo intensiva de frangos de corte, principalmente quando ocorre préximo ao momento
do abate (FURLAN, 2006). De fato, a zona de conforto térmico dos frangos de corte ¢
reduzida de 35°C para 24°C as 4 semanas de idade e para 21-22°C as 6 semanas de idade, fato
conseqiiente a maturagdo do sistema termorregulador e ao aumento das reservas energéticas
(FURLAN, 2006).

Neste sentido, o ambiente avicola deve e ¢ considerado como uns dos principais
pontos de sucesso numa granja. A manutencdo da homeotermia do frango de corte estd
diretamente ligada a fatores ditos ambientais como as condigdes térmicas, destacando-se a
temperatura, a umidade e a movimentacdo do ar (TINOCO, 1996). Entretanto, em nosso pais
(Brasil), existem poucas granjas com ambiente devidamente controlado e € fato que devemos
levar em consideragdo as imensas variagdes climaticas percebidas, devido a grande variagdo
da latitude do nosso pais.

O conceito de bem-estar animal foi estabelecido sob aspectos muito abrangentes, e
pouco cientificos e, portanto de dificil aceitacdo por parte dos paises produtores de carne e
subprodutos derivados. Segundo CAST (1997) os paises produtores acabam por adotar em
suas rotinas, o padrdo de bem-estar estabelecido pelo mercado externo. Os primeiros paises a
estabelecer conceitos mais pragmaticos de bem-estar ¢ normas de criagdo de animais foram os
paises escandinavos e a Frangca (NAAS et al., 2004). A conceituagido de bem-estar envolve os
aspectos fisicos e mentais que na maior parte das vezes se direciona na preocupagdo de como

o animal se sente, principalmente quando exposto a algum tipo de confinamento, situagdo



36

climatica ou manejo. De acordo com Swanson (1995), o conceito de bem estar pode ser
dividido em trés aspectos: o legal, o publico e o técnico. Os conceitos legais sdo estabelecidos
pelo sistema judicial, com padrdes minimos de normas que possam ser seguidas e aceitas
pelos meios legais, e sirva de base para possiveis conflitos de interesse. O publico, envolve o
conhecimento pela sociedade e as formas apaixonadas de sua expressdo, principalmente por
grupos organizados de defesa dos animais. Os conceitos técnicos estdo baseados em
informacdes cientificas de bem-estar animal, isto ¢, advindos da observacdo e registro
sistematico de comportamentos especificos dos animais de, aspectos fisioldgicos e de
respostas produtivas (NAAS et al., 2004).

O livro branco sobre a Seguranga dos alimentos, da Comissdo da Comunidade
Européia (2001), relata no item Satide e Bem-Estar dos animais, que as questdes do bem-estar
devem ser analisadas a medida que a politica de seguranga de alimentos seja afetada. Sdo
consideradas bases de o bem-estar animal assegurar as seguintes liberdades: 1 - Liberdade de
movimento e de expressar comportamento normal, inerente a sua espécie; 2 — Liberdade de
ndo passar fome ou sede ou de ser mal-nutrido; 3 — Liberdade de ndo passar estresse fisico ou
térmico; 4 — Liberdade de ndo estar exposto a doengas e maus tratos; 5 — Liberdade de ndo
passar medo.

A primeira norma européia aprovada que engloba os aspectos acima e regulamenta o
manejo em criatorios de animais (Comission Regulation n® 436/2001) mostra que “o animal
deve ter liberdade de movimentar-se com conforto e ndo deve estar sujeito a desconforto
térmico”. Desta forma, e observando, o conforto térmico, quando a temperatura ambiente se
eleva de forma critica dentro de um galpao de produgdo de frangos (principalmente na fase
final de criagdo), as aves morrem, pois ndo conseguem manter a homeostase térmica (NAAS,

2004). Contrariamente, no entanto, ocorre nas primeiras semanas de vida das aves pois os
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pintinhos sofreram muito com a queda de temperatura, que pode at¢ mesmo aumentar a
mortalidade (FURLAN, 2006).

Neste sentido, estudos tém mostrado que variagcdes de temperatura de até 6 graus
centigrados ndo influenciam o desempenho de frangos de corte; entretanto, diferencgas
superiores a 10 graus prejudicam o desempenho das aves (FURLAN, 2006). Desta forma, o
estresse por calor ¢ um dos maiores dilemas na producdo de frangos, principalmente em
regides de clima quente, por causa de resultados de baixo crescimento, performance,
imunossupressdo e alta mortalidade (MACARI; GONZALES, 1990; SHLOSBERG et al.,
1992; MUJAHID et al., 2007). Grandes perdas econdmicas ja foram relatadas em funcdo da
mortalidade e da queda de produgdo. Na vigéncia de altas temperaturas ambientes, a taxa de
crescimento ¢ diminuida em fun¢do da queda de apetite e do consumo alimentar,
desencadeando-se aumento da freqiiéncia respiratoria, que pode levar a alcalose metabolica
(HILLERMAN et al., 1985; FRANCI et al., 1994). Durante o estresse por calor (aumento
subito da temperatura ambiente), podem ocorrer desajustes fisioldgicos (desequilibrio
eletrolitico), hormonais (corticosterona, T3, T4) e moleculares (MORRON-TESCH et al.,
1994; GERAERT et al., 1996; LIN et al., 2006). De fato, as elevadas temperaturas ambientais
podem causar efeitos adversos na estrutura e na fisiologia das células; mais especificamente,
na transcri¢do, no processamento do RNA, e na fung¢do e estrutura das membranas celulares
(IWAGAMI, 1996). Além do mais, uns dos efeitos do estresse térmico € a reducdo no
consumo de ragdo e, como conseqiiéncia, do ganho de peso, com piora da conversdo alimentar
(MULLER, 1982; MORROW-TESCH et al., 1994). Em conjunto, esses fatores debilitam o
organismo das aves, aumentando a suscetibilidade das mesmas as doencas oportunistas.
(KAMWANIA et al., 1994).

Tém-se demonstrado que a restri¢do alimentar e o estresse térmico por calor nas fases

iniciais de vida de uma ave alteraram parametros imunologicos (circulagdo linfocitaria,
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atividade de macrofagos) e zootécnicos (ganho de peso, conversdo alimentar) em animais de
producdo como, por exemplo, em criagdes intensivas de aves (corte e postura) e de suinos
(RENAUDEAU; QUINIOU; NOBLE., 2001; LIN et al.., 2002; ALTAN et al., 2003;

BARTLETT; SMITH, 2003; KHAJAVI et al., 2003LIN et al., 2004).

Neste sentido, as aves necessitam de um sistema homeostatico de controle térmico
eficiente. O sistema termorregulador nas aves esta baseado em quatro unidades funcionais:
receptor, controlador e efetor. Os receptores, os neurdnios sensoriais térmicos, irdo receber os
estimulos, e envid-los para o SN, o controlador central. Os mecanismos efetores irdo
responder aos estimulos do Sistema Nervoso, com alteragdes comportamentais, fisioldgicas, e
hormonais que se estabelecem para controlar a temperatura corpérea. Dessa forma, os
mecanismos controladores da temperatura corpdrea irdo atuar para manter a temperatura
normal da ave (41,1°C). O controle da temperatura das aves ¢ feito com base no balango de
duas varidveis: uma associada as respostas desencadeadoras pelo aumento da temperatura e a
outra a redugdo da temperatura. Assim, observamos duas populagdes de neurénios no
hipotdlamo da ave. Os neurdnios do calor, que sdo ativados quando temos aumento da
temperatura corporea, produzindo respostas de perda de calor; e os neurdnios do frio, que ao
serem estimulados, induzem uma resposta de conservagdo de calor (MARCARI; FURLAN;

MAJORKA, 2004).

Dentro desse contexto, o conceito de set-point termorregulador ¢ fundamental tanto
em aves como em mamiferos, pois o sistema homeostético de controle de temperatura sempre
atua com uma referéncia fixa e resistente a qualquer alteracdo. O ponto de referencia do
frango ¢ 41,1°C, e esse ndo ¢ varidvel, sendo que todos os sistemas funcionam para manter a
temperatura nesse valor. Quando as atividades dos neurdnios de calor e o de frio se igualam, a
producdo e a perda de calor serdo iguais, mantendo-se a temperatura da ave estavel. Durante o

desenvolvimento do frango de corte, esse sistema termorregulador vai amadurecendo.
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Inicialmente, pintinhos de um dia necessitam ser mantidos em ambientes com temperatura
variando entre 32°C e 33°C, pois ndo tem capacidade de controle da temperatura interna, uma
vez que seu sistema termorregulador ndo esta totalmente desenvolvido. Ja as aves na ultima
semana de criagdo (35 a 42 dias), apresentam um sistema termorregulador totalmente apto
para controles térmicos, resistindo mais a temperaturas frias, diferentemente de que o faz as
temperaturas quentes. De fato, aves parecem sofrer mais com o estresse térmico por calor do
que por frio, devido ao fato de que seu sistema termoregulador ¢ mais adequado para reter

calor do que para dissipa-lo (FURLAN, 2006) .

De acordo com Borges et al. (2004), o aumento progressivo da temperatura ambiente
(32°C/30 mim, 36°C/30 mim, 37°C/15 mim e 41°C/45 mim) em frangos de corte com 42-44
dias de idade, diminuiu o numero de linfécitos circulantes e causou desbalango eletrolitico.
Outros pesquisadores observaram diminui¢do do nimero de linfécitos no sangue e no bago,
em aves expostas a temperaturas de 35° C / 6 horas/dia, por 5 dias consecutivos (TROUT;
MASHALY, 1994). Podemos citar que o estresse por calor (35°C constate por 5 semanas) em
poedeiras, diminuiu o desempenho produtivo (peso corporal e conversdo alimentar) a
produgdo e a qualidade dos ovos. Nesta condi¢do, os leucocitos circulantes diminuiram, assim
como o titulo de anticorpos dos animais submentidos ao calor ambiental. Adicionalmente,
observou-se maior mortalidade dos animais submetidos ao calor quando comparados com
outros de um grupo controle e com um grupo mantidos em temperatura ciclica (23,5°C para
35°C) (MASHALY et al., 2004). O estresse por calor em aves mantidas dos 35 a 41 dias de
vida, a uma temperatura de 39 + 1°C por 7h/dia, diminuiu a porcentagem de linfécitos CD4+
e CD8+ no sangue periférico e os titulos de anticorpos para heméacias de carneiro (KHAJAVI

etal., 2003).

Neste mesmo contexto, Bartlett e Smith (2003) tentando avaliar o efeito dos niveis de

zinco na dieta sobre caracteristicas de performance e imunocompeténcia de aves criadas em
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ambiente termoneutro € em temperaturas elevadas, demonstraram que uma flutuacao diaria da
temperatura ambiente (23,9°C/12h, 23,9-37°C/3h, 37°C/6h e 37-23,9°C/3h) do 21° até 34° dia
de vida do frango de corte bem como dos niveis de zinco presentes na dieta influenciaram na
atividade dos macrofagos. Mais especificamente, o estresse térmico diminuiu e as altas
concentragdes de zinco na dieta aumentaram o percentual de fagocitose de hemacias de
carneiro (opsonizadas ou ndo) realizada por macrdéfagos peritoneais. Entretanto, a dieta
suplementada com zinco nao foi capaz de reverter o efeito observado nas aves submetidas ao
estresse térmico indicando, desta forma, que outro fator além da composicdo da dieta estaria

correlacionado com os efeito da estresse térmico sobre a atividade dos macrofagos.

De tudo quanto foi exposto pode-se pensar em uma interagdo neuro-imune como
sendo responsavel pelos efeitos relatados por Bartlett € Smith (2003) para o estresse térmico
sobre a atividade de macrofagos; mais especificamente, pode-se sugerir uma ativacao do eixo
HHA e/ou do sistema nervoso simpatico, conforme amplamente salientado acima.

Parece ser consenso geral, entre os autores, a no¢ao de que o estresse térmico interfira
com a resposta imune de frangos de corte. Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito do estresse
térmico por calor quando aplicado nas ultimas fases de vida desses animais, sobre a esfera
neuroimune das aves, em especial sobre a atividade imune inata. Assim, ¢ possivel que uma
provavel diminui¢do da imunidade inata (atividade de macrdfagos) induzida pelo estresse por
calor entre o 35° ¢ 0 41° dias de vida em frangos de corte, poderia facilitar o aparecimento de
doencas oportunistas e uma possivel migragao de bactérias patogé€nicas do trato intestinal para
orgdos vitais como figado e pulmao, com isso, aumentando a necessidade de utilizagdo de
antibioticos de forma preventiva ou terapéutica nesses animais, fato no momento questionado
em fun¢do ndo apenas do custo destes medicamentos, mas também e principalmente, pela
possibilidade que eles tém de contaminar o meio ambiente, de induzir resisténcia bacteriana e

de deixar residuos na carcaga dos animais tratados. Desta forma, fica claro a importancia de
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estudos que busquem correlacionar os efeitos induzidos pelo estresse térmico sobre os indices
zootécnicos, o hemograma, os niveis de corticosterona, os 6rgaos linféides, e a atividade de
macrofagos peritoneais de frangos de corte. Por outro lado, ¢ também objeto do presente
trabalho a andlise da integridade da mucosa do trato gastrointestinal de aves submetidas ao
estresse térmico e, muito especialmente, daquela do intestino delgado. De fato, sabe-se ter o
duodeno a maior altura de vilos, a maior taxa de renova¢do da mucosa intestinal ¢ a maior

relevancia para os processos digestorios (MACARI; MALHEIROS; FURLAN, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Estudar em frangos de corte as relacdes existentes entre os efeitos de um estresse
térmico por calor sobre indices zootécnicos, peso dos orgdos linféides, eritrograma e
leucograma, niveis séricos de corticosterona, niveis plasmaticos de adrenalina e

noradrenalina, integridade do trato intestinal e atividade de macrofagos peritoneais.

3.2 Objetivos especificos

e Medir o consumo de racdo, a conversdo alimentar, o peso corporal e o ganho de peso

de frangos submetidos a estresse térmico por calor entre os 35° a 41° dias de vida.

e Avaliar em frangos, o impacto do estresse térmico por calor entre os 35° a 41° dias de

vida sobre o peso relativo dos 6rgaos linféides.

e Analisar o hemograma (eritrograma e leucograma) de frangos submetidos a estresse

térmico por calor entre os 35° a 41° dias de vida.

e Medir os niveis de corticosterona sérica de frangos de corte submetidos a estresse

térmico por calor entre os 35° a 41° dias de vida.
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e Avaliar a atividade de macrofagos peritoneais de frangos de corte, submetidos ao
estresse térmico por calor entre os 35° a 41° dias de vida, através de citometria de

fluxo.

e Avaliar a integridade da mucosa do intestinal de frangos de corte submetidos ao

estresse térmico por calor entre os 35° a 41° dias de vida.

e Correlacionar os dados obtidos e interpreta-los dentro de uma perspectiva

neuroimunologica
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados frangos de corte, da linhagem Ross, adquiridos de incubatorio
comercial com 1 dia de vida, sendo entdo mantidos nas dependéncias do Centro Experimental
de Patologia Experimental do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S@o Paulo. As aves foram alojadas em piso, com
cama de maravalha, respeitando-se um limite maximo de 10 aves/m? (Figuras 1, 2, 3,4 ¢ 5)
As aves receberam luz artificial durante o periodo noturno e foram observadas
constantemente, verificando-se o seu estado de satide e comportamento, e computando-se
eventuais mortes. A ragdo fornecida as aves foi do tipo comercial isento de antimicrobianos e

outros farmacos, sendo administrada aos animais em quantidades conhecidas.

Para a manipulag¢do dos animais foram seguidas as normas exigidas pelo Comité de
Etica para o uso de animais de experimentacéo, vigente na Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. (Protocolo n® 1053/2007).



Figura 1 - Visdo frontal das salas climatizadas. As setas indicam as duas salas usadas

Figura 2 - Computador e termometro digital. A seta indica o termdmetro digital
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Figura 3 - Estrutura interna de uma das Figura 4 - Estrutura interna de uma
salas climatizadas das salas climatizada

Figura 5 - Box com aves de 1 dia em uma das salas
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4.2 Corantes Celulares

e Azul de TRIPAN (Merck®) a 0,1% - Utilizado para corar as células do lavado
peritoneal.

e ROSENFELD (Merck®) - Utilizado para corar as células coletadas do sangue
periférico para contagem diferencial de leucocitos.

e Natt e Herrick — Utilizada para corar as células coletadas do sangue periférico para

contagem de hemadcias e leucdcitos totais.

4.3 Reagentes e solucdes

e Diacetato 2’7 Diclorofluoresceina (DCFH-DA/ Molecular Probes, Eugene, OR) -
empregado na citometria de fluxo. Este reagente foi mantido congelado (-20°C) e
protegido da luz, sendo dissolvido em PBS no momento de uso.

e EDTA (Sigma®) - utilizado na técnica de fagocitose, na concentragdo de 3mM, com o
objetivo de interromper a reagdo apds o periodo de incubagdo das amostras.

e Jodeto de Propidio (PI) (Sigma®) - utilizado na técnica de citometria de fluxo,
responsavel pela emissdo de fluorescéncia vermelha captada pelo citdmetro.

e NaCl 0,85% e NaCl 0,9% - Solugdes utilizadas na técnica de conjugacdo do
Staphylococcus aureus - Cepa ATCC 25923 (DIFCO®) — bactéria marcada com
Iodeto de Propidio (Sigma, St Louis, MO) utilizada para avaliar a atividade fagocitica
de macréfagos peritoneais. A solugdo de NaCl 0,9%, também foi utilizada para

limpeza das amostras do trato gastrointestinal.
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e PBS (Phosfate-buffered saline, pH=7,2-7,4) - Solucdo utilizada nas técnicas de burst
oxidativo e fagocitose.

e PBS glicosado - Solu¢do utilizada na técnica de conjugacgdo do Staphylococcus aureus.

e EDTA 10% - anticoagulante utilizado nas coletas de amostras de sangue.

e Sephadex G50 superfine (Pharmacia) — substancia utilizada para estimular a migracao

de macréfagos para o peritoneo de aves.

4.4 Procedimentos

4.4.1 Estresse térmico

Apds 5 semanas de criacdo a temperatura recomendada (33 + 1°C do 1° até o 7, 28°C
+ 1°C do 7 até o 21° de vida; 24 + 1°C do 22° dia até o 35° dia de vida), as aves foram
pesadas. Elas foram entdo randomicamente divididas em dois grupos (um grupo controle € um
experimental) sendo colocadas em ambientes distintos; a temperatura desses ambientes foi
controlada através de um condicionador de ar (um para cada ambiente) durante a 6* semana de
vida dos animais (35° dia de vida até o 42° dia de vida dos animais). Nestes ambientes, 0s
animais do grupo controle permaneceram em temperatura termoneutra durante esse periodo
(21£ 1°C do 35 ° ao 42° dia de vida). Os frangos dos grupos experimentais ficaram em
ambiente em que se produziu calor, isto é, onde a temperatura girou em torno de 26+1°
(Experimental 1), 31£1°C (Experimental 2) e 26°t1°C (Experimental 3), respectivamente,
durante 10h/dia, mimetizando o periodo mais quente do dia. Durante o periodo restante, a

temperatura foi reduzida para 26° C, mimetizando o periodo noturno, momento que se
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observa uma queda natural de temperatura. Permitiu-se que a umidade relativa flutuasse;

entretanto esta era controlada de forma tal, que ndo caisse abaixo de 45%.

4.4.2 Avaliacdo do desempenho produtivo das aves

O desempenho das aves foi determinado calculando-se o desenvolvimento ponderal, o
consumo de alimento, a conversdo alimentar € a mortalidade. A conversido alimentar foi
avaliada pelo consumo de ragdo em relagdo ao ganho de peso. Os dados foram coletados
durante o periodo experimental (35° ao 42° dias), sendo que em cada lote experimental
utilizamos 120 aves. Foi realizado 5 replicagdes por grupo (5 boxes com 12 animais cada),
onde cada replicacdo representa uma unidade amostral (N). As aves foram observadas
diariamente, avaliando-se seu estado de saide e comportamento, e anotando-se as eventuais

mortes.

4.4.3 Selegdo amostral

Em cada lote experimental utilizamos 120 frangos que foram divididos em dois
grupos: controle e experimental, cada um mantido em sua respectiva sala. Cada sala foi
dividida em 5 boxes de 1,2 m% com 12 animais cada (Figuras 1 e 2). A sele¢@o amostral foi
realizada pela escolha de 20 animais (10 controles e 10 experimentais), que foram

selecionados randomicamente, respeitando-se o critério de 2 animais por box.
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4.4.4 Determinagdo de hemograma

O hemograma foi constituido pelo eritrograma e pelo leucograma. Foram colhidos
pela veia braquial, 2,0 ml de sangue com seringas sem anticoagulante, os quais foram
transferidos para um frasco com 0,02 ml de solu¢do aquosa de etilenodiamino-tetracética-
disédica (EDTA) a 10%, promovendo-se adequada homogenizacdo. Apds a coleta, as
amostras de sangue foram imediatamente submetidas aos exames. Com o sangue in natura,
foram realizados esfregacos sanguineos que apds secarem, foram corados pelo corante de
Rosenfeld. Logo em seguida, as amostras de sangue foram diluida em solugdo de Natt e
Herrick, para contagem de hemadcias e leucdcitos totais. As andlise forma realizadas conforme

descrito por Campbell (1988).

4.4.5 Quantificag¢do dos Niveis Séricos de Corticosterona

Coleta de sangue para obtencdo do soro

A coleta do sangue foi realizada pela veia braquial, na parte interior da asa. Este
método de exsanguinamento foi realizado em menos de 30 segundos por ave, sendo que o
sangue coletado era armazenado em tubos do tipo eppendorfs de polietileno. O sangue
permaneceu a temperatura ambiente até a retracdo do coagulo sendo, entdo, centrifugado sob
refrigeragdo (3220g/15 minutos e temperatura ao redor de 4 °C) para obtencao do soro, o qual

foi armazenado em frezzer, a -80°C por no maximo 30 dias até o momento da realizagdo das
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dosagens hormonais. Os animais dos grupos experimentais e controles foram exsanguinados
intercaladamente entre 9:00 e 11:00 horas da manha.

A dosagem de corticosterona foi realizada por radioimunoensaio através de kits
comerciais (MP Biomedicals, LLC Orangeburg, NY), conforme descrito por Kannan et al.

(1998).

4.4.6 Coleta de material para exames histopatoldgicos

Ao final do periodo de avaliacdo, os animais foram submetidos a eutanasia através do
deslocamento da articulacdo atlanto-occipital, sendo imediatamente necropsiados para
observagdo macroscépica de possiveis lesdes induzidas pelo estresse por calor. Dos animais
necropsiados era, entdo, realizada a colheita de fragmentos representativos do intestino
delgado como mostra o item 4.4.7. Estes fragmentos foram fixados em formol a 10%. Foram,
também, colhidos os orgdos linfoides (bago, timo e bursa de Fabricius) inteiros, para

realizag¢do de pesagem e posterior analise do peso relativo de cada drgdo.

4.4.7 Analise da integridade do trato intestinal

Necropsia e coleta do trato intestinal

As aves dos grupos controle e experimental foram necropsiadas no final dos
experimentos. Foi empregada a técnica padrdo de exame macroscopico de aves. Fragmentos
dos segmentos do duodeno, jejuno (aproximadamente 5 cm posterior a abertura dos ductos

pancreatico e biliar) e ileo (aproximadamente 5 cm anterior a juncdo ileo-cecal), foram
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colhidos para exame histopatologico, no decorrer da necroscdpica, tendo sido fixados em

formol a 10%.

Exame anatomopatologico qualitativo e semiquantitativo

As amostras coletadas e fixadas foram processadas segundo a técnica padrdo para
exame microscopico de orgdos no Laboratorio de Histologia do VPT-FMVZ (HODGES,
1974; RIDDELL, 1987). Os cortes longitudinais e transversais dos segmentos de intestino
foram corados em hematoxilina e eosina (HE). O exame histolégico das ldminas foi realizado
em microscopia de luz, com aumentos de 40, 100 e 400x.

Os segmentos intestinais foram avaliados quanto a estrutura geral (mucosa, submucosa
e camadas musculares) e quanto aos seguintes critérios: relagdo vilo/cripta, tamanho da
vilosidade, morfologia da cripta, intensidade do infiltrado inflamatdrio na lamina propria, tipo
do infiltrado inflamatério (mononucleares e granuldcitos) e densidade de linfocitos intra-
epiteliais. A presenga ou nio de ulceragdo ou de agentes infecto-parasitirios foi também
avaliada de forma qualitativa.

O padr@o histoldgico intestinal de normalidade foi definido segundo Hodges (1974) e
Riddell (1987).

A intensidade das alteragdes observadas no intestino delgado foi avaliada
semiquantitativamente na escala de 0 a 3, onde: 0 = pardmetro tido como dentro da
normalidade, 1 = altera¢cdes minimas, 2 = alteragdes em grau moderado e 3 = grau maximo de
alteragdo.

Critérios de exclusdo:

1- observacdo de agentes parasitirios no exame microscopico.

2- indicag¢des de ocorréncia de autdlise do material.
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4.4.8 Analise de macrofagos peritoneais

Estimulagdo de células peritoneais pelo Sephadex

Devido ao fato de as aves ndo possuirem macrofagos residentes e outras células
inflamatérias na cavidade abdominal (SABET et al., 1977, TREMBICKI et al., 1984), nos
utilizamos o método de estimulagdo destas células com Sephadex G-50, conforme
previamente descrito por Qureshi, Dietert e Bacon (1986), ja utilizado em nossos laboratérios
(MORGULIS; RODRIGUES; PALERMO-NETO, 1999). Foi utilizada a dose de 1,0 ml de
solucdo de Sephadex a 3,0%, em solug¢do salina a 0,9%, para cada 200g de peso corpdéreo. No
segundo dia apos a inoculagdo, os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento
cervical. Foi inoculado na cavidade peritoneal 20 ml de RPMI-1640 sendo feita a massagem
das algas intestinais; em seguida foi realizada a colheita do lavado peritoneal. O lavado
resultante foi aspirado e colocados em tubos de propileno, previamente identificados; os quais
foram mantidos em banho de gelo durante todo o procedimento experimental. Apds a colheita
foi feito a quantificacdo total em cdmara de Neubauer, seguida do teste de viabilidade celular
através do teste de exclusdo por azul de tripan, sendo o nimero de células ajustado para 1 x

10° por ml de solugdo.

Fenotipagem de macrdéfagos perironeais

Foi realizado a fenotipagem de macrofagos do lavado peritoneal, utilizando-se o
marcador KUL 01 (ABcam, Cambridge, MA) especifico para macréfagos de Gallus gallus
domesticus, conforme descrito por Mast et al. (1998). Foi realizada uma seqiiéncia de tubos,

um para cada amostra coletada, e entdo, adicionado 1ul de KUL 01 em cada amostra, que foi
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incubado por 30 minutos, em temperatura ambiente. Logo apds esse periodo, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 1932g. Em seguida, procedeu-se a leitura das amostras

no citometro de fluxo.

4.4.9 Avaliacdo da fagocitose e do burst oxidativo de Macrdfagos por Citometria de Fluxo

O preparo das amostras foi realizado de acordo com Hasui et al. (1989), da seguinte
maneira:

Apos o sacrificio dos animais, uma bateria de 5 tubos foi montada e numerada de “A”
até “D” para cada animal. Cada tubo (de acordo com a letra) recebeu uma substancia
diferente, obedecendo-se sempre a uma mesma ordem.

Desta forma, todos os tubos de “A” a “D” receberdo aliquotas de liquido peritoneal
colhidos dos animais (1x10° células), correspondendo os macréfagos. Os tubos com as letras
“B” e “D” receberam 200ul da solucdo de DCFH-DA 3 mM cada. Todos os tubos de letra
“C” e “D” receberam 50ul da solugdo de SAPI (50ng). Como as amostras deverdo ter o
volume final de 1100 pl, todos os tubos foram completados com PBS 1x, conforme o volume
de liquido peritoneal utilizado.

Em seguida, os tubos foram incubados em estufa sob agitagdo a 37°C por 30 minutos.
Depois da incubagdo, foram adicionados 2 ml de EDTA 3 mM em todos os tubos que
receberam SAPI para interromper a reagdo, sendo os mesmos posteriormente centrifugados
por 10 minutos a 1932g.

Nesta etapa foi utilizado liquido peritoneal (para analise da atividade dos macréfagos)
desprezando-se o sobrenadante apds a centrifugacgdo; as células foram, entdo, ressuspensas por
agitacdo manual sendo adicionadas de 200ul de PBS. Apos todo este procedimento, foi

realizada a leitura das amostras no citometro de fluxo; os tubos “A”e “C” foram utilizados
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para a avaliacdo da Fagocitose, enquanto que os tubos “B” e “D” foram utilizados para
avaliacdo do Burst Oxidativo.

Cada amostra passou pelo citometro apenas 1 vez, e de cada uma, foram adquiridos
10.000 eventos (c€lulas). A fluorescéncia foi obtida padronizando-se o nimero de eventos
para cada tubo A, B, C e D. Os valores referentes ao Burst oxidativo das amostras foram
avaliados por meio da média geométrica da intensidade de fluorescéncia emitida pela
populagdo de macrofagos de acordo com o respectivo experimento. Este valor de média
geométrica foi fornecido pelo aparelho sendo utilizado para indicar a intensidade de
fluorescéncia das células.

Com relacdo a atividade fagocitica, analisamos a porcentagem de fagocitose, ou seja, o
numero de macrofagos que fagocitam o S. aureus marcado com PI e, conseqiientemente que
emitiram fluorescéncia verde, divididos pelo numero total destas células multiplicadas por
100. Foi avaliada, também, a intensidade de fagocitose (quantidade de bactérias fagocitadas)
por meio da média geométrica da intensidade de fluorescéncia vermelha emitida pelos

macroéfagos de acordo com o respectivo experimento.
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4.4.10 Analise estatistica

Antes de aplicar-se a analise estatistica destinada a possibilitar a interpretacdo dos
resultados obtidos, verificamos, através do teste de Bartlet, qual tipo de teste - paramétrico ou
ndo paramétrico - seria o mais adequado para cada situagdo experimental.

Em sendo os dados paramétricos, foram empregados o teste “t” de Student (para
analise de dois grupos) ou a andlise de varidncia ANOVA de uma via, seguido do teste de
Tukey — Kramer de comparagdes multiplas (para andlise de mais de dois grupos
simultaneamente). Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste “U” de Mann-
Whitney (para andlise de dois grupos) ou pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn, para detec¢do de possiveis diferengas entre os diferentes grupos de animais. Em todos
os testes aplicados, a probabilidade de p<0,05 indicou diferengas significantes.

Todas as andlises estatisticas foram feitas com o auxilio dos programas estatisticos
denominados GRAPHPAD INSTAT em sua versdo 3.01 e GRAPHPAD PRISMA em sua

versdo 5.0.
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

Foram realizados 6 experimentos independentes. Os grupos experimentais C1 e El,
C2 e E2 e C3 e E3 usados nos experimentos 1 e 4,2 ¢ 5 ¢ 3 e 6 dizem respeito a estudos
conduzidos a 36+1°C, 31+1°C e 26+1°C, respectivamente. Em todos os experimentos foram

seguidos os critérios e normas de Boas Praticas Laboratoriais e de Campo.

5.1 EXPERIMENTO 1 — Avaliagdo dos indices zootécnicos, do peso relativo dos drgdos
linféides e da integridade do trato gastrointestinal em frangos de corte, submetidos ou ndo a

estresse térmico por calor (36£1°C) do 35° ao 41° dia de vida

Foram utilizados 120 frangos de corte divididos ao acaso em 2 grupos iguais C; ¢ E;,
conforme descrito em 4.4.1. Os animais do grupo controle (C;) permaneceram em
temperatura termoneutra, ¢ os do grupo experimental (E;) em temperatura a 36+1°C,
produzindo desta forma o estresse térmico, conforme descrito no item 4.4.1. Durante todo o
periodo experimental foram analisados os indices zootécnicos conforme descrito no item
4.4.2. No 42° dia de vida, selecionamos uma amostra de aves dos grupos C; e E;, conforme
item 4.4.3 e realizamos a eutandsia ¢ a necropsia dos mesmos conforme descrito em 4.4.6. Os
orgdos linféides foram coletados e pesados conforme item 4.4.6; e o trato intestinal foi,
também, retirado para andlise de sua integridade como descrito em 4.4.7. A figura 6 ilustra

este protocolo experimental.
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Temperatura ou temperatura
termoneutra termoneutra
N R R e
I | | | | |1 o
01 07 14 21 28 35 4142 — Avaliagédo dos

orgaos linféides
e do trato
Y gastrointestinal
Analise dos

indices
zootécnicos

Figura 6 — Esquema do protocolo experimental que foi utilizado nos experimentos 1,2 e 3
Resultados

O estresse térmico por calor (36+1°C) por uma semana (35° ao 41° dia de vida dos
frangos) foi capaz de interferir com os indices zootécnicos dos mesmos. De fato, observarmos
que esse estresse diminuiu estatisticamente o ganho de peso (U=25,00; p<0,001), o consumo
de racdo (U=25,00; p<0,001), a conversdo alimentar das aves (U=23,00; p<0,05) e induziu a
morte de 43,33% dos animais do grupo 36+1°C (X?=33,05; p<0,001), quando comparados
com os animais do grupo controle. A tabela 1 mostra os resultados obtidos nesse

procedimento, e as figuras 7, 8, 9 e 10 os ilustram.
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Tabela 1 — Avaliagdo dos indices zootécnicos em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

E | (36£1°C)

INDICES ZOOTECNICOS C
Ganho de peso 622,70 +39.22
(®
Consumo de racao (g) 1521,36 £5,97
Conversao alimentar 2,45 +£0,15

347,72 £109,70 ***

1137,32 £117,62**

3,40 £1,14*

Os dados representam a média + desvio padrio de N=5 lotes/grupo, sendo cada lote=12animais. *p<0,05,

*#p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao controle.Teste de Mann-Whitney.
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400

Peso (g)

200

C, 361°C

Figura 7 — Avaliagdo do ganho de peso (g) em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (36£1°C) do 35° ao 41° dia de vida.
Os dados representam a média + desvio padrdo de N=5 lotes/grupo, sendo cada
lote=12 animais. ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle. Teste de Mann-

Whitney
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Figura 8 — Avaliacdo do consumo de rag¢do (g) em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia de vida.
Os dados representam a média + desvio padrao de N=5 lotes/grupo, sendo cada
lote=12animais; **p<0,01 em relagdo ao grupo controle. Teste de Mann-Whitney

CA

C, 36£1°C

Figura 9 — Avaliagdo da conversdo alimentar em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (36£1°C) do 35° ao 41° dia de
vida. Os dados representam a média + desvio padrdo de N=5 lotes/grupo, sendo
cada lote=12animais; *p<0,05 em relacdo ao grupo controle. Teste de Mann-
Whitney
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Figura 10 — Efeitos do estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia sobre a
porcentagem de sobrevida de frangos de corte. N=5 lotes/grupo, sendo cada
lote=12animais. p<0,001 em relag@o ao grupo controle. Teste Log-rank (Mantel-
Cox)

O estresse térmico por calor (36+1°C) por uma semana (35° ao 41° dia de vida dos
frangos) ndo alterou estatisticamente o peso relativo do bago dos animais, em relacdo aquele
observado no grupo controle. Porém, observamos que esse estresse diminuiu estatisticamente
o peso relativo do timo (t=4,796; p<0,001) e da bursa de Fabricius (t=5,490; p<0,001),
quando comparados animais do grupo controle. A tabela 2 mostra os resultados obtidos nesse

procedimento, e as figuras 11 e 12 os ilustram.
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Tabela 2 — Avaliagdo dos orgdos linfoides de frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou nao a estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

PESO RELATIVO % C, E  (36£1°C)
TIMO 0,58+0,08 0,4240,06%**

BACO 0,09+0,02 0,07+0,02
BURSA 0,21+0,04 0,1240,04#*+

Os dados representam a média = desvio padrdo de N=10 animais/grupo. ***p<0,001 em relagdo ao grupo
controle. Teste “t” de Student.

0.8

*k*

Peso relativo (%)

C, 36£1°C

Figura 11 — Efeitos do estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia sobre o peso
relativo (%) do timo de frangos de corte machos. Os dados representam a média +

desvio padrdao. N=10 animais/grupo. ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle.
Teste “t” de Student
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Figura 12 — Efeitos do estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia sobre o peso
relativo (%) da bursa de Fabricius de frangos de corte machos. Os dados
representam a média + desvio padrdo. N=10 animais/grupo. ***p<0,001 em
relagdo ao grupo controle. Teste “t” de Student

Os dados referentes a0 exame microscopico do intestino delgado estdo descritos no
préoximo item: 8.1 — Comparagdo entre os resultados obtidos nas temperaturas 26+1°C,

31+1°C e 36£1°C.

5.2 EXPERIMENTO 2 — Avaliagdo dos indices zootécnicos, do peso relativo dos orgaos
linféides e da integridade do trato gastrointestinal em frangos de corte, submetidos ou ndo a

estresse térmico por calor (31£1°C) do 35° ao 41° dia de vida

Foram utilizados 120 frangos divididos ao acaso em 2 grupos iguais C, e E,, conforme
descrito em 4.4.1. Os animais do grupo controle (C,) permaneceram em temperatura
termoneutra e os do grupo experimental (E;) em temperatura a 31+1°C, produzindo-se desta
forma o estresse térmico, conforme descrito no item 4.4.1. Durante todo o periodo

experimental foram analisados os indices zootécnicos conforme descrito no item 4.4.2. No 42°
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dia de vida dos animais, selecionamos uma amostra de aves conforme o item 4.4.3 e
realizamos a eutanasia e necropsia das mesmas conforme descrito em 4.4.6. Os oOrgaos
linféides foram coletados e pesados conforme item 4.4.6; o trato intestinal foi, também,
retirado para analise de sua integridade como descrito em 4.4.7. A figura 6 ilustra este

protocolo experimental.

Resultados

O estresse térmico por calor (31£1°C) por 6 dias (35° ao 41° dia de vida das aves) foi
capaz de interferir com os indices zootécnicos dos animais. De fato, podemos observar que
esse estresse diminuiu estatisticamente o ganho de peso (t=4,393; p<0,01), o consumo de
racdo (t=4,817; P<0,01) das aves do grupo experimental em relacdo aquelas do grupo
controle. Nao observamos diferengas estatisticas com relagdo a conversdo alimentar e a
mortalidade. A tabela 3 mostra os resultados obtidos nesse procedimento, e as figuras 13 e 14

os ilustram.
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Tabela 3 — Avaliacdo dos indices zootécnicos em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (31+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

iNDICES ZOOTECNICOS C2 E . (311°C)
Ga“h‘zg‘;e peso 580,015 + 53,79 442,46 + 44,80 **
Consumo de racio (g) 1357,15 £ 56,01 1138,83 + 84,47**
2.35+0.28 2.58 +0.12

Conversao alimentar

Os dados representam a média + desvio padrao de N=5 lotes/grupo, sendo cada lote=12 animais. **p<0,01 em
relag¢@o ao controle e ***p<0,001 em relag@o ao controle. Teste “t” de Student.

800

Peso (g)

c, 31x1°C

Figura 13 — Avaliacdo do ganho de peso (g) em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (31+1°C) do 35° ao 41° dia de
vida. Os dados representam a média + desvio padrdo de N=5 lotes/grupo, sendo
cada lote=12 animais. **p<0,01 em relacdo ao grupo controle. Teste “t” de

Student
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Figura 14 — Avaliagcdo do consumo de ragdo (g) em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (31+1°C) do 35° ao 41° dia de
vida. Os dados representam a média = desvio padrdo de N=5 lotes/grupo, sendo
cada lote=12 animais. **p<0,01 em relacdo ao grupo controle. Teste “t” de
Student

Ainda, foi possivel constatar que a aplicagdo de um estresse térmico por calor
(31£1°C) por uma semana (35° ao 41° dia de vida das aves) ndo alterou estatisticamente
(p>0,05) o peso relativo do timo e do baco de frangos de corte, quando comparados com
aquelas coletadas dos animais do grupo controle. Porém, observamos que esse estresse
diminuiu estatisticamente o peso relativo da bursa de Fabricius (t=5,398; p<0,001). A tabela 4

mostra os resultados obtidos nesse procedimento, ¢ a figura 15 o ilustra.
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Tabela 4 - Avaliacdo dos orgdos linfoides de frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (31£1°C) do 35° ao 41° dia de vida

PESO RELATIVO % C, E ; (31£1°C)
TIMO 0,55+0,11 0,52+0,07
BACO 0,1040,02 0,08+0,02
BURSA 0,26:0,04 0,150,05%

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo.

*#%p<0,001 em relagdo ao grupo
controle. Teste “t” de Student.
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Figura 15 — Efeitos do estresse térmico por calor (31+1°C) do 35° ao 41° dia sobre o peso
relativo (%) da bursa de Fabricius de frangos de corte machos. Os dados
representam a média + desvio padrdo. N=10 animais/grupo. ***p<0,001 em
relagdo ao grupo controle. Teste “t” de Student

Os dados referentes a0 exame microscopico do intestino delgado estdo descritos no

préximo item 8.1 — Comparagdo entre os resultados obtidos nas temperaturas 26+1°C, 31£1°C

e 36+1°C.
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5. 3 EXPERIMENTO 3 — Avaliag¢dao dos indices zootécnicos, do peso relativo dos drgaos
linféides e da integridade do trato gastrointestinal em frangos de corte, submetidos ou ndo a

estresse térmico por calor (26£1°C) do 35° ao 41° dia de vida

Foram utilizados 120 frangos divididos ao acaso em 2 grupos iguais Cs e E3, conforme
descrito em 4.4.1. Os animais do grupo controle (Cs;) permaneceram em temperatura
termoneutra e os do grupo experimental (E3) em temperatura a 26+1°C, produzindo-se desta
forma o estresse térmico, conforme descrito no item 4.4.1. Durante todo o periodo
experimental foram analisados os indices zootécnicos conforme descrito no item 4.4.2. No 42°
dia de vida dos animais, selecionamos uma amostra de aves conforme o item 4.4.3 ¢
realizamos a eutandsia e necropsia dos mesmos conforme descrito em 4.4.6. Os Orgaos
linféides foram coletados e pesados conforme item 4.4.6; e o trato intestinal foi, também,
retirado para andlise de sua integridade como descrito em 4.4.7. A figura 6 ilustra este

protocolo experimental.
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Resultados

O estresse térmico por calor (26 £1°C) por uma semana (35° ao 41° dia de vida das
aves) interferiu com os indices zootécnicos € com o peso dos orgdos linfoides, dos animais.

As tabelas 5 e 6 mostram os resultados obtidos nesse experimento.

Tabela 5 — Avalia¢do dos indices zootécnicos em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

INDICES ZOOTECNICOS Cs E ; (26£1°C)
Ganho de peso 570,64 + 95,60 569,37+ 54,55
(2)
Consumo de racio (g) 1435,50 + 82,19 1364.00 +46.86
Conversao alimentar 2,57+0,48 2,40+0,16

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=5 lotes/grupo, sendo cada lote=12animais. p>0,05, em
relagdo ao controle. Teste “t” de Student.

Tabela 6 — Avaliacdo dos orgdos linféides de frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

PESO RELATIVO % C; E ;5 (26£1°C)
TIMO 0,623 + 0,094 0,578 + 0,066
BACO 0,091 + 0,021 0,078 0,014
BURSA 0,205 + 0.064 0.195 = 0.064

Os dados representam a média = desvio padrdo de N=10 animais/grupo. p>0,05 em relagdo ao grupo controle.
Teste “t” de student.
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Os dados referentes ao exame microscopico do intestino delgado estdo descritos no
proximo item 8.1 — Comparagao entre os resultados obtidos nas temperaturas 26+1°C, 31+1°C

e 36x1°C.

5.4 EXPERIMENTO 4 — Avaliacdo do hemograma, dos niveis séricos de corticosterona e da
atividade de macréfagos peritoneais em frangos de corte com 42 dias de vida, submetidos ou

ndo a estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

Foram utilizados 120 frangos divididos ao acaso em 2 grupos iguais C; e E;, conforme
descrito no item 4.4.1. Os animais do grupo controle (C;) permaneceram em temperatura
termoneutra ¢ os do grupo experimental (E;) em temperatura a 36:1°C, produzindo-se desta
forma o estresse térmico, conforme descrito no item 4.4.1. Para analise de macréfagos
peritoneais, no 40° dia de vida dos animais, selecionamos uma amostra de aves (item 4.4.3.)
para injecdo de Sephadex G50, conforme descrito em 4.4.8; no 42° dia de vida, os animais
foram eutanaziados para a colheita do lavado peritoneal como descrito no item 4.4.8 ¢
posteriormente foi realizada a analise como descrito no item 4.4.9. Para analise dos niveis de
corticosterona, os frangos foram separados randomicamente como no item 4.4.3 e
posteriormente foi realizada a coleta de sangue como descrito em 4.4.5. A figura 16 este

protocolo experimental.
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Figura 16 — Esquema do protocolo experimental que foi utilizado nos experimentos 4, 5 e 6

Resultados

O estresse térmico por calor (36 £1°C) por uma semana (35° ao 41° dia de vida dos
frangos) nao foi capaz de interferir com a quantidade de hemaécias, com o hematdcrito e com o
numero de leucdcitos; os resultados obtidos encontravam-se todos dentro dos valores
hematoldgicos considerados como sendo normais para frangos de corte (Tabela 7). A tabela 8

mostra os resultados obtidos nesse procedimento.
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Tabela 7 — Intervalo de parimetros hematolégicos considerados normais de frangos
(Gallus gallus domesticus)

Parametros Intervalo
Hemacias (10°ul) 2,5-35
Hematécrito (%) 22 -35
Leucocitos (10°nl) 12 -30
Heterdfilos (10°ul) 3-6
Linfocitos (10°ul) 7-17,5
Monécitos (10°pl) 0,15-2
Eosinofilo (10°ul) 0-1

Basofilos (103ul) Raros

Adaptado de Jain (1993); Cardoso e Tessari (2003)

Tabela 8 — Avaliagdo do hemograma em frangos de corte com 42 dias de vida, submetidos ou
ndo a estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

PARAMETROS C, E ; (36£1°C)
Eritrécitos (10°ul) 2,49+0,45 2,80+0,33
Hematdcrito (%) 27,30+2,54 28,20+1,61
Leucécitos (10°ul) 10,80+2,58 10,85+2,92
Heterofilos (10°pul) 3,49+1,38 3,34+10,33
Linfécitos (10°pl) 6,82+1,60 6,87+2,14
Mondcitos (10°nl) 0,25+0,15 0,35+0,19
Eosinéfilos (10°nl) 0,45+0,32 0,50+0,22
Heterofilo/Linfocitos 0,49+0,16 0,50+0,14

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo. Teste “t” de Student.
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Em relacdo os niveis séricos de corticosterona, observamos aumento estatisticamente
significante (U= 99,00, p<0,01) dos mesmos entre os frangos submetidos a temperatura de
36+1°C, quando comparado com o grupo controle. A tabela 9 mostra e a figura 17 ilustra os

resultados desse procedimento.

Tabela 9 — Avaliagao dos niveis séricos de corticosterona de frangos de corte com 42 dias de
vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (36£1°C) do 35° ao 41° dia de

vida
Parametro G E{ (36x£1°C)
Corticosterona (ng/ml) 53,59+18,80 109,59+42,78**

**p<0,01. Teste de Mann-Whitney. n=10 animais/grupo
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Figura 17 — Avaliag¢do dos niveis séricos de corticosterona em frangos de corte com 42 dias de
vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (36+1°C) do 35° ao 41° dia
de vida. **p<0,01 em relagdo ao grupo controle, teste de Mann-Whitney. n=10
animais/grupo
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Neste experimento, também analisamos a atividade de macrofagos peritoneais de
frangos de corte. A fenotipagem dessas células foi realizada através do marcador KUL-01,
tendo-se identificado a populacdo de macréfagos peritoneais; sendo que obtivemos uma
média maior que 90% de marcacdo na area selecionada para andlise (Apéndice D). Esses
valores foram repetidos em todos os experimentos em que se usaram oS macrofagos

peritoneais.

O citograma que ilustram os dados relativos ao SSC (feixe Optico de luz que indica a
granulosidade da célula) vs FSC (feixe 6ptico de luz que indica o tamanho da célula) de
leucdcitos do lavado peritoneal dos frangos de corte sdo apresentados a seguir (Figura 18)
bem como o histograma que ilustra a fluorescéncia desta célula frente ao estimulo do
marcador KUL-01 (Figura 19). Citogramas e histogramas semelhantes foram utilizados para a
analise individual das populagdes de macréfagos peritoneais das aves controles e

experimentais.

Com relacdo a atividade de macréfagos, mensuramos o Burst Oxidativo basal dessas
células, o Burst Oxidativo induzido pela Fagocitose e a Fagocitose (intensidade e
porcentagem). Nao encontramos diferengas estatisticas (p>0,05) entre os grupos controle e
experimental nos valores referentes ao Burst Oxidativo Basal e Fagocitose (intensidade e
porcentagem); porém, observamos diferen¢as no Burst Oxidativo induzido pela fagocitose
(t=2,740; p<0,05). As tabelas 10 e 11 mostram os valores e a figura 20 ilustra os resultados

obtidos nesse experimento.
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Figura 18 — Citograma de leucdcitos peritoneias de frangos de corte com 42 dias de vida,
sendo que a 4rea circulada em vermelho representa os macréfagos peritoneais

marcados com KUL-01, utilizados nos experimentos
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Tabela 10 — Avaliacdo da fagocitose de macréfagos peritoneais de frangos de corte com 42
dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (36£1°C) do 35° ao

41° dia de vida
FAGOCITOSE C E 1 36x1°C)
Intensidade 85.06+24.14 92.10+£27.78
Porcentagem 89.77+10.10 88.20+10.92

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo. p>0,05, em relagcdo ao controle. Teste
“t” de Student

Tabela 11 — Avaliagdo da fagocitose de macrofagos peritoneais de frangos de corte com 42
dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (36£1°C) do 35° ao

41° dia de vida
PARAMETROS C E 1 36x1°C)
Burst Oxidativo basal 628.90 + 315.40 532.06 £226.89

Burst Oxidativo na presenga de
525.97 £ 221.11 320,74+78,28*

S.aureus

Os dados representam a média =+ desvio padrdo de N=10 animais/grupo. *p<0,05, em relagdo ao controle. Teste
“t” de Student.
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Figura 20 — Burst Oxidativo induzido em macrofagos pela fagocitose de S. aureus. Os dados
referem-se a intensidade de fluorescéncia, de frangos de corte submetidos ou nédo
ao estresse térmico por calor (36+£1°C). N=10 animais/grupo. *p<0,05 em relacdo
ao grupo controle. Teste “t” de Student
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5.5 EXPERIMENTO 5 — Avaliagcdo do hemograma, dos niveis séricos de corticosterona e da
atividade de macréfagos peritoneais de frangos de corte com 42 dias de vida, submetidos ou

ndo a estresse térmico por calor (31+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

Foram utilizados 120 frangos divididos ao acaso em 2 grupos iguais C; e E,, conforme
descrito em 4.4.1. Os animais do grupo controle (C,) permaneceram em temperatura
termoneutra do primeiro ao 42° dia de vida, e o do grupo experimental (E;) em temperatura a
31£1°C, produzindo-se desta forma um estresse térmico, conforme descrito no item 5.3.1.
Para analise de macrdfagos peritoneais, no 40° dia de vida dos animais, selecionamos uma
amostra de aves (item 4.4.3.) para injecdo de Sephadex G50, conforme descrito em 4.4.8; no
42° dia de vida, os animais foram eutanaziados para a colheita do lavado peritoneal como
descrito no item 4.4.8; posteriormente, foi realizada sua analise como descrito no item 4.4.9.
Para analise dos niveis de corticosterona, os frangos foram separados randomicamente como
no item 4.4.3; posteriormente, foi realizada a coleta de sangue para dosagens do hormdnio,

como descrito em 4.4.5. A figura 16 este protocolo experimental.

Resultados

O estresse térmico por calor (31 +1°C) aplicado por uma semana (35° ao 41° dia de
vida das aves) ndo interferiu com a quantidade de hemdcias, com hematdcrito e com o niimero
de leucdcitos; os valores obtidos encontravam-se todos dentro dos parametros hematoldgicos
considerados como sendo normais para frangos de corte (Tabela 7). A tabela 12 mostra os

resultados obtidos nesse procedimento.
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Tabela 12 — Avaliagdo do hemograma em frangos de corte com 42 dias de vida, submetidos
ou ndo a estresse térmico por calor (31£1°C) do 35° ao 41° dia de vida

PARAMETROS C, E , (31£1°C)
Eritrécitos (10°ul) 2,44+0,47 2,41+0,57
Hematocrito (%) 27+2,58 27,8+2.7
Leucocitos (10°ul) 10,75+2,90 10,2542,65
Heterofilos (10°pul) 3,48+1,42 3,42+1,11
Linfocitos (10°pul) 6,75+1,58 6,19+1,57
Monécitos (10°nl) 0,25+0,18 0,29+0,14
Eosinéfilos (10°nl) 0,45+0,32 0,6+0,40
Hetero6filo/Linfécitos 0,50+0,14 0,56+0,16

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo. Teste “t” de Student.

Em relagdo os niveis séricos de corticosterona, observamos aumento estatisticamente
significante (U=98,00, p<0,001) das amostras colhidas dos frangos submetidos a temperatura
de 31+1°C quando comparados com os do grupo controle. A tabela 13 mostra e a figura 21

ilustra os resultados desse procedimento.

Tabela 13 — Avaliag@o dos niveis séricos de corticosterona de frangos de corte com 42 dias de
vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (31+1°C) do 35° ao 41° dia

de vida
Parametro C, E ; (31£1°C)
Corticosterona 39,83+10,94 92,69+27,38%*

**p<0,01. Teste de Mann-Whitney. n=10 animais/grupo
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Figura 21 — Avalia¢do dos niveis séricos de corticosterona de frangos de corte com 42 dias de
vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (31+1°C) do 35° ao 41° dia
de vida. **p<0,01 em relagdo ao grupo controle, teste de Mann-Whitney. n=10
animais/grupo

Neste experimento, também analisamos a atividade de macréfagos peritoneais de
frangos de corte. A fenotipagem dessas células foi realizada através do marcador KUL-01,
tendo-se identificado a populagdo de macrofagos peritoneais; sendo que obtivemos uma
média maior que 90% de marcacdo na drea selecionada para andlise (Apéndice D). Esses
valores foram repetidos em todos os experimentos em que se usaram os macréfagos
peritoneais.

Com relagdo a atividade de macréfagos, mensuramos o Burst Oxidativo basal dessas
células, o Burst Oxidativo induzido pela Fagocitose e a Fagocitose (intensidade e
porcentagem). Nao encontramos diferencas estatisticas nos valores referentes a Fagocitose
(intensidade e porcentagem); porém, observamos diferencas quanto ao Burst Oxidativo Basal
(t=2,517; p<0,05) e Burst Oxidativo induzido pela fagocitose (U(134,76)=79; p<0,05). As

tabelas 14 e 15 mostram os valores e as figuras 22 e 23 os ilustram.
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Tabela 14 — Avalia¢do da fagocitose de macrofagos peritoneais de frangos de corte com 42
dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (31£1°C) do 35° ao

41° dia de vida
FAGOCITOSE C, E ; 31+£1°C)
Intensidade 83.984+46.96 69.72+25.98
Porcentagem 95.00+4.10 94.58+5.10

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo. p>0,05, em relagdo ao controle. Teste
“t” de Student.

Tabela 15 — Avaliagdo da fagocitose de macrofagos peritoneais de frangos de corte com 42
dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (31£1°C) do 35° ao

41° dia de vida
PARAMETROS C, E , 31£1°C)
Burst Oxidativo basal 549.98+196.66 373.35+102.82*

Burst Oxidativo na presenga de
449.514221.25 253.63+£99.41*

S.aureus

Os dados representam a média =+ desvio padrdo de N=10 animais/grupo. *p<0,05, em relagdo ao controle. Teste
“t” de Student (paramétrico). Teste de Mann-Whitney (nfo paramétrico)
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Figura 22 — Burst Oxidativo basal em macrofagos peritoneais. Os dados referem-se a
intensidade de fluorescéncia, de frangos de corte machos submetidos ou nao ao
estresse térmico por calor (31+1°C). N=10 animais/grupo. *p<0,05 em relacio
ao grupo controle. Teste “t” de Student
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Figura 23 — Burst Oxidativo induzido em macrofagos pela fagocitose de S. aureus. Os dados
referem-se a intensidade de fluorescéncia, de frangos de corte machos submetidos
ou ndo ao estresse térmico por calor (31+£1°C). N=10 animais/grupo. *p<0,05 em
relacdo ao grupo controle. Teste de Mann-Whitney
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5.6 EXPERIMENTO 6 — Avaliacdo do hemograma, dos niveis séricos de corticosterona e da
atividade de macrofagos peritoneais em frangos de corte com 42 dias de vida, submetidos ou

ndo a estresse térmico por calor (26+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

Foram utilizados 120 frangos divididos ao acaso em 2 grupos iguais C; € E3, conforme
descrito em 4.4.1. Os animais do grupo controle (C;) permaneceram em temperatura
termoneutra do primeiro ao 42° dia de vida, e os do grupo experimental (E3) em temperatura a
26+1°C, produzindo-se desta forma um estresse térmico, conforme descrito no item 5.3.1.
Para analise de macrofagos peritoneais, no 40° dia de vida dos animais, selecionamos uma
amostra de aves (item 4.4.3.) para inje¢do de Sephadex G50, conforme descrito em 4.4.8; no
42° dia de vida, os animais foram eutanaziados para a colheita do lavado peritoneal como
descrito no item 4.4.8; posteriormente, foi realizada sua analise como descrito no item 4.4.9.
Para analise dos niveis de corticosterona, os frangos foram separados randomicamente como
no item 4.4.3 e, posteriormente, foi realizada a coleta de sangue como descrito em 4.4.5. A

figura 16 este protocolo experimental.

Resultados

O estresse térmico por calor (26 +£1°C) por uma semana (35° ao 41° dia de vida das
aves) ndo interferiu com a quantidade de heméacias, com hematdcrito € com o nimero de
leucocitos; todos os valores observados encontravam-se dentro dos parametros hematoldgicos
considerados normais como sendo normais para frangos de corte (Tabela 7). A tabela 16

mostra os resultados obtidos nesse procedimento.
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Tabela 16 — Avaliagdo do hemograma em frangos de corte com 42 dias de vida, submetidos
ou ndo a estresse térmico por calor (26£1°C) do 35° ao 41° dia de vida

PARAMETROS C; E 3 (26£1°C)
Eritrécitos (10°ul) 2,57+0,50 2,77+0,42
Hematocrito (%) 27,33+1,88 29,12+2.52
Leucécitos (10°ul) 11,55+2,84 13,1246,51
Heterd6filos (10°pl) 3,50+1,42 3,842,23
Linfocitos (10°pul) 6,75+1,58 7,17+1,19
Monécitos (10°nl) 0,24+0,14 0,21+0,08
Eosinéfilos (10°nl) 0,45+0,5 0,62+0,40
Heterdéfilo/Linfécitos 0,50+0,14 0,40+0,13

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo. Teste “t” de Student.

Em relacdo os niveis séricos de corticosterona, ndo encontramos diferencas estatisticas
(p>0,05) entre os dados provenientes de frangos submetidos a temperatura de 26+1°C e

aqueles do grupo controle. A tabela 17 mostra os resultados desse procedimento.

Tabela 17 — Avaliacdo dos niveis séricos de corticosterona de frangos de corte com 42 dias de
vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26+1°C) do 35° ao 41° dia

de vida
Parametro C; 26+1°C
Corticosterona (ng/ml) 44,70+18,35 38,30£15,41

p>0,05. Teste de Mann-Whitney. n=10 animais/grupo

Neste experimento, também analisamos a atividade de macrofagos peritoneais de
frangos de corte. A fenotipagem dessas células foi realizada através do marcador KUL-01,
tendo-se identificado a populacdo de macrofagos peritoneais; sendo que obtivemos uma

média maior que 90% de marcacdo na area selecionada para andlise (Apéndice D). Esses
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valores foram repetidos em todos os experimentos em que se usaram oS macrofagos

peritoneais.

Com relagdo a atividade de macrofagos, mensuramos o Burst Oxidativo basal, o Burst
Oxidativo induzido pela Fagocitose e a Fagocitose (intensidade e porcentagem) dessas
células. Nao encontramos diferengas estatisticas para nenhum dos parametros analisados. As

tabelas 18 e 19 mostram os valores obtidos nesse experimento.

Tabela 18 — Avaliacdo da fagocitose de macréfagos peritoneais de frangos de corte com 42
dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26=1°C) do 35° ao

41° dia de vida
FAGOCITOSE C; E ;3 (26+1°C)
Intensidade 84,85+24,22 78,50+£30,28
Porcentagem 90,68+11,17 93,91+4,83

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo. p>0,05, em relagdo ao controle. Teste
“t” de Student.

Tabela 19 — Avaliacdo da fagocitose de macréfagos peritoneais de frangos de corte com 42
dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26=1°C) do 35° ao

41° dia de vida
PARAMETROS C; E 3 (26£1°C)
Burst Oxidativo basal 586,91+244,76 621,07+199,82

Burst Oxidativo na presenca de
409,38+196,62 485,70+£190,45
S.aureus

Os dados representam a média =+ desvio padrdo de N=10 animais/grupo. *p<0,05, em relagdo ao controle. Teste
“t” de Student (paramétrico).
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5.7 Comparagdes entre os resultados obtidos nas temperaturas 361°C, 31£1°C e 26£1°C

Apds a andlise dos resultados acima, realizamos uma comparagdo entre os dados
provenientes dos grupos experimentais 1, 2, 3 e a media dos controles, a fim de avaliar as
diferencas entre o estresse térmico por calor nas temperaturas de 36+1°C, 31+1°C e 26+1°C.
Utilizamos nesta comparacdo a média dos resultados dos diferentes grupos controles, pois niao
encontramos diferengas significantes (p>0,05) entre eles, isto ¢, entre os dados provenientes
dos animais dos grupos controles utilizados em todos os experimentos realizados.

Com relagdo aos indices zootécnicos, observamos diferencas estatisticas entre os
grupos estresse 36+1°C e o grupo 31£1°C, mais especificamente para os dados de ganho de
peso (F(3,26)=17,75; p<0,05), conversdo alimentar (F(3,26)=6,80; p<0,05). Nao observamos
diferengas estatisticas entre os grupos estresse 36+1°C e o grupo 31£1°C para o consumo de
racdo (p>0,05). Quando comparamos os grupos 36+1°C com o grupo 26+1°C, observamos
diferencgas estatisticas em todos os pardmetros: ganho de peso (F(3,26)=17,75; p<0,001),
consumo de ragdo (F(3,26)=23,79; p<0,01) e CA F(3,26)=6,80; p<0,05). Agora,
comparando-se o grupo 31+1°C com o 26+1°C apenas obtivemos diferengas estatisticas
quanto ao ganho de peso (F(3,26)=17,75; p<0,001) e consumo de ragdo (F(3,26)=23,79;
p<0,01). Porém, continuamos a observar, uma diminuicdo estatisticamente significante no
ganho de peso (F(3,26)=17,75; p<0,001), no consumo de ra¢do (F(3,26)=23,79; p<0,001) e
um aumento da conversdo alimentar das aves (F(3,26)=6,80; p<0,05) mantidas a 36£1°C em
relacdo aquelas do grupo controle (Cyr). Observamos, também, diminui¢do no ganho de peso
(F(3,26)= 17,75; p<0,05) e no consumo de ragdo (F(3,26)=23,79; p<0,01) quando
comparamos os grupos experimental 31+1°C e o grupo controle (Cy); € ndo observamos

diferencas estatisticas para nenhum parametro quando comparamos o grupo 26+1°C com o
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grupo controle (Cy). A tabela 20 mostra os resultados obtidos nessa analise e as figuras 24, 25

e 26 os ilustram.

Tabela 20 — Comparac¢do dos indices zootécnicos em frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26£1°C, 31+1°C e 36+1°C) do 35°
ao 41° dia de vida

INDICES
] Cwum E ;5 (26£1°C) E ; (31£1°C) E | (36£1°C)
ZOOTECNICOS
Ganho de peso !
© S91,121£66,54° 569 37+454,55'  442,46+44,80* 347,72+ 109,70°

Consumo de

i 1438,00+87.49"  1364.0046,.86' 1138.83484.47% 1137.3+117,62°
racio (g)

Conversao

) 2,46 + 0,32 2,40+ 0,16 2.51£0.20" 3,52 + 1,03
alimentar

Os dados representam a média + desvio padrio de N=5 lotes/grupo, sendo cada lote=12 animais. Os niimeros
diferentes em sobrescrito significam diferengas estatisticas significantes pelo menos a p<0,05. Analise de
variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer.
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Figura 24 — Efeitos do estresse térmico por calor (26£1°C, 31+1°C e 36+1°C) do 35° ao 41°
dia sobre o ganho de peso (g) de frangos de corte machos. Os dados representam a
média + desvio padrdo. N=5 lotes/grupo, sendo cada lote=12 animais. Numeros
diferentes em sobrescrito significam diferengas estatisticas significantes (p<0,05).
Andlise de variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer

2000+

Peso (g)

Controle  26°C 31°C 36°C

Figura 25 — Efeitos do estresse térmico por calor (31+1°C e 36+1°C) do 35° ao 42° dia sobre o
consumo de ragdo (g) de frangos de corte machos. Os dados representam a média +
desvio padrdo. N=5 lotes/grupo, sendo cada lote=12 animais. Numeros diferentes
em sobrescrito significam diferengas estatisticas significantes (p<0,01). Analise de
variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer
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Figura 26 — Efeitos do estresse térmico por calor (26+1°C, 31+1°C e 36+1°C) do 35° ao 42°
dia sobre a conversdo alimentar (CA) de frangos de corte machos. Os dados
representam a média + desvio padrdo. N=5 lotes/grupo, sendo cada lote=12
animais. Numeros diferentes em sobrescrito significam diferencas estatisticas
significantes (p<0,05). Analise de varidncia ANOVA, seguido do teste de Tukey-
Kramer

Com relagdo aos pesos relativos dos oOrgdos linfoides, ndo obtivemos diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais 36+1°C e 31+1°C e entre os grupos 31+1°C e
26+1°C, mais especificamente quanto ao peso do timo, bago e bursa de Fabricius (p>0,05).
Porém, quando comparamos os grupos 36£1°C e 26+1°C, encontramos diminui¢do estatistica
no peso relativo da bursa (F(3,56)=12,36; p<0,05) ¢ do timo (F(3,56)=9,40; P<0,01).
Obtivemos, também diminui¢@o estatisticamente significante no peso do timo (F(3,56)=9,40;
p<0,001) e da bursa (F(3,56)=12,36; p<0,001), dos animais do grupo experimental 36£1°C em
relagdo ao controle (Cy). Observamos diminui¢do estatistica no peso das bursas
(F(3,56)=12,36; p<0,05) provenientes dos frangos do grupo experimental 31+£1°C em relagdo
ao grupo controle (Cy); e ndo observamos diferengas estatisticas no peso relativo de nenhum
orgdo linféide analisado, quando comparamos o grupo 26+£1°C com o grupo controle (Cy).

A tabela 21 mostra os resultados obtidos nessa analise e as figuras 27 e 28 os ilustram.
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Tabela 21 — Avaliacdo dos orgdos linfoides de frangos de corte com 42 dias de vida,
submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26+1°C, 31+1°C e 36+1°C) do

35°ao0 41° dia de vida
ORGAOS
, Cwu E 3 (26£1°C) E ; (31x1°C) E 1 (36£1°C)
LINFOIDES
TIMO 0,58+0,10 0,57 + 0,066 0,52+0,07" 0,42+0,06”
BACO 0,0960,02 0,078 + 0,014 0,08+0,02" 0,07+0,02"
BURSA 0,227+0,05 0.195 + 0.064 0,15+0,05 0,12+0,04>

Os dados representam a média = desvio padrdo de N=10 animais/grupo Os numeros diferentes em sobrescrito
significam diferencas estatisticas significantes (p<0,01). Andlise de varidncia ANOVA, seguido do teste de
Tukey-Kramer.
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Figura 27 — Efeitos do estresse térmico por calor (26=1°C, 31£1°C e 36+1°C) do 35° ao 41°
dia sobre o peso relativo (%) do timo de frangos de corte machos. Os dados
representam a média + desvio padrao de N=10 animais/grupo. Numeros diferentes
em sobrescrito significam diferencas estatisticas significantes (p<0,01). Analise de
variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer



91

0.25+ 1

Peso relativo (%)

I
Controle  26°C 31°C 36°C

Figura 28 — Efeitos do estresse térmico por calor (26+1°C, 31+1°C e 36£1°C) do 35 ° ao 41°
dia sobre o peso relativo (%) da bursa de Fabricius de frangos de corte machos.
N=10 animais/grupo Numeros diferentes em sobrescrito significam diferencas
estatisticas significam diferengas estatisticas significantes (p<0,01). Analise de
varidncia ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer

Com relagdo ao hemograma ndo obtivemos nenhuma diferenca estatistica ao compararmos os
grupos experimentais (36£1°C, 31£1°C e 26£1°C) e o grupo controle (Cy). A tabela 22

mostra os resultados obtidos nessa analise.
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Tabela 22 — Comparagdo do hemograma em frangos de corte, submetidos ou ndo a estresse
térmico por calor (26+1°C, 31+1°C e 36+1°C) do 35° a0 41° dia de vida

PARAMETROS Cwm E;(26+1°C) E,(31£1°C) E (36£1°C)
Eritrécitos (10°ul) 2,5+0,46 2,77+0,42 2,41+0,57 2,80+0,33
Hematocrito (%) 27.2+2.28 29,1242,52 27,827 28,20+1,61
Leucocitos (103ul) 11,03+£2,71 13,12+6,51 10,25+2,65 10,85+2,92
Heterofilos (10°ul) 3,49+1,36 3,8+2,23 3,42+1,11 3,34+10,33
Linfécitos (10°ul) 6,76+1,52 7,17+1,19 6,19+1,57 6,87+2,14
Monécitos (10°pl) 0,25+0,15 0,21+0,08 0,29+0,14 0,35+0,19
Eosinoéfilos (10°ul) 0,45+0,45 0,62+0,40 0,06+0,40 0,5+0,22
Heterofilo/Linfécitos 0,50+0,14 0,40+0,13 0,56+0,16 0,50+0,14

Os dados representam a média =+ desvio padrio de N=10 animais/grupo. P>0,05 em relag@o aos grupos. Analise

de variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer.

Ao compararmos os resultados obtidos na avaliacdo da atividade de macrofagos

peritoneais, observamos uma diminui¢do no Burst oxidativo basal (F(3,56)=3,04; p<0,05) e

no Burst oxidativo na presenga de SAPI (F(3,56)=4,29; p<0,05) das aves do grupo 31°C com

relagdo ao grupo Cy e ao grupo 26+1°C. Como mostra a tabela 24 e ilustram as figuras 29 e

30. Nao observamos diferencas estatisticas entre os outros grupos € 0s outros parametros

analisados (intensidade e porcentagem de fagocitose) (Tabela 23).
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Tabela 23 — Avaliagdo da Fagocitose de macrofagos peritoneais de frangos de corte com 42
dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26=1°C) do 35° ao
41° dia de vida

FAGOCITOSE Cwu E 3 (26£1°C) E ; (31£1°C) E 3(36x1°C)

Intensidade 84,63+32.36" 78,50+30,28" 69.72425.98! 92.10+27.78"

Porcentagem 93,93+4,74' 93,91+4,83" 94.58+5.10" 88.20+10.92"

Os dados representam a média = desvio padrdo de N=10 animais/grupo. Os niimeros diferentes em sobrescrito
significam diferengas estatisticas significantes (p<0,05). Andlise de varidncia ANOVA, seguido do teste de
Tukey-Kramer.

Tabela 24 — Avaliagdo da Fagocitose de macrofagos peritoneais de frangos de corte com 42
dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26=1°C) do 35° ao
41° dia de vida

PARAMETROS Cwm E 3 (26x1°C) E ; 31£1°C) E 1 36x1°C)

Burst basal 602,03+247,63"  621,07£199,82" 373.35+102.82* 532.06+226.89'2

Burst na presenga
463,70+£212,26' 485,70£190,45'  253.63+99.41*  320,74+78,28"?
de S.aureus

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo. Os nimeros diferentes em sobrescrito
significam diferengas estatisticas significantes (p<0,01). Andlise de varidncia ANOVA, seguido do teste de
Tukey-Kramer.
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Figura 29 — Burst Oxidativo basal em macrofagos peritoneais. Os dados referem-se a
intensidade de fluorescéncia de macréfagos provenientes de frangos de corte,
submetidos ou ndo ao estresse térmico por calor (26+1°C, 31+1°C e 36£1°C).
N=10 animais/grupo. Numeros diferentes em sobrescrito significam diferencas
estatisticas significantes. Analise de varidncia ANOVA, seguido do teste de
Tukey-Kramer
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Figura 30 — Burst Oxidativo induzido em macréfagos pela fagocitose de S. aureus. Os dados
referem-se a intensidade de fluorescéncia de macrofagos provenientes de frangos de
corte, submetidos ou ndo ao estresse térmico por calor (26£1°C, 31£1°C e 36+1°C).
N=10 animais/grupo. Numeros diferentes em sobrescrito significam diferencas
estatisticas significantes. *p<0,05 em relacdo aos grupos. Analise de varidncia
ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer
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Em relagdo aos niveis séricos de corticosterona, encontramos um aumento
estatisticamente significante nos grupos 31+1°C e 36£1°C quando comparados com os grupos
26 e Cy (KW=32,28, p<0,001). Nao encontramos diferencas estatisticas entre os grupos
31£1°C e 36%1°C e entre os grupos 26£1°C e o Cy. A tabela 25 mostra os resultados obtidos
nessa analise e a figura 31 o ilustra.

Tabela 25 — Avaliag@o dos niveis séricos de corticosterona de frangos de corte com 42 dias de
vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26+1°C, 31£1°C e 36+1°C)

do 35° a0 41° dia de vida
Parametro Cm E; (26+1°C) E; (31+1°C) E, (36+1°C)
Corticosterona

46,08+16,82" 38,30+15,41" 92,69+27,382 109,59+42,78>
(ng/ml)

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo Os nimeros diferentes em sobrescrito

significam diferengas estatisticas significantes (p<0,01). Analise de varidncia ANOVA, seguido do teste de
Tukey-Kramer.
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Figura 31 — Avaliag@o dos niveis séricos de corticosterona de frangos de corte com 42 dias de
vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por calor (26£1°C, 31£1°C e 36+1°C) do
35° ao 41° dia de vida. N=10 animais/grupo. Nuimeros diferentes em sobrescrito
significam diferencas estatisticas significantes. p<0,01 em relacdo aos grupos.
Anadlise de variancia ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn
de comparagdes multiplas



96

No exame microscopico do intestino delgado, mais especificamente em jejuno,
observamos que os estresses de 31+1°C e de 36+1°C foram capazes de causar enterite
discreta, porém, esses estresses ndo modificaram o comprimento das vilosidades e a
morfologia das criptas. Observamos, também, a presenca de um importante infiltrado
linfocitico plasmocitico na lamina propria (Figura 32 e 33). Foi possivel observar em algumas
amostras a presenca de heterdfilos na lamina propria, porém ndo observamos diferencas
estatisticas (Figura 34). Em nenhuma amostra encontramos parasitas intestinais. As figuras
35, 36, 37, 38, 39, 40 ¢ 41 ilustram esses resultados

Nao se encontraram diferengas estatisticas para relacdo vilo/cripta, comprimento da
vilosidade, morfologia de cripta, densidade de linfécitos intra-epiteliais, heterdfilos e
eosindfilos quando da avaliagdo semiquantitativa. (Apéndice A, B e C). O ambiente de
26+1°C nao foi capaz de alterar nenhum parametro analisado na avaliagcdo semiquantitativa.
Quando avaliamos duodeno e ileo, ndo observamos diferencas estatisticas para nenhum

parametro histopatologico avaliado (Apéndice A, B e C).
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Figura 32 — Anélise semiquantitativa da mucosa do jejuno de frangos de corte submetidos ou
nio ao estresse térmico de 26+1°C, 31+1°C e 36+1°C: analise do infiltrado
inflamatério. N=10 animais/grupo. A linha interna representa a mediana e as
marcas circulares os valores individuais. Numeros diferentes em sobrescrito
significam diferencas estatisticas significantes (p<0,01). Analise de variancia
ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn de comparacdes
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Figura 33 — Analise semiquantitativa da mucosa do jejuno de frangos de corte submetidos ou
ndo ao estresse térmico de 26+1°C, 31+£1°C e 36+1°C: analise do infiltrado de
mononucleares. N=10 animais/grupo. A linha interna representa a mediana e as
marcas circulares os valores individuais. Numeros diferentes em sobrescrito
significam diferencas estatisticas significantes (p<0,01). Analise de variincia
ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn de comparacdes
multiplas
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Figura 34 — Analise semiquantitativa da mucosa do jejuno de frangos de corte submetidos ou
ndo ao estresse térmico de 26+1°C, 31+1°C e 36+1°C: analise de heterofilos.
N=10 animais/grupo. A linha interna representa a mediana e as marcas circulares
os valores individuais. Nao obtivemos diferengas estatisticas entre os grupos
(p>0,05). Andlise de variancia ANOVA, seguido do teste de Kruskal-Wallis e
teste de Dunn de comparagdes multiplas
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Figura 35 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte controle, com 42 dias de vida.
Estrutura de vilos (A) e criptas (B) dentro da normalidade, e auséncia de infiltrado
linfo-plasmocitario na lamina propria. Letra C indica camada muscular. HE, 40x
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Figura 36 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte controle, com 42 dias de vida.
Vilosidade com auséncia de infiltrado inflamatorio linfo-plasmocitario na lamina
propria (LP). Letra D representa regido epitelial. HE, 200x

Figura 37 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte submetidos a estresse de 31£1°C,
com 42 dias de vida. Presenca de infiltrado linfo-plasmocitario na lamina prépria
(LP), caracterizando enterite discreta. Seta indica heterofilo na lamina prépria
(LP) e letra D indica regiao epitelial. HE, 200x

Figura 38 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte submetidos a estresse de 36+1°C,
com 42 dias de vida. Presenca de infiltrado linfo-plasmocitdrio na lamina prépria
(LP), caracterizando enterite discreta. Seta indica heter6filo na lamina propria
(LP) e letra D indica regido epitelial. HE, 200x

Figura 39 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte controle. Estrutura normal de
lamina prépria (LP). Vilosidade com auséncia de infiltrado inflamatorio linfo-
plasmocitario na lamina prépria (LP). Letra D representa regido epitelial. Seta
indica linfocito intraepitelia HE, 400x

Figura 40 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte submetidos a estresse de 31+1°C,
com 42 dias de vida. Presenca de infiltrado linfo-plasmocitario na lamina prépria
(LP), caracterizando enterite discreta. Seta indica heterofilo na lamina propria
(LP) e letra D indica regido epitelial. HE, 400x

Figura 41 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte submetidos a estresse de 36£1°C,
com 42 dias de vida. Presenca de infiltrado linfo-plasmocitario na lamina prépria
(LP), caracterizando enterite discreta. Seta indica heterofilo na lamina prépria
(LP) e letra D indica regido epitelial. HE, 400x
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6 DISCUSSAO

Os presentes resultados mostram que o estresse térmico por calor foi capaz de alterar o
desempenho das aves, o peso dos 6rgdos linfdides, a atividade de macréfagos peritoneais e a
integridade intestinal. De fato, o estresse por calor, nas temperaturas de 31£1°C e 36+1°C
aplicado do 35° ao 41° dia de vida dos animais: 1 — diminuiu o ganho de peso e o consumo de
racdo, porém sé observamos diminui¢do da conversdo alimentar ¢ da mortalidade nas aves
submetidas a estresse de 36+1°C; 2 — ndo foi capaz de interferir com os resultados do
hemograma; 3 — ndo foi capaz de interferir com o peso relativo do bago, entretanto, diminuiu
o peso relativo da bursa de Fabricius; apenas a temperatura de 36+1°C diminuiu o peso
relativo do timo; 4 — diminuiu o burst oxidativo basal de macrdéfagos, porém apenas a
temperatura de 31+1°C foi capaz de diminuir o burst oxidativo desses macrofagos na presenca
de S. aureus. 5 — aumentou os niveis sé€ricos de corticosterona; 6 — alterou a estrutura do
intestino delgado, mais especificamente a regido do jejuno em que se observou um aumento
de infiltrado inflamatorio com predominio de células mononucleares.

Com relagdo aos dados referentes aos animais submetidos a temperatura de 26+1°C,
ndo encontramos diferengas estatisticas para nenhum dos parametros estudados quando
comparados aos obtidos nas aves do grupo controle. Dessa forma, acreditamos que essa
variacdo de temperatura ndo seja suficiente para causar transtornos fisiologicos relevantes,
principalmente na esfera dos indices zootécnicos e dos pardmetros neuroimunes aqui
analisados. De fato, outros pesquisadores t€ém considerado a temperatura de 26°C ou valores
proximos a ele como sendo termoneutra e a usam como temperatura controle (ROZENBOIM
et al., 2007).

Uma vez que os experimentos foram realizados in vivo, para entender os possiveis

efeitos do estresse térmico por calor (31£1°C, 36+1°C), é necessario que se considere
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preliminarmente a atuacdo do estresse sobre a resposta neuroimune e, posteriormente, sua
relagdo com o desempenho, o peso relativo dos 6rgdos linfoides, o hemograma, a atividade
dos macrofagos e a integridade intestinal dos frangos de corte.

O Sistema Nervoso Central € o principal controlador e interprete dos efeitos de fatores
estressantes sobre as respostas comportamentais e fisioldgicas. O SNC € assim, o primeiro
alvo do estresse, seguido pelos sistemas enddcrino, sistema cardiovascular e sistema imune,
cujas alteragdes, sabidamente, sdo comunicantes (MCEWEN, 2000).

Para comegarmos a abordar os efeitos de um estresse por calor, faz-se necessario uma
defini¢do da palavra estresse, uma vez que a mesma apresenta diversos significados. A
palavra estresse quer dizer "pressdo", "tensdo" ou "insisténcia", portanto, estar estressado quer
dizer "estar sob pressdo" ou "estar sob a a¢do de estimulo insistente". No dicionario da Lingua
Portuguesa de “Aurélio Buarque de Hollanda” a palavra estresse ¢ definida como: “um
conjunto de reacdes do organismo a agressdes de origem diversas, capazes de perturbar-lhe o
equilibrio interno”. Por varias vezes essa palavra tem sido colocada na literatura para se
referir a uma condigdo que provocou a resposta (estimulo estressor ou simplesmente
estressor), ou para se referir as mudangas na homeostasia do organismo induzidas por uma
condicdo externa (reposta ao estresse propriamente dita). E relativamente comum ver o uso da
palavra estresse empregada tanto para se referir ao estimulo estressor como a resposta
induzida pelo estimulo estressor. Assim, para o propdsito desta discussdo, um estressor ¢
definido como sendo ‘“qualquer estimulo (psicoldgico, ambiental, comportamental ou
imunoldgico) capaz de provocar uma resposta fisioldgica de estresse, com aumento de niveis
de glicocorticoides” (MCEWEN, 2005). As conseqiiéncias desta resposta sdo geralmente
adaptativas em curto prazo (DHABHAR; MCEWEN, 1996, 1997); porém, podem ser
prejudiciais quando o estimulo estressor se mantém por um periodo cronico (DHABHAR;

MCEWEN, 1997; MCEWEN, 1998).
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Sabe-se hoje, que os sistemas neuroenddcrino e imune atuando de forma coordenada
regulam as fungdes imunes por meio de mecanismos aditivos, sinérgicos ou até mesmo
antagdnicos. A natureza bidirecional destas interagdes € exemplificada, como ja comentado,
pelas habilidades que tém o sistema imune de produzir neurotransmissores € neuropeptideos
comumente encontrados no SNC e o Sistema Nervoso Central de produzir citocinas,
mediadores de processos imune/inflamatorios (GANEA, 1996; GARZA; CARR, 1997; REUL
et al., 1998).

E de se acreditar, portanto, que individuos portadores de desordens neurologicas
tenham uma resposta imune alterada quando comparada com aquela de individuos sadios.
Assim, pacientes psicoticos, ansiosos ou deprimidos (BARTROP et al., 1977), bem como
outros estressados emocionalmente (SOLOMON; AMKRANT, 1981) ou portadores de
tumores cerebrais, mostraram tanto uma reatividade linfocitaria prejudicada como uma
diminui¢do da producdo de anticorpos. Portanto, podemos inferir, que a combina¢do de
fatores de natureza estressante, infecciosa e emocional (como por exemplo: tensdo e
competi¢do) podem debilitar a saude do individuo (LAWRENCE; KIM, 2000).

Neste contexto, ndo seria de se estranhar que o estresse também alterasse a homeostase
de animais de produg¢do, mais especificamente em suinos e aves. De fato, o estresse térmico
por calor ¢ uma grande preocupagdo para aqueles que trabalham com animais de producdo
(frangos de corte e postura) por causa da baixa taxa de crescimento, imunossupressao ¢ alta
mortalidade que produz (BOTTJE; HARRISON, 1985; MASHALY et al.; 2004; FURLAN,
2006). Este tipo de estresse € capaz de induzir uma diminui¢do no peso do timo € no nimero
de linfécitos T circulantes (GUO; GU, 1988). De fato, nossos dados mostram uma diminui¢do
no peso do timo dos animais expostos a estresse caldrico de 36+1 °C, porém ndo observamos
diferengcas no numero de linfocitos circulantes apos esse estresse por calor. A exposicdo a

altas temperaturas ambientes modifica varios componentes da fun¢do imune como, por
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exemplo, numero de células T e NK (Natural Killer), secre¢do de citocinas, proliferacdo de
linfécitos e concentragdo de imunoglobulinas (SHEPHARD, 1998).

Acredita-se que o estresse térmico em animais de producdo (frangos de corte), ativa o
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (MASHALY et al., 1998).

Neste sentido, o hipotdlamo, parece ser o local do cérebro responsavel por “varios
caminhos” neuroendoécrinos que regulam as funcdes imunes; de fato, o principal
“desencadeador” do processo imunoregulatorio regulado pelo eixo hipotdlamo — pituitaria —
adrenal é o Hormonio Liberador de Corticotropina (CRH). O produto final imunosupressivo
desta cascata € o cortisol em humanos e hamsters e a corticosterona em outros roedores € em
aves (LAWRENCE; KIM, 2000); estes glicocorticoides, sabidamente regulam os processos
inflamatérios/imunolégicos (MCEWEN et al., 1997). Neste sentido, sabe-se que, a ativagdo
do eixo hipotalamo — pituitaria — adrenal por agentes internos como IL-1 (DUNN, 1995) ou
externos como estresse térmico em animais de produgdo (ZULKLIF et al., 2000) ou, ainda,
pela administracdo de farmacos, como por exemplo, piretrdéides do tipo II (RIGHI;
PALERMO-NETO, 2003, 2005) ou picrotoxina (STANKEVICIUS et al.,, 2008) e, a
conseqiiente liberacdo de ACTH e de glicocorticéides modula as respostas neurovegetativas
ligadas as situagdes de estresse e de ansiedade (GRAEFF, 1989). Os dados agora obtidos
sugerem que um possivel aumento nos niveis de glicorticoides induzido pelo calor tenha
atuado nos o6rgaos linfoides das aves, e com isso produzido a diminui¢do do peso do timo e da
bursa, agora observada apos esse estresse. De fato, e em geral, os quadros de estresse
manifestam-se com diferentes graus de involucdo do sistema linforreticular. A liberagdo de
corticosterona pode ocasionar a involu¢do do tecido linféide (timo, bursa de Fabricio e bago)
e a supressdo da imunidade humoral e celular (ROSALES et al., 1989; LAGANA et al.,
2007). Nossos dados mostram, nesse sentido, um aumento dos niveis de corticosterona sérica

quando os animais foram submetidos a estresse de 36+1°C e 31+1°C.



105

Em adi¢do ao eixo HPA, o Sistema Nervoso Auténomo Simpatico (SNAS) também ¢
ativado em situagdes de estresse, regulando, entre outras funcgdes, o sistema imune em niveis
regionais, locais e sistétmicos (ESKANDARI; STERNBERG, 2002). Neste sentido, o6rgados
linféides primarios e secundarios, incluindo-se aqui a medula 6ssea, o timo, o bago, os
linfonodos, e exclusivamente em aves a Bursa de Fabricius sdo inervados por terminacdes
nervosas do SNAS (YANG; GLASER, 2002; MASHALY et al., 2004). Assim, a diminui¢do
agora observada no peso do timo e da bursa (6rgdos linfoéides) poderia ter sido, também,
conseqiiéncia de efeitos do estresse por calor na atividade do SNAS, sendo, assim, teria sido
mediado através de a¢des da adrenalina e noradrenalina.

Os sistemas nervoso, endocrino € imune estdo intimamente relacionados com o
desempenho produtivo de frangos de corte. De fato, um animal em perfeito estado fisico, com
“controle” de sua homeostase, ¢ capaz de direcionar toda sua reserva energética para, “o
crescimento”. Os presentes dados mostram uma queda no crescimento dos frangos na ultima
semana de produgdo (35° a 42° dia de vida) quando submetidos ao estresse térmico por calor:
obtivemos uma diminui¢do no ganho de peso, € no consumo de ragdo € um aumento na
conversdo alimentar ¢ na mortalidade dos animais submetidos a 36+1°C. Esses resultados
foram repetidos na temperatura de 31+1°C apenas para ganho de peso e consumo de ragdo.
Houve, desta forma, queda do desempenho produtivo apos o estresse térmico.

Nossos resultados corroboram, assim, com aqueles de Mashaly et al. (2004), que
mostraram que galinhas poedeiras adultas apresentavam uma diminui¢do do peso corpdreo e
do consumo de racdo quando expostas a calor de 35°C. Além do mais, foi observado um
aumento da mortalidade dos animais submetidos ao calor em comparacgao tanto com aves de
um grupo controle (23°C) como com outras mantidas em temperatura ciclica (23 a 35°C).

No mesmo sentido, Scoot ¢ Balnave (1988) ja haviam mostrado uma diminui¢do no

peso corpéreo de poedeiras expostas a uma elevada temperatura ambiente. Ainda, nesta linha
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de pensamento, a redu¢do no consumo alimentar em funcao do estresse por calor ja havia sido
descrita por outros autores (MCKEE et al., 1997; KIRUNDA et al., 2001). Podemos ainda
citar outros estudos que mostraram ser o aumento de temperatura (42+3°C) por 12 horas e por
6 dias em galinhas poedeiras com 31 semanas de vida, capaz de diminuir o ganho de peso e o
consumo de racdo em relagdo a animais de um grupo controle (24 a 26°C) (ROZENBOIM et
al., 2007). Nesse sentido, a corticosterona, principal hormoénio do estresse, quando
administrada exogenamente a frangos de corte foi capaz de diminuir a “performance” e o
crescimentos das aves (LIN et al., 2006). Outros pesquisadores mostraram diminui¢do no
ganho de peso de aves que foram submetidas a um tratamento com corticosterona exogena,
tratamento esse que mimetizava situacdes semelhantes as do estresse (SHINI et al., 2008).
Além do ganho de peso, esses autores observaram, ainda, e apds o tratamento, um aumento
dos niveis plasmaticos de corticosterona e da razao heteréfilos/linfocitos, dados que sugeriam
a existéncia de uma situacdo equivalente aquela induzida pelo de estresse. Post, Rebel e ter
Huuner (2003), também, mostraram que administracdes de corticosterona via d4gua de bebida
produzia uma reducdo do crescimento das aves.

Como ¢ sabido, o consumo de alimento (energia) durante o verdo ¢ significativamente
menor em comparagdo com aquele realizado no inverno. O efeito da temperatura ambiente
sobre o consumo alimentar, esta relacionado a ajustes na ingestdo de alimentos com alto teor
de energia pelas aves, o que ¢ feito para atender as exigéncias de manutencao da temperatura
corporea em consonancia com as necessidades impostas pelo meio ambiente (FURLAN,
2006). Como os requerimentos de energia para a manuten¢do da temperatura dos animais
decrescem com o aumento da temperatura ambiente, as aves precisam ingerir menos alimento
para satisfazer suas necessidades energéticas (DAGHIR, 1995). Contudo, esta relacdo ¢
verdadeira somente dentro da zona termoneutra, pois em temperaturas mais baixas ha um

aumento no consumo e em altas temperaturas uma redug¢do no consumo de alimentos. De fato,
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mostrou-se que acima de 30° C, o consumo decresce rapidamente e as exigéncias energéticas
aumentam, devido a necessidade que as aves t€m de eliminar calor (FURLAN, 2006).
Portanto, um menor consumo de alimento € um menor gasto de energia para manuten¢do da
homeostase térmica, levam a uma reducdo no desempenho das aves criadas em altas
temperaturas. Bertechini et al. (1991) observaram que frangos mantidos em diferentes
temperaturas ambientes (17,1°C, 22,2°C, e 27,9°C) recebendo ragdes com 2800, 3000 e 3200
Kcal EM/kg, reduziram a ingestdo de ragdo e, conseqilientemente, tiveram menor ganho de
peso, a medida que a temperatura foi sendo elevada. Kerhavarz e Fuller (1980) estudaram
variagdes de temperatura mantidas em ciclos de frio (1.7 a 12.8°C), de quente (23.9 a 35°C), e
normal (12.8 a 23.9°C), tendo verificado que o ganho de peso corporal era menor para as aves
mantidas em temperaturas quentes. Nesse sentido, as perdas econdmicas provocadas pelo
calor sdo especialmente importantes, pois ocorrem, freqiientemente, quando os frangos estdo
proximos de serem comercializados (FURLAN, 2006).

A queda agora relatada do crescimento dos frangos estressados poderia estar também
relacionada aos efeitos da corticosterona sobre a saciedade alimentar e sobre o transito
gastrointestinal; de fato, e como ja comentado, mostrou-se que os glicocorticdides exdgenos
influenciam esses parametros em aves (BARTOV et al., 1980; TUR et al., 1989). Lin et al.
(2004, 2006) sugeriram que quando o consumo de alimento € expresso em termos de
saciedade alimentar absoluta, as aves tratadas com corticosterona comem menos que as do
grupo controle na primeira semana de tratamento; no entanto, quando o consumo de alimento
¢ expresso pela eficiéncia alimentar, aves tratadas com corticosterona necessitaram de mais
alimento para atingir o mesmo peso em relacdo as do grupo controle. Os dados de Lin et al.
(2006) concordam com observagdes de Davison et al. (1983) o que os levou a concluir que a
analise da eficiéncia alimentar de aves tratadas com corticosterona ¢ dificil, uma vez que a

perda de peso pode estar relacionada tanto um aumento do gasto energético como uma
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redu¢do dos depodsitos de gordura. Nesse sentido, Siegel ¢ Van Kampen (1984) mostraram na
vigéncia de um estresse, que a produgdo de energia ¢ fundamental para que os animais se
adaptem ao estimulo estressor.

Nossos resultados mostraram que os frangos de corte estressados tiveram queda no
consumo de alimento e queda no ganho de peso; dessa forma, podemos sugerir que o retardo
do ganho de peso e a queda do peso corporal e dos orgdos linféides estejam ligados
diretamente aos efeitos do estresse sobre o redirecionamento do gasto energético com
crescimento para a satisfacdo das respostas adaptativas ao estresse.

Na analise do hemograma nd@o encontramos diferengas estatisticas quanto ao
eritrograma, uma vez que os valores de hemdacias e do hematocrito estavam proximos dos
valores de referencia para esses animais, ndo permitindo esse fato uma conclusdo a respeito
dos dados (Tabelas 7, 8, 12, 16 e 22). Outro parametro do hemograma, mais especificamente
o leucograma, também, ndo mostrou diferengas estatisticas entre os dados dos grupos
experimentais ¢ aqueles dos grupos controles, ficando os achados experimentais nos limites
dos intervalos de referencia. Outros autores, no entanto, foram capazes de observar
diminui¢do na contagem de leucocitos totais em poedeiras expostas ao calor (35°C por 4
semanas) (MASHALY et al., 2004). Borges et al. (2004) analisando os efeitos de um aumento
progressivo de temperatura em frangos (32°C/30 mim, 36°C/30 mim, 37°C/15 mim e 41°C/45
mim) dos 42-44 dias, mostraram ser essa variavel capaz de produzir diminui¢do no numero de
linfécitos circulantes e desbalanco eletrolitico em aves, porém obtiveram um aumento de
heterdfilos em relagdo ao grupo controle. Uma das respostas fisiologicas ao estresse que
explicaria nossos achados seria aquela que mostra que um aumento dos niveis de
glicocorticdides produziria redistribui¢do dos linfécitos do sangue para os orgdos linféides
produzindo, conseqiientemente, linfopenia; essa assertiva, no entanto, ndo foi avaliada em

nossos experimentos.
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O estresse em aves ja foi, também, relacionado com alteracdes na razdo
heterofilos/linfécitos. (MASHALY et al., 2004). De fato, essa razdo mostrou-se elevada em
animais submetidos a inumeros tipos de estresse por calor (ALTAN et al., 2003; BORGES et
al., 2004); os achados dos diversos experimentos realizados, porém, ndo encontram
unanimidade na literatura. Essa discrepancia depende, muito provavelmente, ao periodo de
vida em que os animais foram estressados, ao tempo de exposi¢do ao estresse € ao tipo de
estresse empregado (MASHALY et al., 2004; SHINI et al., 2008). Em nosso trabalho, ndo
encontramos diferencas estatisticas na razao heterdfilos/linfocitos quando submetemos as aves
aos diferentes tipos de estresse por calor. Assim, em funcdo das contradi¢des da literatura e
pelo fato de a andlise do hemograma das aves ser influenciada por varidveis, como idade,
sexo, espécie, materiais utilizados na técnica de analise, € o proprio observador, ndo ficamos
surpresos em ndo encontrar diferengas em nas nossas andlises de hemograma; essa idéia ja
havia sido discutida e apresentada por outros autores (CARDOSO; TESSARI, 2003;
MASHALY et al., 2004).

Em estudos classicos realizados com estresse por Hans Seyle mostraram que o estresse
— uma sindrome decorrente da exposi¢do de um animal a um conjunto muito diversificado de
estimulos nocivos que incluia exposi¢do ao frio, injuria tecidual, excesso de exercicios e
intoxicagdes — causava uma hipertrofia das glandulas adrenais, aparecimento de tulceras
gastricas e, curiosamente para a €poca, atrofia de oOrgdos linféides como timo, bago e
linfonodos (REICHE; NUNES; MORIMOTO, 2004). Essa sindrome classicamente conhecida
como Sindrome da Adaptagdo Geral, foi apresentada em detalhes na revisdo de literatura
deste relatorio e ndo sera aqui registrada. Nossos dados, de forma jé& esperada, concordam com
os achados de Seyle (1955). O estresse por calor foi capaz de diminuir o peso relativo dos
orgdos linfoides de frangos de corte. De fato, o estresse por calor a 31+1°C e 36+1°C diminuiu

o peso relativo da bursa, um dos mais importantes 6rgaos linféides das aves. Porém, apenas a
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temperatura de 36£1°C foi capaz de diminuir o peso relativo de timo dos animais.
Diferentemente, ndo encontramos diminui¢do significante no tamanho do bago das aves.
Heckert et al. (2002), nesse sentido, mostraram que frangos submetidos a uma superlotagdo
(aumento de densidade populacional) apresentaram uma diminui¢do da atividade imune.
Observaram também que o aumento da densidade populacional (20 aves/m?) diminuiu
significantemente o peso total € o peso relativo da bursa de Fabricius (comparados ao grupo
controle com 10 aves/m?). Estudos que mimetizaram situagdes de estresse com corticosterona
ou ACTH exdgenos mostraram uma diminui¢do no peso relativo da bursa e do timo de aves,
sugerindo esses dados a participag@o dos glicorticdides na involugdo desses orgaos linfoides a
semelhan¢a do que ocorre na vigéncia de um estresse (PUVADOLPIROD; THAXTON,
2000; POST; REBEL; TER HUURNE, 2003; SHINI et al., 2008).

De tudo quanto exposto, podemos sugerir que o estresse por calor tenha alterado a
homeostase dos animais, diminuindo seu crescimento ¢ o peso de seus 6rgdos linféides, via
liberacdo de corticosterona, pois esta foi aumentada pelo estresse que empregamos. Uma vez
que a corticosterona € elo central nas manifestagdes neuroimunes induzidas pelo estresse, quer
nos parecer de grande importancia discutir também o papel do estresse por calor em frangos
esta esfera. Observamos que os estresses de 36+1°C e 31+£1°C foram capazes de diminuir a
atividade de macrofagos peritoneais, porém apenas o estresse de 31+1°C foi capaz de
diminuir tanto o burst oxidativo basal como o induzido por SAPI. Nossos dados corroboram
com os achados de Bartlett e Smith (2003), que demonstraram que flutuacdes diarias da
temperatura ambiente (23,9°C/12h, 23,9-37°C/3h, 37°C/6h e 37-23,9°C/3h) do 21° até 34° dia
de vida do frango diminuem o percentual de fagocitose de hemécias de carneiro realizada por
macrofagos peritoneais. Esses autores, também, relacionaram os efeitos que encontraram com
os niveis de zinco na dieta, sendo que as altas concentragdes desse mineral aumentavam o

percentual de fagocitose dos macréfagos. Entretanto, experimentos adicionais do mesmo
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grupo mostraram que suplementacdo da dieta com zinco ndo foi capaz de reverter o efeito
observado nas aves submetidas ao estresse térmico indicando, desta forma, que outro fator
além da composi¢do da dieta estaria relacionado com os efeitos do estresse térmico sobre a
atividade dos macrdéfagos. Em nosso trabalho, o estresse de 36+1°C, mesmo sendo mais
intenso, ndo diminuiu a atividade de macrofagos como o estresse de 31+£1°C; esse achado
curioso ¢ inesperado poderia estar relacionado ao fato de os frangos de corte terem sido
selecionados pelo calor excessivo, isto €, apenas as aves imunologicamente mais resistentes
ao efeitos do estresse (e que ndo morreram) foram usadas para coleta dos macréfagos.

Como ja mencionado, acreditamos que o estresse estaria atuando sobre o sistema
imune da ave via ativacdo do eixo HPA, e liberagdo de corticosterona. Nossos dados mostram
que os estresses de 31+1°C e 36+1°C foram capazes de aumentar os niveis séricos de
corticosterona em frangos de corte em relagdo as aves do grupo controle. Como os
glicocorticdides estdo envolvidos com processos inflamatdrios/imunologicos (MCEWEN et
al., 1997), pode-se sugerir que as alteracdes encontradas na atividade dos macréfagos possam
ter sido induzidas pelo estresse via ativacdo do eixo HPA, isto &, através da liberagcdo de
corticosterona. O estresse atuaria em neurdnios ligados a receptores térmicos, presentes no
SNC que enviaria um sinal ao hipotdlamo que, por sua vez ativaria toda a cascata de liberagao
de glicocorticoides, atuando, assim, indiretamente sobre a atividade das células imunes e dos
orgaos linféides.

E de amplo conhecimento a associagdo intima que existe entre as atividades do SNC e
do SI. Estudos ligados a neuroimunomodula¢do tém apresentado inumeras evidencias das
relacdes de reciprocidade entre os mesmos. Inimeros trabalhos mostraram, em seres
humanos, os efeitos de estressores fisicos e/ou psicologicos sobre a resposta imune (ADER et
al., 1991; BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; MILLER, 1998). Do mesmo modo, ja se relatou

a capacidade que apresentam os estressores de modificar a resposta imune de animais de
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laboratdrio. Assim, por exemplo, a aplicacdo de um choque elétrico nas patas, aumentou a
susceptibilidade de camundongos ao virus Herpes simplex (KUSNECOV et al., 1992); um
estresse sonoro foi capaz se suprimir as respostas mediadas por linfocitos T e B (SOBRIAN et
al., 1997); um choque elétrico aplicado de forma inescapavel nas patas aumentou o numero de
células encontradas no lavado broncoalveolar de ratos sensibilizados com ovoalbumina
(PORTELA et al., 2001); estressores de natureza fisica e psicologica foram capazes de
diminuir tanto a atividade de macrdéfagos peritoneais ativados por onco-BCG como a
resisténcia de camundongos ao tumor de Ehrlich (PALERMO-NETO et al., 2003). Neste
ultimo trabalho, mostrou-se que esta reducdo de imunidade estava inversamente
correlacionada aos niveis de ansiedade apresentados pelos camundongos, como avaliada
através do campo aberto, do labirinto em cruz elevado e dos proprios niveis de corticosterona.

Quando observamos a resposta imune de aves frente a estimulos estressores,
verificamos que frangos submetidos a um estresse por contencdo apresentam queda na
atividade de c€lulas NK, sugerindo esse fato que o aumento dos niveis de corticosterona esteja
de fato envolvido com atividade de células ligadas a imunidade inata (KUSHIMA et al.,
2003). Khajavi et al. (2003), em estudos conduzidos com estresse térmico por calor (39+1°C)
por 7h/dia do 35° ao 41° dia de vida das aves, obtiveram diminui¢do do numero de células
CD4+, CD8+ e dos titulos de anticorpos para hemadcias de carneiro. Outros autores mostraram
que a administragdo de corticosterona diminui a resposta vacinal ao virus da Bronquite
Infecciosa das galinhas e queda dos titulos de anticorpos para hemécias de carneiro (POST;
REBEL, TER HUURNE, 2003; SHIMI et al., 2008)

Uma das primeiras manifestagdes do estresse acontece no ambito do sistema
gastrointestinal com o aparecimento de lesdes gastricas e intestinais (COSEN-BINKER et al.,
2004). A manutencdo da morfologia normal e da integridade estrutural do intestino delgado ¢

importante para a prevencdo da translocacdo de bactérias pelo trato intestinal e para uma
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perfeita absor¢do dos nutrientes fornecidos pela alimentacdo. O estresse nutricional causa
efeitos deletérios ao epitélio intestinal, mais especificamente, reduz o tamanho dos vilos e a
profundidade das criptas (YAMAUCHI et al., 1995, 1996). Aves submetidas ao estresse
agudo por calor (30°C por 24h) mostraram uma reducdo na profundidade das criptas do ileo,
quando comparadas com aves de um grupo controle (23°C). Porém, a altura dos vilos, ¢ a
relagdo vilo/cripta, ndo mostraram diferengas estatisticamente significantes entre os grupos
(BURKHOLDER et al., 2008).

Nossos resultados mostram, de igual forma, que os estresses por calor a 31£1°C e a
36+1°C nado foram capazes de alterar a estrutura dos vilos e das criptas. Sugerimos, dessa
forma, que o ndo aparecimento de lesdes na morfologia dos vilos e das criptas seja
conseqiiéncia da rapida re-epitelizacdo da mucosa intestinal. De fato, em menos de 36h, toda a
estrutura epitelial € substituida; dessa forma, andlises dos efeitos de estressores, poderiam,
eventualmente, ter sido realizadas em momento em que ndo se evidencia atrofia de vilos e/ou
hipertrofia de criptas (MACARI; MALHEIROS; FURLAN, 2005; BURKHOLDER et al.,
2008).

Outro fator relevante que foi por nés observado, na regido do jejuno, refere-se a um
aumento de infiltrado inflamatério com predominio de células monucleares, caracterizando
uma enterite. Encontramos, em algumas amostras, um aumento do nimero de heterdfilos o
que, mesmo ndo atingindo diferencas estatisticas, remete a ocorréncia de uma possivel
infeccdo bacteriana. O aumento de infiltrado inflamatoério, nesse sentido, poderia ter
contribuido para o aumento de liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias que atuam nas “tight
junction” do epitélio intestinal, aumentando a permeabilidade da mucosa as bactérias
patogénicas (AL-SADI; MA, 2007; AL-SADI et al., 2008). Desta forma, podemos sugerir que
esse aumento da permeabilidade intestinal poderia facilitar a transposicdo de bactérias

patogénicas, podendo aumentar a incidéncia de doengas bacterianas intestinais. Além das
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alteragdes da integridade intestinal, o estresse teria ainda atuado, modificando, a microbiota
natural do intestino, que por sua vez, protege o hospedeiro contra a colonizag¢do de patogenos
pela competi¢c@o no sitio de ligagdes entre as c€lulas intestinais, pela demanda de nutrientes e
pela produgdo de bactericinas; de fato, sabe-se que perturbagdes no equilibrio da microbiota
intestinal podem diminuir os mecanismos de protecdo contra a invasdo de bactérias
patogénicas, como por exemplo, a Salmonella sp. (BURKHOLDER et al., 2008).

O frango de corte estd sujeito a uma serie de fatores que podem alterar as
caracteristicas morfofuncionais da mucosa do trato intestinal; nesse sentido, lesdes
ulcerativas, enterites inespecificas, lesdes por microorganismos € lesdes mecanicas afetam o
turnover celular do epitélio intestinal, podendo induzir alteracdes funcionais, em especial nos
mecanismos absortivos de nutrientes (MACARI; MALHEIROS; FURLAN, 2005).

Inumeros trabalhos realizados em nossos laboratorios mostraram a importancia da
imunidade inata em situacdes de estresse, sejam eles de natureza fisica, psicologica, ou
induzida por farmacos (PALERMO-NETO et al., 2003; SA-ROCHA; SA-ROCHA;
PALERMO-NETO, 2006; SAKALI et al., 2006; PALERMO-NETO et al., 2008). Esses autores
mostraram que o estresse diminui a atividade de neutréfilos e/ou macréfagos, aumentando o
desenvolvimento de processos inflamatorios e/ou crescimento de tumores. Os dados
apresentados nessa dissertacdo mostram de maneira semelhante que o estresse diminuiu a
atividade de macrdéfagos colhidos do peritonio de frangos. Assim, pode-se supor que uma
diminui¢do da imunidade inata esteja ocorrendo, também, a nivel da mucosa do trato
intestinal, levando esse fato a uma quebra da barreira imune do intestino, ocasionando a
invasdo de bactérias patogénicas, que associada as alteragdes da microbiota natural, facilitaria
o desenvolvimento de processos inflamatorios, como os observados no atual trabalho. Esses
processos inflamatorios discretos, quando desafiados por agentes de alta patogenicidade,

podem nido ser suficientes para conter o desenvolvimento de lesdes graves (atrofia de vilos,
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ulcera etc), visto que heterdfilos, macrofagos, células NK e até mesmo linfécitos podem estar
com suas atividades diminuidas em funcao do estresse.

Finalmente, e como j& comentado, uma diminui¢do da atividade imune inata, poderia
resultar em alteracdes da microbiota indigena do trato gastrointestinal das aves e, assim,
alterar sua integridade e, com isso, a absor¢do de nutrientes; com isso, a transformagdo dos
nutrientes em massa corpdrea poderia estar diminuida. A diminui¢do do peso da bursa e do
timo poderia estar relacionada com esse fato; essas estruturas sdo importantes na distribuigdo,
diferenciagdo e maturagdo de células imunes. Nesse contexto, ¢ relevante lembrar que
algumas interleucinas como a IL-1 e a IL-6 liberadas na vigéncia de processos inflamatorios
caem na circulagdo e atingem o SNC onde produzem comportamento doentio (JOHNSON,
1998; CONNOR et al., 2003; COHN et al., 2006). Um dos sintomas desse comportamento ¢
inapeténcia; um efeito como esse poderia, também, justificar a redu¢@o do consumo de ragdo
das aves estressadas pelo calor usadas nesse experimento.

Nao encontramos diferengas estatisticas na quantidade de leucécitos no hemograma;
1sso ndo significa, porém e de forma alguma que a atividade dessas células imunes esteja
normal. De fato, ndo se pode relacionar de maneira simplista o nimero de células imunes com
sua atividade e sabe-se que estressores cronicos diminuem a imunidade adquirida, ao interferir
com a atividade de linfécitos (WEBSTER-MARKETON; GLASER, 2008).

De tudo quanto exposto, podemos sugerir que o estresse via ativagdo do eixo HPA e
subseqiiente liberacdo de corticosterona, tenha diminuido o consumo alimentar e
conseqiientemente diminuido o ganho de peso e a imunidade inata dos animais. Esta alteragdo
neuroimune teria influenciado a qualidade da barreira imune intestinal, fato que teria
possibilitado a migracdo de bactérias patogénicas para a mucosa intestinal e, via de

conseqiiéncia, o aparecimento do infiltrado inflamatdrio que observamos.
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O fato de o estresse por calor ter diminuido o consumo de ragdo e o ganho de peso,
ndo nos permite descartar o fato de que possiveis deficiéncias nutricionais ocorridas no
presente experimento tenham prejudicado a atividade imune das aves (KLASING, 2007).
Também, ndo podemos descartar a hipdtese de uma possivel a¢do do estresse por calor via
SNAS, pela liberacdo catecolaminas visto que, como ja comentado, descreve-se a participacao
desse sistema nas atividades neuroimunes induzidas por estresse em animais (NANCE;

SANDERS, 2007). Esses fatos serdo objetos de estudos ja programados.
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7 CONCLUSOES

7.1 Conclusdes especificas

O estresse térmico por calor, em frangos de corte:

e Produziu uma diminui¢do no ganho de peso e no consumo de ragdo, porém so
diminuiu a conversido alimentar € aumentou a mortalidade das aves submetidas ao

estresse de 36:1°C.

e Nio alterou os pardmetros hematoldgicos avaliados, isto €, o nimero de leucdcitos, a

contagem diferencial de leucocitos, o nimero de hemécias e o hematdcrito.

e Niao alterou o peso relativo do baco, mas diminuiu o peso relativo da bursa de

Fabricius; apenas o estresse de 36+1°C diminuiu o peso relativo do timo.

e Aumentou os niveis séricos de corticosterona.

e Diminuiu a atividade de macrofagos peritoneais porém, apenas a temperatura de

31£1°C foi capaz de diminuir o burst oxidativo basal e o burst oxidativo dessas células

na presenga de S. aureus.
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e Alterou a estrutura do intestino delgado, mais especificamente a regido do jejuno em
que se observou um aumento de infiltrado inflamatério com predominio de células

mononucleares, caracteristicas de uma enterite discreta.

7. 2 Conclusio Geral

Tomados em seu conjunto, nossos resultados sugerem que o estresse térmico por calor
tenha produzido alteragdes na atividade neuroimune de frangos de corte, como evidenciado
pela diminui¢do dos indices zootécnicos (ganho de peso, consumo de ragdo, conversdo
alimentar e mortalidade) e da imunidade inata; essas alteragdes poderiam estar relacionadas a
atividade do eixo HPA, uma vez que observou-se aumento dos niveis séricos de
corticosterona nos frangos de corte estressados pelo calor. Mais especificamente, sugerimos
que a corticosterona teria reduzido diretamente o consumo de alimento e, conseqiientemente o
ganho de peso. Esse glicorticoide teria, também, atuado sobre os macrdéfagos peritoneais

diminuindo sua atividade (Burst basal e Burst com SAPI).

A diminui¢do da atividade de macrofagos peritoneais permite inferir ocorréncia de
uma diminui¢do da imunidade inata a nivel intestinal, e, via de conseqiiéncia, uma diminuicao
da eficdcia da barreira imune presente nesse orgdo. De fato, verificamos que o estresse
térmico por calor prejudicou o aparecimento de um infiltrado inflamatério caracterizado por
c¢lulas mononucleares no jejuno das aves. A presenga de um processo inflamatdrio como esse
poderia resultar em alteracdes da microbiota indigena e da integridade do trato intestinal, com
proliferacdo de agentes patogénicos. Essas alteragdes intestinais poderiam ter reduzido a
absor¢do de nutrientes o que teria contribuido para a queda, induzida pelo calor, do ganho de

peso dos animais.
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Finalmente, fica claro a importancia de controlar o bem-estar animal na Avicultura,
ndo apenas pelo lado da protecdo dos animais, mas também pela necessidade de se obterem
melhores resultados produtivos e sanitarios do plantel. Na atualidade, os mercados
consumidores apresentam-se extremamente exigentes, buscando por produtos de boa
qualidade, por melhores precos e, agora também, pelo bem-estar animal. Esta dissertagdo
mostra ndo apenas que os animais € os consumidores se beneficiam com a aplicagdo das
normas relativas ao conforto e de bem-estar dos animais, mas também e, principalmente os
produtores. De fato, a manutencdo dessas normas permite a obtencdo de aves mais higidas e
imunologicamente mais competentes, nas quais todo metabolismo energético seria

direcionado para o crescimento e para o ganho de peso.
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Tabela 26 — Avaliagdo histopatologica semiquantitativa do duodeno de frangos de corte
submetidos ou ndo a estresse térmico de 26+1°C, 31+1°C ou 36+1°C, segundo
relagdo vilo/cripta, comprimento de vilo, grau de hiperplasia da cripta,
intensidade do processo inflamatério, infiltrados mononuclear, heterofilico,
eosinofilico, numero de linfocitos intra-epiteliais em cada 100 enterocitos

CASO V/C VILO CRIPTA PI MON HET EOS LIE Grupo
Cl 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C2 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C3 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C4 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C5 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Co6 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cc7 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C8 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
c9 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle

C10 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cl1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cl12 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
El 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E2 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E3 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E4 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E5 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E6 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E7 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E8 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E9 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E10 0 0 1 1 1 1 0 1 31+1°C
Ell 0 0 1 1 1 1 0 1 31+1°C
E12 0 0 1 1 1 1 0 1 31+1°C
El13 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El4 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El5 1 1 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El6 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El17 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
E18 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E19 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E20 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E21 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E22 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E23 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E24 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E25 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E26 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C

V/C = relagdo vilo/cripta; PI = processo inflamatdério; MON = células mononucleares; HET = heteréfilos; EOS =

eosinofilos, LIE = numero de linfécitos intraepitelias/100 enterocitos.
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APENDICE B

Tabela 27 — Avaliagcdo histopatoldgica semiquantitativa do jejuno de frangos de corte

submetidos ou ndo a estresse térmico de 26+1°C, 31+1°C ou 36+1°C, segundo
relagdo vilo/cripta, comprimento de vilo, grau de hiperplasia da cripta,
intensidade do processo inflam inflamatério, infiltrados mononuclear,
heterofilico, eosinofilico, numero de linfocitos intra-epiteliais em cada 100
enterocitos

CASO V/C VILO CRIPTA PI MON HET EOS LIE Grupo
Cl 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C2 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C3 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C4 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C5 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cé6 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cc7 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C8 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C9 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle

C10 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cl1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cl12 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
El 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E2 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E3 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E4 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E5 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E6 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E7 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E8 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E9 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E10 0 0 1 1 1 1 0 1 31+1°C
Ell 0 0 1 1 1 1 0 1 31+1°C
El12 0 0 1 1 1 1 0 1 31+1°C
El13 0 0 1 1 1 0 0 1 31+1°C
El4 0 0 1 1 0 1 0 1 31+1°C
El5 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El6 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
E17 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
E18 1 1 1 1 1 1 0 2 36+1°C
E19 1 1 1 1 1 1 0 1 36+1°C
E20 1 1 1 1 1 0 0 1 36+1°C
E21 0 0 1 1 1 0 0 1 36+1°C
E22 0 0 1 2 2 2 0 2 36+1°C
E23 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E24 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E25 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E26 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C

V/C = relago vilo/cripta; PI = processo inflamatorio; MON = células mononucleares; HET = heterdfilos; EOS =
eosinofilos, LIE = numero de linfécitos intraepitelias/100 enterdcitos.
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Tabela 28 — Avaliagdo histopatoldgica semiquantitativa do ileo de frangos de corte
submetidos ou ndo a estresse térmico de 26+1°C, 31+1°C ou 36+1°C, segundo
relagdo vilo/cripta, comprimento de vilo, grau de hiperplasia da cripta,
intensidade do processo inflamatério, infiltrados mononuclear, heterofilico,
eosinofilico, numero de linfocitos intra-epiteliais em cada 100 enterocitos

CASO V/C VILO CRIPTA PI MON HET EOS LIE Grupo
Cl1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C2 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C3 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C4 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C5 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Co6 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C7 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C8 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
c9 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle

C10 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cl1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
C12 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
El 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E2 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E3 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E4 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E5 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E6 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E7 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E8 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E9 0 0 1 0 0 0 0 1 26+1°C
E10 0 0 1 0 0 1 0 1 31+1°C
Ell 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El12 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El13 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El4 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El5 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
El16 0 0 1 0 0 0 0 1 31+1°C
E17 0 0 1 0 0 0 0 0 31+1°C
E18 1 1 1 1 1 1 0 1 36+1°C
E19 1 1 1 1 1 0 0 1 36+1°C
E20 0 0 1 1 1 0 0 1 36+1°C
E21 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E22 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E23 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E24 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E25 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C
E26 0 0 1 0 0 0 0 1 36+1°C

V/C = relag@o vilo/cripta; PI = processo inflamatdrio; MON = células mononucleares; HET = heteréfilos; EOS =

eosinofilos, LIE = numero de linfécitos intraepitelias/100 enterocitos.
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APENDICE D

Tabela 29 — Avaliacdo da fenotipagem de macrofagos peritoneais (KUL-01) colhidos de
frangos de corte com 42 dias de vida, submetidos ou ndo a estresse térmico por
calor (26£1°C, 31£1°C e 36+1°C) do 35° ao 41° dia de vida

Parametro Cwm E; (26+1°C) E; (31+1°C) E; 36+1°C)
Fenotipagem
93,13+6,33 93,01£5,56 91,34+7,39 92,93+5,32
(KUL-01)

Os dados representam a média + desvio padrdo de N=10 animais/grupo. p>0,05. Analise de varidncia ANOVA,
seguido do teste de Tukey-Kramer. Valores expressos em % de fluorescéncia.





