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RESUMO

QUINTEIRO-FILHO, W. M. Efeitos do estresse por calor sobre a imunidade e a
migracao de Salmonela enteritidis em frangos de corte. [Effects of heat stress on immunity
and Salmonella enteritidis invasion in broiler chickens]. 2013. 168 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, S&o
Paulo, 2013.

O estresse é uma realidade na producéo avicola mundial. Sabe-se que ambientes estressores
prejudicam o bem-estar, os parametros produtivos e a imunidade de frangos de corte. Sabe-se,
também, que o estresse por calor diminui a atividade de macréfagos em frangos de corte e,
que existem, inimeros estressores ambientais que insidem sobre a producdo animal e podem
aumentar a susceptibilidade as doencas. A Salmonella spp. € uma das maiores zoonoses do
mundo, causando mais de 1 bilhdo de casos de infeccdo. Nesse sentido, o presente trabalho
analisa os efeitos do estresse por calor (31+1°C) sobre os indices zootécnicos, a imunidade, a
invasdo bacteriana e a integridade intestinal em frangos de corte infectados com Salmonella
enteritidis; os dados obtidos foram discutidos dentro de uma perspectiva neuroimune. Os
frangos foram divididos em quatro grupos: 1) Controle (C); 2) Estresse por Calor a 311 °C
(HS31°C); 3) Controle infectados com Salmonella enteritidis (Controle Positivo [PC]) e; 4)
Estresse por calor a 31+1 °C e infectados com Salmonella (PHS31°C). Nossos resultados
mostraram que o estresse por calor em uma situacéo de infeccdo experimental por Salmonella
enteritidis (grupo PHS31°C) 1) diminuiu os indices zootécnicos; especificamente, diminuiu o
ganho de peso, consumo de alimento e a conversdao alimentar; 2) diminuiu 0s niveis
plasmaéticos de INF-y e IgA; 3) diminuiu a expresséo de, IL-6 e IL-12 em baco e diminui IL1-
B, IL-10 e TGF-B em tonsila cecal; 4) diminuiu a expressao de AvBD-4 e AvBD-6 em tonsila
cecal e; 5) diminuiu a expressdo de TLR-2 em baco e tonsila cecal. Observamos, também, 6)
aumento dos niveis séricos de corticosterona nos animais dos grupos HS31°C e PHS31°C e;
7) piora no quadro de enterite produzida pela Salmonella enteritidis, quando os animais foram
estressados por calor, caracterizando-se uma enterite moderada ao longo de todo o intestino
delgado. Finalmente, 8) observamos que o estresse por calor aumentou a migracdo de
Salmonella enteritidis para baco das aves do grupo PHS31°C, porém esse aumento nao foi
observado no figado; observamos, também, presenca de Salmonella na medula osssea dos
animais estressados e infectado com essa bactéria. Os dados obtidos sugerem que a somatéria
dos fatores estresse por calor e infec¢do por Samonella prejudicou os pardmetros produtivos, a
integridade intestinal, a imunidade e, em especial a ativacdo e atividade de macrdfagos,

possibilitando um aumento da migracdo de Salmonella enteritidis para o bagco e medula dssea



dos frangos de corte. Neste sentido, o estresse por calor teria prejudicado a qualidade da
barreira imune intestinal, via ativacdo do eixo HPA e aumento dos niveis de corticosterona,
diminuindo a imunidade inata proporcionando a migracdo das bactérias patogénicas através

da mucosa intestinal para o baco e a medula 6ssea das aves estressadas.

Palavras-chave: Estresse por calor. INF-y. Citocinas. Macrofagos. Corticosterona.



ABSTRACT

QUINTEIRO-FILHO, W. M. Effects of heat stress on immunity and Salmonella enteritidis
invasion in broiler chickens. [Efeitos do estresse por calor sobre a imunidade e a invasdo de
Salmonela enteritidis em frangos de corte.]. 2013. 168 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Stress is a reality in the world poultry production. Environmental stressors impair both
welfare, performance parameters and immunity in broiler chickens. Heat stress decreases
macrophage activity in broiler chickens and many environmental stressors that impact animal
production increases animal’s susceptibility to diseases. Samonella spp is one of the most
endemic zoonotic diseases of the world, inducing more than 1 billion infection cases per year.
In this way, we studied the effects of 31+1°C heat stress on performance parameters,
immunity, bacteria invasion and intestinal integrity in broiler chickens experimentally
infected with Salmonella enteritidis; the data were discussed under a neuroimmune
perspective. The broiler chickens were divided into four different groups: 1) Control group
(C); 2) 31+1 °C heat stressed group (HS31°C); 3) Control group infected with Salmonella
enteritidis — Positive control (PC) and; 4) 31+1 °C heat stressed and Salmonella enteritidis
infected group (PHS31°C). We showed the heat stress applied in the course of Salmonella
enteritidis infection (PHS31°C group) decreased poultry performance parameters;
specifically, it decreased the body weight gain, the feed intake and the food conversion; 2)
decresead INF-y and IgA plasmatic levels; 3) decreased the mRNA expression of IL-6 and IL-
12 in spleen and the mRNA expression of IL1-B, IL-10 and TGF-B in cecal tonsil; 4)
decreased the mMRNA expression of AvBD-4 and AvBD-6 in cecal tonsil and; 5) decreased the
MRNA expression of TLR-2 in spleen and cecal tonsil. We also observed 6) an increase in
corticosterone serum levels in the animals of the HS31°C and the PHS31°C groups and, 7)
more severe intestinal inflamation produced by Salmonella enteritidis in heat stressed
chickens, characterized by a moderate enteritis throughout all the small intestine mucosa
(PHS31°C group). Finally, 8) we showed that the heat stress increased splenic Salmonella
enteritides invasion in PHS31°C broiler chickens; we also observed the presence of
Salmonella in the bone marrow of stressed and infected broiler chickens. These data suggest
that heat stress and Salmonella infection working together impair chicken’s performance
parameters, intestinal integrity and immunity (specially the macrophage activity), increasing
ate the same time splenic and bone marrow Salmonella enteritidis invasion. Thus, heat stress
could have impared the intestinal immunity barrier quality, via HPA axis activation and

corticosterone serum levels release, decreasing the inate immunity and, providing pathogenic



bacteria migration through the intestinal mucosa for spleen and bone marrow of the heat
stressed chickens.

Key-words: Heat stress. INF-y. Cytokines. Macrophage. Corticosterone.
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1 INTRODUCAO

Entre os anos de 1960 e 2012 a producéo avicola mundial quadruplicou (FAO, 2012;
UBABEF, 2012). Os indices de produtividade saltaram de 8 milhdes de toneladas em 1960
para 71,715 milhGes de toneladas em 2009 (FAO, 2012; UBABEF, 2012). O Brasil obteve um
desenvolvimento expressivo na producgédo de frangos de corte ocupando, hoje, a posicédo de
terceiro maior produtor de frangos (13,08 milhoes de toneladas em 2011) e o maior pais
exportador desta commoditie (valores que quadruplicaram desde 2000); exportamos para mais
de 153 diferentes nacdes e Somos 0s responsaveis por mais de 41% das exportacdes de carne
de frango do mundo (UBABEF, 2012). A significativa quantidade produzida, aliada aos
precos atrativos do mercado consumidor, tem levado o consumo nacional a marca de 47,4kg
por habitante/ano, tornando-se assim a carne de frango aquela mais consumida pelo brasileiro
(UBABEF, 2012). Entretanto, esta conquista ndo acorreu por acaso; foi decorréncia direta do
emprego de muita tecnologia e pesquisa. Significantes investimentos vém sendo realizados
nas areas de selecdo genética, nutricdo, ambiéncia e bem-estar, controle de doencgas, sanidade,

transporte e processamento de carne avicola.

Considerando-se essa gigantesca escala de producdo, ndo € de se estranhar que 0 meio
ambiente e o bem-estar animal venham se tornando um foco de atencdo por parte dos
consumidores; em decorréncia disso, novas tecnologias para mensurar e melhorar as
condi¢des de vida dos animais de producdo tém sido procuradas e desenvolvidas. Nesse
sentido, o estresse e suas implicacdes dentro da producdo avicola tornaram-se importantes
objetos de estudo. Uma série de fatores como o clima, o ambiente, o estado nutricional,
fisiologico e social dos animais assim como outros fatores decorrentes de manejos
inadequados podem gerar estresse nos animais de produ¢do (BROOM; MOLENTO, 2004;
LAY et al., 2011; BERNARDINO, 2004), acarretando problemas como queda no ganho de
peso e aumento no consumo de racdo, aumento de conversdo alimentar e, entre outros,
aumento da mortalidade em especial em frangos expostos a estressores de maneira prolongada
ou cronica (ALBUQUERQUE et al., 2006; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010).

Paralelamente a esses acontecimentos, os estudos sobre as interagdes bi-direcionais
entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema Imune (SI) vém crescendo de forma

expressiva; pesquisas em neuroimunomodulacdo ou psiconeuroimunologia vém ganhando
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forca e notoriedade na comunidade cientifica (BLALOCK; COSTA, 1989; BESEDOVSKY;
DEL REY, 1996; LICINIO; FROST, 2000; PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO,;
ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010). Sabe-se
que células do sistema imune, como os macrofagos, liberam Interleucina-1p, Interleucina-6 e
Fator de Necrose Tumoral-a, que atuando no SNC provocam alteragdes neuroquimicas ¢
comportamentais como, por exemplo, aumento dos niveis de corticosterona e comportamento
doentio (JOHNSON, 1998; CONNOR et al., 2002; COHN; DE SA-ROCHA, 2006). Da
mesma forma, sabe-se que alteracdes 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 piretroides do tipo IlI, modificam a funcdo imune (PALERMO
NETO; MASSOCO; FAVARE, 2001b; PORTELA CDE et al., 2001; ESKANDARI,
STERNBERG, 2002; RIGHI; PALERMO-NETO, 2005; GLAC et al., 2006; SAKAI et al.,
2006; LIGEIRO DE OLIVEIRA et al., 2008; PALERMO-NETO et al., 2008; QUINTEIRO-
FILHO; RIGHI; PALERMO-NETO, 2009; RIGHI; XAVIER; PALERMO-NETO, 2009).

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. A Unido Européia estabeleceu normas de bem-estar animal que, agora, vém
sendo solicitadas e, até mesmo exigidas, por parcela significante de consumidores brasileiros;
estas normas devem ser seguidas com cautela pelos paises produtores e exportadores de
produtos de origem animal. Dentre elas, destaca-se a necessidade de garantir aos animais
auséncia de estressores fisicos ou ambientais durante a producdo, um fato considerado cada
vez mais importante para a moderna producdo animal. Nesse contexto, um tipo de estressor
ambiental relevante a avicultura é o estresse por calor. Além do desconforto fisico, a alta
temperatura ambiente causa transtornos para a producdo de frangos. Relatou-se que o
aumento de temperatura ambiente foi seguido por: diminui¢do do crescimento e do consumo
de racdo por parte desses animais, desajustes fisioldgicos como, por exemplo, hormonais
(aumento dos niveis séricos de corticosterona e de catecolaminas) e, ainda por aumento da
suscetibilidade as doencas e/ou maior mortalidade (FRANCI et al., 1996; GERAERT,;
PADILHA; GUILLAUMIN, 1996; KHAJAVI et al., 2003; MUJAHID; AKIBA;
TOYOMIZU, 2007; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010).

Em nosso trabalho anterior, investigamos a relacdo existente entre o calor ambiente
(31°C e 36°C) os indices zootécnicos, a imunidade inata e a integridade intestinal

(QUINTEIRO-FILHO et al., 2010). Observamos que na vigéncia de estresse térmico por calor
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mantido por 10h/dia durante 6 dias, as aves apresentavam diminui¢do do ganho de peso e do
consumo de racdo, aumento dos niveis de corticosterona sérica e diminui¢do da atividade de
macrofagos peritoneais. Observamos, também, a presenca de discreta enterite caracterizada
por aumento de infiltrado inflamatorio linfo-plasmocitario na lamina propria do jejuno dos
animais submetidos ao estresse por calor. Acreditamos, dessa forma, que o estresse térmico
por calor tenha produzido alteragbes na atividade neuroimune dos frangos de corte
modificando, nos mesmos a atividade do eixo HPA. Essas alteracdes teriam influenciado o
desempenho produtivo e a imunidade, propiciando o aparecimento de processos inflamatorios
intestinais (QUINTEIRO-FILHO et al., 2010).

O presente trabalho é continuagcdo desta linha de pesquisa. Desta feita, além das
variaveis anteriores, analisaremos, dentro de uma perspectiva neuroimune, as relacfes entre o
estresse por calor (31+£1°C), a atividade de macrofagos, a expressao de citocinas e a migracdo
de Salmonela enteritidis (infeccdo experimental) da luz intestinal para baco, figado e medula

0ssea.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEUROIMUNOMODULACAO

Evidéncias convergentes dos campos da psicologia, neurobiologia e imunologia vém
demonstrando que o sistema imune nado é regulado de maneira exclusivamente autbnoma, mas
que é 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 secrecéo celular como, por exemplo, de interleucinas e prostaglandinas, modula a atividade
do SNC (BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; GOEHLER; LYTE; GAYKEMA, 2007).
Embora de conhecimento amplo, foi somente nas Ultimas duas décadas que se comegou a dar
maior importancia cientifica ao estudo destas intera¢fes neuroimunes bidirecionais, ja que até
entdo prevalecia uma tendéncia de setorizar as abordagens experimentais que se faziam quer
no SNC quer no SI (BESEDOVSKY; REY, 2007; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO,
2010).

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 € definida como o estudo das inter-relacdes entre 0 SNC e 0 SI. O
termo inter-relacdes foi empregado porque se sabe, serem estas relagdes bidirecionais
(COHEN; HERBERT, 1996; ALVES; PALERMO-NETO, 2007; COSTA-PINTO;
PALERMO-NETO, 2010). Atualmente sabe-se que diversos estimulos provenientes do SNC,
como estresse e alteracbes emocionais, sdo capazes de modular uma resposta imune. De fato,
estressores fisicos e psicoldgicos podem causar um déficit pronunciado na imunidade, em
especial, no nimero de células esplénicas, na proliferacdo de linfocitos B, T, T helper e T
citotoxico, na atividade e no numero de células natural killer (NK) e na atividade de
macrofagos e neutrofilos (FONSECA; MASSOCO; PALERMO-NETO, 2002; MASSOCO;
PALERMO-NETO, 2003; PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE
DE SOUZA, 2003; ALVES et al., 2006; PALERMO-NETO et al., 2008). Ao alterar a

resposta imune, estes estressores interferem com o desenvolvimento de neoplésias e de



28

infeccBes em animais (PALERMO NETO; MASSOCO; FAVARE, 2001b; PALERMO-
NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; SAKAI et al.,
2006; PALERMO-NETO et al., 2008) e no ser humano (COHEN; POLLACK, 2005;
ARMAIZ-PENA et al., 2012; DIMITRIJEVIC et al., 2012; TAVANO et al., 2012).

Grande parte da influéncia do SNC sobre o Sl é exercida por dois mecanismos
principais: 1) uma resposta hormonal ao estresse com a consequente producdo de
glicocorticdides via eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e, 2) uma Resposta pelo
Sistema Nervoso Auténomo, como liberacdo de noradrenalina pelo Sistema Nervoso
Autbnomo Simpético (SNAS) e de adrenalina pela medula da adrenal (WEBSTER;
TONELLI; STERNBERG, 2002; NANCE; SANDERS, 2007a; WEBSTER MARKETON,;
GLASER, 2008).

O hipotalamo apresenta diversas conexdes neurais como o sistema limbico, que estdo
envolvidos nos processos de adaptacdo e nas respostas neuro-endocrinas e emocionais ao
estresse. O hipotalamo recebe, assim, informacgdes provenientes da periferia, integra-as com o
ambiente interno, e promove 0 necessario ajuste de certas funces, como por exemplo, do
funcionamento do Sistema Nervoso Autdbnomo Simpatico (SNAS) e das secrecdes hormonais
endocrinas, como, por exemplo, de ACTH (ELENKOV et al., 2000).

Sabe-se que os sistemas nervoso e enddcrino, atuando em conjunto, regulam as
funcdes imunes por meio de mecanismos aditivos, sinérgicos e até mesmo antagbnicos. A
natureza dessas interacdes é exemplificada, como ja comentado, pelas habilidades que detém
0 SNC de produzir neurotransmissores e neuropeptideos que modificam diretamente a
atividade de células imunes ou o fazem indiretamente através da ativacdo do eixo HPA e/ou
do SNAS (GANEA, 1996; GARZA; CARR, 1997; REUL et al., 1998; ESKANDARI;
STERNBERG, 2002; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010; BESEDOVSKY; DEL
REY, 2011; DIMITRIJEVIC et al., 2012).

O eixo HPA desempenha um papel central nas alteracGes fisiopatologicas e
psicopatoldgicas resultantes da exposicdo a estressores e, por esta razdo, € um dos sistemas
melhor caracterizados desde o ponto de vista nervoso e enddcrino (ARMARIO et al., 2012).
O eixo HPA, como outros sistemas neuroenddcrinos, tem Vvarios niveis anatdmicos que

pressupdem a liberacdo de varios hormonios.

O principal “desencadeador” dos processos imunes regulados pelo eixo HPA é o

Horménio Liberador de Corticotropina (CRH). O CRH, junto com outros fatores
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hipotaldmicos como a vasopresina (arginina-vasopresina, AVP, na maioria dos mamiferos),
alcanca a adenohipdfise onde estimula a sintese e a liberacdo de ACTH na circulacéo. Este,
por sua vez, atua sobre as células da zona fasciculada do cortex da adrenal, estimulando a
sintese e a secre¢do de glicocorticoides (SCOTT; DINAN, 1998; ARMARIO et al., 2012);
este hormonio alcanca as adrenais através da circulagdo sanguinea, induzindo a expressao e a
liberagdo de glicocorticoides. Deste modo, o produto final desta cascata € o cortisol em
humanos e em hamsters, e a corticosterona em aves e em outros animais (MASHALY et al.,
1998; LAWRENCE; KIM, 2000). Sabe-se, que os niveis de CRH sdo positivamente
regulados, entre outros, pelos sistemas serotominérgicos, colinérgicos e catecolaminérgicos
centrais (CALOGERO et al., 1990; CALOGERO et al., 1996). Assim, uma alteragdo nos
niveis e “turnover” destes neurotransmissores induzida pelo estresse, como, por exemplo, pelo
calor ambiental, poderia justificar as alteragdes comportamentais e endocrinas indicativas de
estresse (GARRIGA et al., 2006; LIN et al., 2006).

Os glicocorticoides exercem muitas fungfes no organismo e estdo implicados na
maioria das consequéncias negativas associadas ao estresse. No entanto, niveis apropriados de
glicocorticoides sdo importantes para a manutencdo da homeostase. As funcdes exercidas
pelos glicocorticoides podem ser divididas em duas categorias principais: as moduladoras e as
reparatorias (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000). As a¢6es moduladoras sdo aquelas
que alteram a resposta do organismo frente a um entressor e podem ser divididas em 3
categorias: permissivas, supressoras e estimuladoras. Pelas acGes permissivas se compreende
aquelas que facilitam a acdo de outros sistemas que participam na fase inicial de resposta ao
estresse. Essas acGes requerem niveis minimos de glicocorticoides prévios a situacdo e
preparam mecanismos de defesa do organismo para enfrentar o estresse. Nesta categoria se
inclui o efeito facilitador da resposta cardiovascular, que € determinada, sobretudo por outros
fatores (ex: ativacdo simpatica). As acles supressoras sao uma consequéncia da liberacdo de
glicocorticoides durante o estresse, tendo inicio apds 1h ou mais da aplicacdo da situacao
estressante; tém o objetivo de prevenir as consequéncias negativas de uma resposta excessiva.
Mediante estas acOes, os glicocorticoides inibem o sistema imune, a resposta inflamatoria e a
atividade do préprio eixo HPA através de mecanismos de retroinibicdo. As acles
estimuladoras, que também se iniciam 1h ou mais apds a inducdo do estresse, tém como
funcdo potenciar os efeitos de outros hormonios liberados durante o estresse (ex: potenciacdo
da lipdlise e gliconeogénese) (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000; ARMARIO et al.,
2012).
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Assim, por exemplo, estados como medo, ansiedade e depresséo, que estdo ligados a
um aumento da atividade do eixo HPA, tém sido correlacionados a um déficit pronunciado de
imunidade, em especial, do numero de células esplénicas, da proliferacdo de linfocitos B,
linfécitos T helper e T citotdxico, da atividade e numero de células natural killer (NK) e da
atividade de macréfagos (PALERMO NETO; MASSOCO; FAVARE, 2001b; PALERMO-
NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; SA-ROCHA; SA-
ROCHA; PALERMO-NETO, 2006; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010). Os
glicocorticoides naturais e sintéticos inibem a proliferacdo de células T estimuladas por
mitdgenos e por aloantigenos in vitro, através da ligagdo com receptores de glicocorticoides
citoplasmaticos presentes nessas células (MADDEN; FELTEN, 1995).

Neste sentido, os glicocorticoides induzem uma mudanca do perfil de citocinas Thl
para um perfil de citocinas Th2. A imunidade Th1l (Imunidade Celular) é caracterizada pela
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como Interferon (INF)-y, IL-2 e Fator de
Necrose Tumoral (TNF)-a, resultando em uma diferenciagdo de macrofagos, células NK e
células T citotdxicas, que estdo envolvidas na fagocitose e destrui¢do de bactérias invasoras e
corpos estranhos. A imunidade Th2 (imunidade humoral), por sua vez, é caracterizada pela
producdo de citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-4, IL-10 e IL-13, resultando na
diferenciacdo de eosindfilos, mastdcitos e células B, que leva a uma defesa a antigenos
mediada por anticorpos (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002; ELENKOQOV, 2004;
ZHAO et al., 2012). Neste contexto, acredita-se que a mudanca de perfil de citocinas induzida
pelos glicocorticdides seja consequéncia de uma regulacdo negativa das citocinas Thl, assim
permitindo a expressdo dominante de citocinas Th2 (FRANCHIMONT et al., 2000;
AGARWAL; MARSHALL, 2001; ZHAO et al.,, 2012). Os glicocorticdides controlam a
expressao de IL-12 e/ou de seu receptor, e esta regulacdo parece ser o mecanismo principal
pelo qual eles medeiam a mudanca no perfil das citocinas (ELENKOV; CHROUSOS, 1999;
ELENKQV, 2004). De fato, os glicocorticéides inibem a producdo aguda de citocinas, mas,
em ultima instancia, o que fazem é favorecer uma mudanca de citocinas Th1l para um padréo
de diferenciacdo de perfil Th2 (LIBERMAN et al., 2007a). Acredita-se que este desbalanco
aconteca porque os glicocorticoides ativam seus receptores, que por sua vez, blogueiam a
atividade transcricional de T-bet, o principal fator de transcricdo envolvido na imunidade
celular (Thl), pelo mecanismo de transrepressao, descrito acima (LIBERMAN et al., 2007b;
LAZAREVIC; GLIMCHER, 2011). Além disso, os glicocorticoides inibem o RNAm, a

expressdo de proteinas e a ativacdo transcricional de GATA-3, o fator de transi¢do chave
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envolvido na resposta imune humoral (Th2). Esses efeitos ocorrem através de uma inibi¢do da
fosforizacdo de GATA-3 via PKA/p38 MAPK induzida por AMPc (LIBERMAN et al.,
2009). A maior sensibilidade de inibicdo de T-bet com relacdo a GATA-3 ajuda a entender a
inducdo do perfil Th2 exercido pelos glicocorticoides, principalmente apds ocorréncia de um
estresse crbnico ou apds tratamentos prolongados com glicocorticoides exdgenos
(LIBERMAN et al., 2009; LAZAREVIC; GLIMCHER, 2011).

Como se mencionou, outra via relevante na comunicacdo do SNC como o Sl € o
Sistema Nervoso Auténomo Simpatico (SNAS). Salienta-se, no entanto, que as atividades do
eixo HPA e do SNAS estdo profundamente interconectadas e, também, que o SNAS, embora
denominado auténomo, é controlado pelo SNC (DEL REY; BESEDOVSKY:, 2008).

Nos ultimos 30 anos as catecolaminas, adrenalina e NA, tem sido descritas na
literatura como importantes imunomoduladores ap6s exposicdo a estimulos estressores, uma
vez que ao atuar em adrenoceptores B (KOHM; SANDERS, 2000; NANCE; SANDERS,
2007b), aumentam ou suprimem a atividade de células imunes, incluindo-se aqui a
proliferacdo celular, a producdo de citocinas e de anticorpos, a atividade litica e a migracéao
celular (FELTEN et al., 1988; MADDEN et al., 1989; 1994a; 1994b; MADDEN; SANDERS;
FELTEN, 1995; KELLEY et al., 1996; DEL REY; BESEDOVSKY, 2008; ARMAIZ-PENA
etal., 2012).

A ativacdo do SNAS em resposta a um estimulo estressor resulta na liberacdo de
catecolaminas da medula da glandula adrenal e dos terminais de inervacdes simpaticas. Felten
e colaboradores (1987) fizeram a primeira descricdo da inervacdo catecolaminérgica em
orgdos linféides como o timo e 0 bag¢o de camundongos; mais tarde, suas analises mostraram
que as inervagOes simpaticas também estavam presentes nos linfonodos, na medula dssea e no
intestino. De forma mais surpreendente para a época, eles descreveram a presenca de
inervacOes catecolaminérgicas localizadas em justaposicdo com células ligadas a imunidade
inata e adquirida, formando verdadeiras conexfes “sindpticas” com leucdcitos individuais
(FELTEN et al., 1987).

Com algumas excecgdes, o SNAS tem sido frequentemente considerado como um
sistema que exerce principalmente efeitos imunossupressores. Neste sentido, muitos trabalhos
de literatura tém descrito resultados contraditorios, deixando de esclarecer os mecanismos
pelos quais os efeitos descritos acontecem. De qualquer forma, estudos in vivo e in vitro,
demonstraram que a NA pode inibir ou estimular uma resposta imune dependendo de

inimeras variaveis, como: o tipo de receptor adrenérgico envolvido, o antigeno utilizado



32

como estimulo/desfio, a dose de uma molécula agonista, e os subtipos celulares envolvidos
(DEL REY; BESEDOVSKY, 2008). Por exemplo, mostrou-se que células B expressam duas
vezes mais receptores 2 adrenérgicos do que as células T CD4+; receptores 32 adrenérgicos
estdo presentes em quase todas as células do sistema imune, inclusive nos macrofagos, com
excecdo dos clones tipo Th2 (DE BLASI; PARRUTI; SALLESE, 1995). Ja os receptores a2
adrenérgicos somente sdo expressos em linfocitos T e B, durante estados especificos de
doencas, como doencas autoimunes, por exemplo, na artrite reumatdide (HEIJNEN et al.,
1996).

O estresse, dessa forma, ativa 0 SNAS, aumentando a liberagao de noradrenalina pelos
terminais nervosos. Essa molécula atuando sobre as células imunes, causa imunossupressao e,
consequentemente, aumenta a susceptibilidade a patdgenos. Essa afirmativa vem sendo
comprovada por experimentos que buscam correlacionar o bloqueio das inervagdes simpaticas
com as decorréncias a desafios por bactérias. Rice et al. (2002), monstraram que a
simpatectomia quimica por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), uma substancia que destroi
terminacfes nervosas noradrenérgicas, aumentou a porcentagem de neutrofilos no bago e o
nimero de macréfagos peritoneais em camundongos (RICE et al.,, 2002b; a). Ainda, a
administracdo de 6-OHDA em camundongos infectados com Listeria monocytogenes
diminuiu o nimero de unidades formadoras de col6nias (CFU), aumentou o numero de
neutrdfilos durante a resposta imune e diminuiu o nimero de linfécitos no baco e a secrecéo
de IL-2 e INF-y por células induzindo, uma diminui¢do da reposta imune adquirida para a

infeccdo (RICE et al., 2001).

Os estudos conduzidos com estresse tém grande importancia quando se trata de
animais de producdo. A grande competicdo comercial e a crescente preocupacdo com o bem-
estar destes animais tornam necessario que se estabelecam padrdes minimos de ambiéncia e
bem-estar, que por sua vez, tém sido regulados por leis no Brasil e em outros paises. Como
salientado, o Brasil se destaca no mercado internacional de produtos de origem animal, que
tém se tornado cada vez mais exigente em relacdo a qualidade dos nossos produtos e, também

com questdes ligadas ao meio ambiente e @ manutengdo do bem-estar dos animais de criagéo.

De tudo quanto exposto, percebe-se que ja estd bem estabelecida a existéncia de
interacdes neuroendocrinoimunologicas em mamiferos. Entretanto, estas inter-relaces nao
tém sido frequentemente analisadas em aves. Neste sentido, alguns pesquisadores vém
mostrando a existéncia de relacdes entre os sistemas Imune, Nervoso e Enddcrino em animais

de produgdo. Heckert et al. (2002) mostraram que frangos submetidos a uma superlotagéo
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(aumento de densidade populacional) apresentaram uma diminui¢do da atividade imune.
Observaram também que o aumento da densidade populacional (20 aves/m2) diminuiu
significantemente o peso total e o peso relativo da bursa de Fabricius, um dos mais
importantes 6rgdos linfoides de uma ave (comparados ao grupo controle 10 aves/m?). Em
nossos laboratdrios, constatamos que o estresse por aumento da densidade populacional (16
animais/m?) foi capaz de diminuir a atividade de macrofagos, de causar lesdo intestinal e,
consequentemente de aumentar a invasdo de Salmonella enteritidis para o figado de frangos
de corte (GOMES et al., 2013)%. Shini e colaboradores (2008b) mostraram que a
administragdo de corticosterona, em niveis semelhantes ao alcancados durante o estresse,
aumentou a relacdo heterofilo/linfécito e induziu mudancgas ultraestruturais no tamanho,
formato e granulacdo de heterdfilos e nas caracteristicas citoplasmaticas de linfécitos. A
corticosterona também foi capaz de induzir um maior influxo de heter6filos imaturos para o
sistema circulatorio. Dentro desse contexto, Shini e colaboradores (2010) mostraram que
niveis de corticosterona aumentados foram capazes de modular os niveis de citocinas e de
guimiocinas. Esses autores observaram que o tratamento crénico com corticosterona diminuiu
a expressdao de RNAm para citocinas proinflamatorias (IL-1p, IL-6 e IL-18), sugerindo que 0s

achados experimentais foram decorréncia de uma diminuigao da resposta imune.

Entretanto, ndo é sé na producdo de aves que se pode notar a existéncia de relacdes
neuroimunes. Bovinos, ovinos, bubalinos e suinos submetidos a situagfes estressoras,
apresentaram queda em parametros produtivos e imunologicos (MORROW-TESCH;
MCGLONE; SALAK-JOHNSON, 1994; SEVI et al., 2001; KHONGDEE et al., 2006;
GUPTA; EARLEY; CROWE, 2007; CAFE et al., 2011).

Foi, também, relatada a participacdo do SNAS na regulacdo da atividade do sistema
imune em aves (CHENG, 2006). Nesse trabalho, o autor utilizando um agonista de receptores
a-2 adrenérgicos, a Clonidina, usada para o tratamento de ansiedade em seres humanos,
mostrou ter ela um efeito estimulante sobre o sistema imune, melhorando a resposta
inflamatoria por atuar diretamente no Sl ou, alternativamente, no eixo HPA (CHENG, 2006).
Assim, este agonista foi capaz de aumentar as concentragcdes de 1gG e as proporcOes de
células B e de linfécitos CD8+, o que levou o autor a sugerir que 0 SNAS e o eixo HPA
estariam envolvidos com a regulacéo da resposta imune de frangos. Outro estudo que reforca
as relacGes neuroimunes, mostrou-se que a inoculacdo de LPS (lipopolissacarideo) aumentou

0s niveis de corticosterona e, também, aumentou a temperatura corporal, produzindo

*Overcrowding stress decreased macrophage activity and increased Salmonella enteritidis invasion in broilers chickens. Gomes, A.V.S;
Quinteiro-Filho, W.M.; Ribeiro, A.; Ferraz-de-Paula, V. Pinheiro, M.L.;Baskeville, E.; Astolfi-Ferreira, C.S.; Ferreira, A.J.P; Palermo-Neto, J.
Avian Pathology. Enviado para publica¢éo em janeiro de 2013.
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diminuicdo da ingestdo de alimentos e comportamento doentio em frangos jovens (SELL,;
CROWE; KENT, 2003).

E relevante comentar ainda que o estresse, se mantido por tempo prolongado, produz
lesbes na mucosa do trato gastrintestinal de aves (COSEN-BINKER et al.,, 2004;
MARTINDALE, 2005; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010; DENG et al., 2012; QUINTEIRO-
FILHO et al., 2012b). Lesdes como essas prejudicam a digestdo dos nutrientes bem como a
homeostase da microbiota comensal do trato intestinal acarretando perdas de absorcao,
reducdo do ganho de peso e diminuicdo do consumo alimentar (ALLEN; DANFORTH,;
AUGUSTINE, 1998; KORVER, 2006; SIFRI, 2006). De fato, agentes que desequilibram o
turnover celular da mucosa do trato gastrintestinal de aves tém a capacidade de interferir com
a capacidade de digestdo e de absorcdo de nutrientes (MACARI, 2005). Tem sido relatado,
também, que lesBes ulcerativas, enterites inespecificas e lesbes causadas por microorganismos
induzem alteragOes funcionais no intestino de aves, prejudicando os processos absortivos de
nutrientes. Segundo alguns autores, a adrenalina e a noradrenalina interfeririam tanto com a
absorcédo de nutrientes, como com a secrecdo de agua e de sais pelo intestino (HUBEL, 1985)
e, ainda, com os mecanismos de transporte celular. (TRISCHITTA; DENARO; FAGGIO,
1999). E, assim, licito supor que os efeitos do estresse sobre a integridade da mucosa
intestinal sejam consequéncia de acOes diretas de fatores regulatorias locais (produzidos por
células enteroenddcrinas) ou indiretas, ligadas a microbiota intestinal, a atividade do eixo
HPA, do SNAS ou a peptideos enddgenos. De fato, a auséncia de hormdnios da adrenal causa
atrofia do epitélio intestinal e diminuicdo da producdo de fatores celulares epiteliais, como
SCF, IL-7 e IL-15; estes fatos sdo criticos para o desenvolvimento, ativacdo e sobrevida de
linfocitos intra-epiteliais intestinais (WATANABE et al., 1995; FUJIHASHI et al., 1996;
INAGAKI-OHARA et al., 1997).

2.2 MACROFAGOS

Os macrofagos foram inicialmente descritos por Elie Metchnikoff, em 1905, que
atraves da observacdo de animais invertebrados e de mamiferos, relatou serem estas células

dotadas de capacidade fagocitica, responsaveis por eliminar patdgenos e manter a homeostase
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dos tecidos (HIRSCH, 1959; MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; LIU; YANG,
2012). A partir dai, foram definidas as bases do conceito de macrofagos ativados, com

capacidades fagociticas e resistentes a infec¢fes bacterianas especificas (LIU; YANG, 2012).

Os macrofagos sdo originarios da medula Ossea, mais especificamente de células
tronco hematopoiéticas que geram as células do sistema fagocitico mononuclear (MURRAY;
WYNN, 2011). Na medula Ossea, por influéncia de proteinas chamadas de fatores
estimulantes de col6nias, 0os monoblastos (células precursoras de mondcitos) apds uma
mitose, ddo origem aos promonocitos; apds duas sucessivas mitoses, essas células sdo
langadas na circulacdo sanguinea onde sdo chamadas de mondcitos e durante um periodo de
poucos dias vdo sendo sedimentadas/armazenadas em diversos 6rgaos do corpo, incluindo-se
aqui o baco, que serve de reservatorio de mondcitos imaturos (GEISSMANN et al., 2010).
Quando os mondcitos migram da circulacdo e extravasam através do endotélio vascular,
diferenciam para macrofagos ou células dendriticas (GEISSMANN et al., 2010; MURRAY;
WYNN, 2011). Neste sentido, o papel primario dos mondcitos é o de substituir macréfagos
residentes velhos dos tecidos e, células dendriticas em estado quiescente durante um processo
inflamatdrio. Macrdfagos residentes sdo encontrados em inumeros 6rgaos onde exercem um
papel homeostatico na remocdo de células apoptéticas e servem de sentinelas a injurias e
infeccdes (QURESHI, 2003).

Os macréfagos podem ser didaticamente divididos em sub-populac@es baseados na sua
localizacdo anatbmica e em aspectos fenotipicos funcionais. Macrofagos residentes
especializados incluem: osteoclastos (0ssos), macrofagos alveolares (pulmdes), histiocitos
(tecido conectivo intersticial), células de Kuppfer (figado). Os intestinos, também, sdo
habitados por numerosos tipos de macréfagos e células dendriticas, células estas que
apresentam papeis diferentes, porém que trabalham juntas para manter o equilibrio com a
microbiota e com antigenos alimentares (QURESHI, 2003). Outras subpopulac@es restritas de
macrofagos patrulham sitios imunologicamente privilegiados, como, por exemplo, o cérebro
através da microglia ou, até mesmo nos olhos e testiculos onde assumem um papel
remodelador e de manutengcdo da homeostase tecidual (QURESHI, 2003). Resumidamente,
pode-se dizer que durante um processo infeccioso ou injuria tecidual, essas subpopulacdes de
macrofagos especificos de tecidos fagocitam materiais estranhos e recrutam macréfagos

adicionais e outras células imunes da circulagdo sanguinea (MURRAY; WYNN, 2011).

Dependendo do microambiente estabelecido em cada 6rgdo, os macréfagos podem ser

programados em diferentes subtipos de células; a heterogeneidade dos mondcitos circulantes
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pode pré-definir a polarizagdo que essas células irdo adquirir ao chegar a um tecido. Os
macrofagos programados podem ser classificados em M1 e M2 (BISWAS et al., 2012;
WHYTE et al., 2012). A diferenciacdo de macréfagos M1 ativados acontece pela acdo de
citocinas inflamatorias do tipo Thl e produtos microbianos, como o LPS. Apds sua ativacéo,
tornam-se células potentes contra microorganismos e células tumorais, estando associados
principalmente a processos inflamatorios denominados do tipo 1. Os macrofagos M1
expressam a maioria dos TLRs e receptores de opsonizacdo; secretam IL-12, TNF-a, IL-1,
IL-6, CXCL10 e CCL 5, expressam iNOS (sigla do termo em inglés “inducible NO synthase”™)
(GORDON, 2003; BISWAS et al., 2012). Por outro lado, os macréfagos M2 séo
caracterizados pela baixa secrecdo de IL-12 e podem ser divididos em 3 (trés) diferentes
subtipos: M2a (macréfagos ativados alternativos), induzidos por IL-4, IL-13 ou IL-21; M2b,
macrofagos ativados induzidos por complexos imunes e agonistas de TLRs ou receptores IL-
1; e M2c (macréfagos imunossupressivos), induzidos pela IL-10, TGF-B, ou glicocorticoides.
Assim, muitos pesquisadores tém posicionado os macréfagos M2b e M2c como sendo
macrofagos reguladores (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; GORDON;
MARTINEZ, 2010; MARTINEZ, 2012). Os macrofagos M2 melhoram a resposta
inflamatorias do tipo 1 e a imunidade adaptativa, além de promover e regular as respostas
inflamatérias do tipo 2, a angiogenese e a reparacdo tecidual. As células M2, mais
especificamente a M2a, apresentam abundante expressdo de receptores de manose, e sdo
ativados por inimeras quimiocinas (CCL17, CCL22, CCL24 entre outras). Portanto, nota-se
um enorme repertorio de ligacdes que podem ser estabelecidas com os macrofagos, que
aumentam o leque para possiveis estratégias terapéuticas e para a acdo de imunomoduladores
(LIU; YANG, 2012).

Os macrofagos séo células que atuam tanto na imunidade inata como na imunidade
adquirida, exercendo papel protetor tecidual e atividade contra patégenos. Para desempenhar
tal finalidade, os macrdfagos apresentam receptores, dentre eles os chamados receptores
scavenger, receptores de lectina tipo C que facilitam a remocdo de células antigas, material
toxico ou provenientes de necroses, mantendo dessa forma a integridade dos tecidos
(GOERDT et al., 1999). Além disso, uma vez que recebem uma variedade de estimulos
advindos de processos infecciosos e lesbes teciduais, 0os macrofagos podem expressar
receptores PRR (sigla do termo em inglés parttern-recognition receptors), que incluem o0s
receptores do tipo toll (TLRs), receptores helicoidais do tipo 1 induzidos por acido retindico

(RLH) e receptores tipo Nod, todos esses capazes de reconhecer sinais de perigo ao
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organismo (GORDON, 2003). A presenca desses receptores é importante, pois a partir deles
iniciam-se a resposta imune inata e a producdo de moléculas que auxiliam os processos
inflamatdrios; por exemplo, a estimulagdo de um TLR nos macréfagos, induz uma cascata
sinalizadora mediada por MyD88 e TRIF, que modifica a expressdo de NF-kB e IRF, que
atuam na expressao de denfesinas, citocinas e quimiocinas (ISHII et al., 2009; MARTINEZ;
HELMING; GORDON, 2009). Muitos TLRs podem ser encontrados em vacuolos
intracelulares dos macrofagos, tendo papel importante no reconhecimento de patdgenos
intracelulares. Virus citosolicos e produtos bacterianos sdo reconhecidos pelos receptores
NOD e RLH. Tanto os NOD como os RLH presentes nos macréfagos induzem a expressédo de
NF-kB; entretanto, o primeiro destes receptores pode atuar diretamente sobre o0 gene ou em
colaboracdo com os TLRs, enquanto o segundo ativa através de mediadores localizados na
membrana externa das mitocondrias ou, ainda, induzindo mediadores apoptoticos da caspase-
1 através do adaptador molecular ASC (ISHII et al., 2009; MURRAY; WYNN, 2011; LIU;
YANG, 2012; SELEDTSOV; SELEDTSOVA, 2012).

Através de uma complexa rede de sistemas regulatorios, os macrofagos orquestram a
iniciacdo e a resolucdo do processo inflamatoério. O inicio da resposta inflamatéria acontece
com a participagdo dos macrofagos M1, que destruem microorganismos invasores e células
tumorais. Provém dai, repostas do tipo Th1l, através da geracao do burst oxidativo e produgéo
de citocinas pré-inflamatdrias como, por exemplo, TNF-a, IL-1B e IL-12. Por outro lado, a
resolucdo do processo inflamatério € orquestrada por células M2. Essas células sao
hiporresponsivas a estimulos pro-inflamatorios e estdo envolvidas na limpeza de debris
celulares, angiogenese, remodulacéo tecidual, cicatrizagdo de feridas, e promocdo da resposta
do tipo Th2. Os macrofagos secretam citocinas e quimiocinas, assim como matriz
metaloprotéica e inibidores teciduais que regulam o recrutamento de células para o reparo
tecidual (LIU; YANG, 2012).

Em termos gerais, as fun¢bes dos macréfagos podem ser definidas como: quimiotaxia,
fagocitose, destruicdo de bactérias e células tumorais, e producédo de citocinas. Essas fungdes
podem ser moduladas por fatores como nutri¢do, genética e meio ambiente, em especial o
estresse por calor (QURESHI; HEGGEN; HUSSAIN, 2000; QURESHI, 2003).

A fagocitose vem sendo classificada como a fungdo evolutivamente mais conservada
dos macrofagos (QURESHI, 2003), sendo realizada atraves de diversos mecanismos. Em
termos gerais, ela tem inicio com o reconhecimento da particula a ser fagocitada pelo

imundcito, sendo este reconhecimento processado por receptores especificos presentes na
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superficie de sua membrana plasmatica, como, por exemplo, os receptores manose/frutose
(MRF) e para as fragdes Fc da imunoglobulina G (IgG) e do componente C3 do sistema
complemento (ADEREM; UNDERHILL, 1999; MURRAY; WYNN, 2011). A ativacdo
desses receptores desencadeia um processo de polimerizacdo de filamentos de actina,
proximos a membrana plasmatica, que culmina com a emisséo de pseudopodes e a formagéo
do fagossomo, o qual passa por alteracdes em sua composicdo produzindo uma organela
hibrida, chamada fagolisossomo, que, ao contrario do seu percussor, ndo tem capacidade de
matar patdogenos ou de degradar proteinas. Entretanto, esta estrtura possui inumeras
propriedades degradativas, tais como baixo pH, enzimas hidroliticas para a digestdo de
particulas, defensinas e outros peptideos bactericidas, além de produzir metabdlitos reativos
de oxigénio e nitrogénio (VIEIRA; BOTELHO; GRINSTEIN, 2002; TIZARD, 2009). Na
sequéncia, fragmentos peptidicos antigénicos oriundos da atividade microbicida do
macrofago, sdo exteriorizados na superficie da membrana pelo complexo de
histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) sendo apresentados as células imunocompetentes
(MURRAY; WYNN, 2011).

Como o proprio nome sugere, 0os macréfagos inflamatorios sdo estimulados por fatores
inflamatorios ndo especificos, enquanto os macréfagos ativados sdo estimulados por fatores
imunologicos, via produtos derivados de linfécitos; os macrofagos inflamatorios podem ser
obtidos através da inoculacdo de agentes irritantes, como é o caso do SEPHADEX
(QURESHI, 2003). Essa silica vem sendo utilizada para adquirir macréfagos peritoneais de
aves, uma vez que nessa espécie, ao contrario que se observa em roedores, ndo se encontram
macrofagos residentes no peritdnio (QURESHI, 2003). Entretanto, a ativacdo de macr6fagos
de aves pode ser obtida utilizando-se patégenos como micobactérias, Trypanosoma cruzi,
Salmonella spp, ou simplesmente lipopolissacarideo (LPS) bacteriano; citocinas produzidas
por linfocitos T ativados, em especial INF-y também ativam macréfagos (BORDEN et al.,
2007). Esses macrofagos ativados secretam substancias importantes para a resposta imune,
dentre os quais pode-se citar o sistema complemento, a citocinas (IL-1, TNF-a, IL-6 entre
outras), as EROs e as espécies reativas de nitrogénio, como o NO (BISWAS et al., 2012).
Afirmou-se, ainda, que o papel chave para o INF-y (produzido por linfocitos Thl) teria o a

funcgéo de ativar o arsenal antimicrobiano dos macréfagos (BORDEN et al., 2007).

Considerando-se o envolvimento dos macrofagos nas relagdes neuroimunos, fica claro
gue estados emocionais alternadas pelo estresse como pela ansiedade tém potencial para
podem interferir com a atividade dessas células (PALERMO NETO; MASSOCO; FAVARE,
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2001b; PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA,
2003). Ottaviani, Franchini e Franceschi em 1997 sugeriram ser o macrofago o melhor
exemplo de célula imune-neuroendocrina, uma vez que essas células respondem a inimeros
mediadores hormonais, neurotransmissores e citocinas (OTTAVIANI; FRANCHINI;
FRANCESCHI, 1997). De fato, macrofagos apresentam receptores para glicocorticoides e
receptores B-adrenérgicos, sendo influenciados tanto pelo eixo HPA como pelo SNAS
(MADDEN; SANDERS; FELTEN, 1995). Desta forma, a capacidade funcional dos
macrofagos pode ser modificada através da acdo dos hormdnios e neurotransmissores
mobilizados pelo estresse. Diversos trabalhos do nosso e de outros laboratérios tém
demonstrado que a exposicao de roedores a uma situacao de estresse, seja na fase pré natal
como seja na fase adulta, alteram a capacidade funcional dos macrofagos, fato também
relatado por nosso grupo em frangos de corte (PALERMO NETO; MASSOCO; FAVARE,
2001b; FONSECA; MASSOCO; PALERMO-NETO, 2002; PALERMO-NETO; DE
OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; QUINTEIRO-FILHO et al.,
2010; QUINTEIRO-FILHO et al., 2012b; DE SOUZA QUEIROZ et al., 2013).

2.3 ESTRESSE POR CALOR E SUAS CONSEQUENCIAS

O estresse por calor é motivo de preocupacdo na avicultura brasileira. Apos anos de
estudos sobre a fisiologia da regulacdo térmica das aves, mostrou-se a importancia de manté-
las em temperaturas ideais, isto é, deixa-las em situacBes térmicas confortaveis desde a
eclosdo até o0 momento em que sdo abatidas. Como ja salientado, estressores ambientais,
nutricionais, fisicos, sociais ou fisioldgicos estdo diretamente envolvidos com o bem estar e
como desenvolvimento dos animais (ALTAN et al., 2003). Neste sentido, o estresse
provocado pelo excesso de calor € um dos maiores responsaveis por perdas na criacao
intensiva de frangos de corte, principalmente quando ele ocorre proximo ao momento do
abate (FURLAN, 2006). De fato, a zona de conforto térmico dos frangos de corte deve ser
reduzida de 35°C para 24°C as 4 semanas de idade e para 21-22°C as 6 semanas de idade, fato
consequente a maturagdo do sistema termorregulador e ao aumento das reservas energéticas
(FURLAN, 2006).
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Indmeros problemas podem estar relacionados a elevada temperatura ambiental. Na
vigéncia de altas temperaturas ambientes, a taxa de crescimento é diminuida em funcéo tanto
da queda de apetite como do consumo alimentar (MORROW-TESCH; MCGLONE; SALAK-
JOHNSON, 1994; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010); o estresse por calor diminui o peso da
carcaca, além de diminuir o rendimento e qualidade da carne de frangos de corte (ZHANG et
al., 2012); em galinhas poedeiras, o estresse por calor também diminui o desempenho
produtivo e a qualidade dos ovos (menor expessura de casca) (BOZKURT et al., 2012;
EBEID; SUZUKI; SUGIYAMA, 2012). Cita-se, também, na literatura a ocorréncia de
aumento da frequéncia respiratéria em aves estressadas por calor, fato que pode levar a
alcalose metabolica (FRANCI et al., 1996).

Durante o estresse por calor, podem ocorrer desajustes fisiologicos (desequilibrio
eletrolitico), hormonais (corticosterona, T3, T4) e moleculares (MORROW-TESCH;
MCGLONE; SALAK-JOHNSON, 1994; GERAERT; PADILHA; GUILLAUMIN, 1996;
LIN et al.,, 2002; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010). Temperaturas ambientais elevadas
causam efeitos adversos na estrutura e na fisiologia das células; mais especificamente, na
transcricdo, na traducdo do mRNA, e na funcdo e estrutura das membranas celulares
(IWAGAMI, 1996). Em conjunto, esses fatores debilitam o organismo animal, aumentando
sua suscetibilidade as doengas oportunistas. (KAMWANJA et al., 1994). Nesse sentido, a
suscetibilidade as doencas tem sido relacionada a desajustes na resposta imune das aves. De
fato, nossos trabalhos ja mostraram que altas temperaturas ambientes correlacionaram-se
positivamente com um aumento de processos inflamatérios na mucosa intestinal
(QUINTEIRO-FILHO et al., 2010; 2012b).

Outros autores, também, mostraram ser o estresse por calor, aplicado em periodos
préximos ao dia de abate (42 dias), capaz de interferir com a reposta imune de aves; mais
especificamente, relataram ocorréncia de diminuicdo do numero de linfocitos circulantes e
dos titulos de anticorpos (TROUT; MASHALY, 1994; KHAJAVI et al., 2003; MASHALY et
al., 2004).

Neste mesmo contexto, (BARTLETT; SMITH, 2003) tentando avaliar o efeito dos
niveis de zinco na dieta sobre caracteristicas de performance e imunocompeténcia de aves
criadas em ambiente termoneutro e em temperaturas elevadas, demonstraram que uma
flutuacdo 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 a atividade dos macrofagos. Mais especificamente, 0s autores
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mostraram que o0 estresse térmico diminuiu e as altas concentragbes de zinco na dieta
aumentaram o percentual de fagocitose de hemécias de carneiro (opsonizadas ou n&o)
realizada por macrofagos peritoneais. Entretanto, a dieta suplementada com zinco per se 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 relacionado com os efeitos
produzidos pelo estresse térmico sobre a atividade dos macréfagos.

Nossos trabalhos corroboram com esses achados, pois quando frangos de corte foram
submetidos ao calor ambiente de 31+1°C e/ou 36+1°C (10h/dia por 6 dias) observamos
diminuicdo no burst oxidativo de macréfagos na presenca de S. aureus; porém, e
curiosamente, apenas a temperatura de 31+1°C aplicada por 6 dias diminuiu o burst oxidativo
basal (QUINTEIRO-FILHO et al., 2010). Observamos, também, aumento dos niveis séricos
de corticosterona e presenca de discreta enterite caracterizada por aumento de infiltrado
inflamatorio linfo-plasmocitario na lamina propria do jejuno. Tomados em seu conjunto, 0s
nossos dados permitiram sugerir 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 alteracGes teriam influenciado a imunidade, propiciado do aparecimento de
processos inflamatorios intestinais e, consequentemente, piorando o desempenho produtivo
Ressalta-se que em nossos dados experimentais ndo permitem descartar ou confirmar a

participacdo do SNAS.

As barreiras intestinais sdo formadas por enterdcitos, juncdes entre as células (tigh
junctions), muco e fatores imunoldgicos, como macrofagos e linfocitos, sendo consideradas
como a primeira linha de defesa do organismo contra invasdes por microorganismos
(CHEROUTRE; MADAKAMUTIL, 2004). Nesse sentido, sabe-se que inimeros tipos de
estressores, inclusive o estresse térmico por calor, produzem disfuncdo dessa barreira e, com
isso, aumentam a permeabilidade intestinal a agentes invasores (LAMBERT, 2008).
Burkholder et al. (2008) mostraram, em frangos submetidos a um estresse por calor (30°C)
durante 24 horas, um aumento na adeséo de Salmonella enteritidis na mucosa do intestino
delgado, além de alteragbes na microbiota comensal e na integridade da mucosa, mais
especificamente, na profundidade das criptas do ileo. Quinteiro-Filho e colaboradores (2012b)
observaram que a aplicagcdo de um estresse por calor (31°C) por 10h, foi capaz de diminuir a
atividade de macrofagos peritoneais e de aumentar os processos inflamatorios no intestino
delgado de frangos de corte, sugerindo os achados experimentais que aves submetidas a

estresse por calor, tém perda significativa da integridade intestinal. Assim, o aumento da
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permeabilidade para endotoxinas bacterianas e/ou para bactérias da microbiota intestinal
poderia propiciar o desenvolvimento de rea¢des inflamatorias sistémicas e locais. De fato,
alguns estudos ja mostraram a capacidade apresentada de algumas bactérias da microbiota de
camundongos de migrarem para os 6rgdos linfoides e para o figado, podendo, até mesmo,
alcancar o pulméo quando de situacBes de estresse crbnico; neste trabalho, também se
relacionou a migragdo bacteriana a disfun¢bes imunoldgicas ocorridas na barreira intestinal e
a fatores ligados ao processo de migracéo (KIANK; DAESCHLEIN; SCHUETT, 2008).

O estresse suprime a resposta de uma serie de genes, exceto um grupo de genes
denominados “genes do choque térmico” (heat shock genes) (ZHEN et al., 2006). As heat
shock proteins (HSP - proteinas do choque térmico) sdo transcritas a partir desses genes, e sua
estrutura vem sendo conservada durante a evolugdo das espécies. Mostrou-se que as HSPs sdo
criticas para a sobrevivéncia celular diante de um estresse por calor, e também, importantes
para as condi¢cdes normais de crescimento celular, j& que elas estariam envolvidas na
formacdo das estruturas terciarias e quartenarias das proteinas, principalmente de moléculas
afetadas pelo calor ou por outro tipo de estressor (GETHING; SAMBROOK, 1992; FOSTER,;
BROWN, 1996; MEZQUITA et al., 2001; JOLESCH et al., 2012). Acredita-se que essas
proteinas atuem como moléculas cicerones (chaperones molecules) ligando-se a outras
proteinas celulares, atuando no transporte celular; dotadas de capacidade de se dobrar em
estruturas secundarias, elas previnem a agregacdo proteica durante um estimulo estressor
(CHIRICO; WATERS; BLOBEL, 1988; HARTL, 1996). A familia das HSP 70 pode ser
destacada como uma das mais importantes HSPs. Acredita-se que as HSP 70 estariam
envolvidas na protecdo celular contra estimulos fisiologicos e ambientais (MALOYAN;
PALMON; HOROWITZ, 1999; PALMISANO; WINTON; DICKHOFF, 1999). As HSP 70
tém papel importante em processos, como ativacdo de outras proteinas e aparecimento
doencas autoimunes humanas (BALER; WELCH; VOELLMY, 1992; ZHEN et al., 2006).
Adicionalmente, ha evidéncia de que as HSP 70 estariam relacionadas com a aquisicdo de
termo-tolerancia, e com a recuperagao mais rapida de uma desnaturacao protéica induzida por
calor (MALOYAN; PALMON; HOROWITZ, 1999; ZHEN et al., 2006).

Muitos estudos tém relacionado a atua¢do de HSP com a temperatura corporea de aves
(WANG; EDENS, 1993; YAHAV et al., 1997; GIVISIEZ et al., 1999), porém, e até o
momento, ha poucas informacdes que permitam relacionar a expressao das HSP 70, com as
fungdes imunes e a resisténcia de aves domésticas a doencas na vigéncia de estressores

(SOLEIMANI et al., 2012). Neste sentido, estudos realizados em mamiferos mostraram que
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quando liberadas para o meio extracelular, as HSP 70 ligam-se a antigenos e proteinas,
formando complexos que atuariam como mensageiros para alertar a resposta imune contra

patdgenos ou outras alteracbes moleculares (JOLESCH et al., 2012).

De tudo quanto exposto, fica clara a importancia de se estudar em aves os efeitos do
estresse por calor (31°C) sobre a imunidade e sobre a resposta a um desafio patogénico, no
caso Salmonella enteritidis. Pretendemos com o presente trabalho analisar em frangos de
corte os efeitos do estresse por calor sobre o desenvolvimento de uma infeccdo experiemental
por Salmonella enteritidis e sua migracdo através da mucosa intestinal para baco, figadoe
medula 0ssea. Pretendemos ainda, correlacionar estes achados com outros dados de nosso

grupo e/ou da literatura, interpretando-os dentro de uma perspectiva neuroimune.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar, em frangos de corte, as relagOes existentes entre os efeitos do estresse por
calor (31°C) sobre os indices zootécnicos, a imunidade, a integridade do trato intestinal e 0s
niveis séricos de corticosterona, correlacionando os dados obtidos com a migracdo de

Samonella Enteritidis para figado, baco e medula 6ssea.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pretende-se, em frangos de corte submetidos a um estresse por calor (31+1°C)
aplicado entre o 35° a 41° dias de vida e infectados ou ndo experimentalmente com

Salmonella enteritidis, analisar:
1) Os indices zootécnicos;
2) Os niveis plasmaticos de imunoglobulinas IgA e 1gG;
3) Os niveis plasmaticos de INF-y;

4) A expressdo de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, TGF-B, e INF- y em bago

e tonsila cecal,
5) A expressdo AvBD-1, AvBD-2, AvBD-4 e AvBD-6;

6) A expressdo do MyD88, TLR-2 (toll-like receptor 2) e TLR-4 (toll-like receptor 4) em

baco e tonsila cecal;
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7) A integridade do trato intestinal (duodeno, jejuno e ileo);

8) A migracdo bacteriana (Salmonella enteritidis.) pela mucosa intestinal, analisando a

presenca da bactéria em baco, figado e medula 6ssea;
9) Os niveis séricos de corticosterona;
10) A expressao do gene hps70 (heat shock protein 70);

11) E, correlacionar os dados obtidos, interpretando-os dentro de uma perspectiva

neuroimunologica;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 232 frangos de corte, da linhagem Ross, adquiridos de um
incubatdrio comercial com 1 dia de vida; os animais foram mantidos nas dependéncias do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de S8o Paulo. As aves foram alojadas no chdo, em baias ou em cémaras
isoladas, em ambiente com luz artificial e ciclo de 12h (12h claro/12h escuro). A racédo foi
fornecida em quantidades conhecidas para posterior analise do consumo alimentar e a dgua foi

fornecida ad libitum.

O trabalho foi ralizado seguindo-se as normas do Comité de Etica para o uso de
animais de experimentacdo, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo. (Protocolo n°® 1798/2009).

4.2 SALAS CLIMATIZADAS E ISOLADORES

Os experimentos foram divididos em dois grandes blocos. O primeiro bloco foi
realizado para analisar os indices zootécnicos, 0s niveis de corticosterona e a migracdo de
Salmonella enteritidis; o segundo bloco de experimentos analisou o restante dos parametros
planejados a saber: niveis de IgA e IgG, niveis de INF-y, expressio de citocinas, de
defensinas aviérias, expressdo de TLR-2, TLR-4 e MyD88 e integridade intestinal. No bloco 1
de experimentos, utilizaram-se 2 salas climatizadas, sendo cada uma delas divididas em 4
boxes de 1,2 m? com 12 animais cada. . As aves deste bloco foram alojadas em piso, com
cama de maravalha, respeitando-se um limite maximo de 10 aves/m2. As figuras 1, 2 e 3

ilustram os boxes dentro das salas.



Figura 1 — Estrutura interna de uma das Figura 2 — Estrutura interna de uma
salas climatizadas usadas no das salas climatizadas usadas
bloco 1 de experimentos no bloco 1 de experimentos

Figura 3 — Box com aves de 1 (um) dia de vida
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No segundo bloco de experimentos, foram utilizadas 4 (quatro) unidades isoladoras
para aves (ALESCO®). Esses equipamentos sdo camaras isoladas, que controlam o fluxo de
entrada e saida de ar, sendo que o processo de filtragem do ar é realizado com auxilio de
filtros HEPA. Dessa forma, nesse experimento foi possivel obter um controle rigido de
contaminantes ambientais. As camaras isoladas foram alojadas em duas salas, sendo dois
equipamentos mantidos em cada sala. Dois equipamentos de ar condicionado com funcdes de
refrigeracdo e/ou aquecimento, além de aquecedores de ar e sistema de abastecimento de dgua
foram instalados nas salas onde encontravam-se os isoladores. As Figuras 4, 5 e 6 ilustram 0s

isoladores de aves utilizados.

Figura 4 — Isolador de Aves Alesco®
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Figura 5 — Pintinhos de 1 dia alojados na
Camara Isoladora Alesco®

Figura 6 — Pintinhos de 1 dia alojados em Camara
Isoladora Alesco®
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4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS E ESTRESSE TERMICO

As aves foram alojadas durante as primeiras 5 (cinco) semanas de criacdo nas
temperaturas recomendadas para tal (35 = 1°C do 1° até o 7° dia de vida, 28 + 1°C do 7° até o
21° de vida; 24 £+ 1°C do 22° dia até o 35° dia de vida). Em seguida, elas foram divididas em
quatro grupos: 1) Controle; 2) Estresse por Calor 31+1 °C (heat stress - HS31°C); 3) Controle
infectado com Salmonella enteritidis (PC) e; 4) Estresse por calor 31+1°C e infectado com
Salmonella enteritidis (positive heat stress - PHS31°C). Durante a 6% semana de vida dos
animais (35° dia de vida dos animais até o 41° dia de vida), as aves foram mantidas em dois
ambientes distintos (sendo a temperatura dos mesmos controlada através do auxilio de um
condicionador de ar existente em cada uma das salas). Nestes ambientes, 0os animais dos
grupos Controle (Controle e PC) permaneceram em temperatura termoneutra (21+ 1°C) do
35° ao 41° dia de vida; os frangos dos grupos experimentais (HS31°C e PHS31°C)
permaneceram em ambiente com calor térmico em temperatura que variou em torno de
31+1°C, 10h por dia (8:00 as 18:00). Foi permitido que a umidade relativa do ar flutuasse;
entretanto, ela foi controlada de forma tal, a néo cair para valores abaixo de 45%. Ao final do

periodo experimental as aves foram eutanaziadas em camara de CO2.

4.4 INFECCAO EXPERIMENTAL

Foi utilizada uma cepa de Salmonella enteritidis isolada de ceco de frangos de corte
gue é mantida congelada no Laborat6rio de Ornitopatologia da FMVZ-USP. Para inoculagéo,
foi semeada uma coldnia em meio caldo Difco® Brain Heart Infusion (BHI), e deixou-se sob
aguecimento e agitacdo por 80 minutos até que se chegasse a uma concentracéo de 10° UFC/
100pL. Os animais foram infectados no primeiro dia de vida; para tanto, receberam 100 pL de
caldo BHI contendo as bactérias via gavage através de uma canula. Os animais ndo infectados
receberam apenas o caldo isento de bactérias. A figura 7 ilustra o procedimento descrito

acima;
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Figura 7— Inoculacdo experimental de Salmonella Enteritidis no
primeiro dia de vida. Procedimento realizado em fluxo
laminar

4.5 AVALIACAO DO DESEMPENHO PRODUTIVO DAS AVES

O desempenho das aves foi determinado calculando-se o ganho de peso (GP), o
consumo de alimento, a converséo alimentar (CA) e a mortalidade. A converséo alimentar foi
avaliada pelo consumo de racdo em relacdo ao ganho de peso. Os dados foram coletados
durante o periodo experimental, do 35° ao 42° dias de vida dos animais. Foram realizadas 4
replicacbes por grupo experimental (4 boxes com 12 animais cada), onde cada replicacdo

representa uma unidade amostral (N).
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4.6 QUANTIFICAGAO DOS NIVEIS SERICOS DE CORTICOSTERONA

A coleta do sangue foi realizada ap6s o periodo experimental (dia 42), pela veia
braquial, na parte interior da asa; o sangue ccolhido foi armazenado em tubos do tipo
eppendorfs de polietileno, sendo mantido em gelo até a retragdo do coagulo, e submetido a
centrifugacdo refrigerada (3220g/15 minutos em temperatura de 4°C) para obtencdo do soro,
que foi armazenado em freezer a -80°C por um periodo maximo de 60 dias até 0 momento da

realizacdo das dosagens do glicocorticoide.

A dosagem de corticosterona foi realizada pela técnica de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), utilizando-se Kkits comerciais (Enzo® Life Science,
Farmingdale, NY), conforme descrito por Tachibana, et al. (2007). O kit utilizado apresenta
sensibilidade (limite de deteccéo) de 27,0 pg/ml, com intervalo de detecgdo de 32 - 20,000
pg/ml.

4.7 ANALISE DA INTEGRIDADE DO TRATO GASTROINTESTINAL: EXAME

ANATOMOPATOLOGICO E MORFOMETRICO DO INTESTINO

Necropsia e coleta do trato intestinal

As aves necropsiadas tiveram seus tratos intestinais analisados pela técnica padrédo de
exame macroscopico. Fragmentos dos segmentos do duodeno, jejuno (aproximadamente 5cm
posterior & abertura dos ductos pancreatico e biliar) e ileo (aproximadamente 5cm anterior a
juncéo ileo-cecal), foram colhidos para exame histopatologico no decorrer da necropsia; 0S
orgdos colhidos foram fixados em Solucdo aquosa de formol a 10%. Posteriormente, as

amostras foram processadas como abaixo descrito, para o0 exame histopatolégico.
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Exames anatomopatoldgico e semiquantitativo do intestino

As amostras de intestino foram processadas segundo a técnica padrdo para exame
microscopico de 6rgaos empregada no Laboratdrio de Histologia do VPT-FMVZ (HODGES,
1974; RIDDELL, 1987). Os cortes longitudinais e transversais dos segmentos de intestino

foram corados com hematoxilina e eosina (HE).

Os segmentos intestinais foram avaliados quanto a estrutura geral (mucosa, submucosa
e camadas musculares) e também quanto aos seguintes critérios: relacdo vilo/cripta, tamanho
da vilosidade, morfologia da cripta, intensidade do infiltrado inflamatério na lamina propria,
tipo do infiltrado inflamatério (mononucleares e granuldcitos) e densidade de linfocitos
intraepiteliais. Seguiu-se um padrdo histoldgico intestinal de normalidade pré-definido
conforme sugerido por Hodges (1974) e Riddell (1987). A intensidade das alteragdes
observadas no intestino foi avaliada semiquantitativamente em uma escala de 1 a 4, onde: 1=
parametro tido como dentro da normalidade, 2 = presenca de alteragdes minimas, 3 =

presenca de alteracGes em grau moderado e 4 = presenca de grau severo de alteragéo.

4.8 ANALISE MICROBIOLOGICA

Os procedimentos de analise microbiolégica para os oOrgaos analisados foram

adaptados conforme sugerido por Ferreira et al (2009).

Para avaliacéo da colonizacdo e invasdo de Salmonella enteritidis, 0s cecos, 0s papos,
os figados e os bagos foram removidos com pinga e tesoura estéril, sendo acondicionados em
sacos plasticos estéreis e previamente pesados. As amostras foram maceradas e em cada saco
plastico colocou-se 10 ml (amostras de papo e bago) ou 20 ml (amostras de figado e ceco) de
agua peptonada 0,1 %, pH 7,0. Uma amostra de 0,1ml do produto mascerado foi semeada no
meio Agar XLT4 (Xylosine-Lysine-Tergitol-4, Difco/BD, USA). As placas foram mantidas

em estufa a 37°C; as leituras foram realizadas 24, 48, 72 e 96 horas. As col6nias onde se
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suspeitou da presenca de Salmonella enteritidis foram testadas com soro polivalente anti-
Salmonella (Promicro-lot: 02839, Probac do Brasil, SP), através de teste de aglutinacdo. As
amostras suspeitas foram mantidas sob agitacdo durante 2 minutos, para a certificacdo de
ocorréncia de aglutinacdo e, portanto identificacdo como Salmonella. Finalmente, calcularam-
se as unidades formadoras de col6nia de Salmonella enteritidis por grama (UFC/g) para as
amostras de ceco, figado e baco.

Analise de positividade para Salmonella enteritidis

Os procedimentos de coleta e maceracdo de ceco, papo, figado e baco foram os
mesmos descristos acima. Foi adicionado nas amostras maceradas, solucdo de Tetrationato
(Tetrathionate broth base, Difco/BD, USA) para analise da positividade. As amostras foram
incubadas a 37°C durante 48h e, apds esse periodo, as amostras foram semeadas em meio
Agar XLT4. As placas foram condicionadas em estufa a 37°C e as leituras foram realizadas

apos 48 horas.

Ainda, coletamos o fémur direito dos animais, para realizacdo da analise
microbioldgica da medula 6ssea dos animais. O fémur direito foi dissecado, tendo suas
epifises sido cortadas transversalmente. Uma agulha conectada a uma seringa plastica
contendo 10ml de PBS foi, entdo inserida na medula femoral e as células foram retiradas
fisicamente e lavadas. A suspensdo celular foi entdo enriquecida com 10 ml de solucdo de

tetrationato. As amostras foram incubadas e semeadas como descrito acima.

4.9 ANALISE DOS NIVEIS PLASMATICOS DE IgA E 1gG

Foi realizada a coleta de sangue pela veia braquial, na parte interior da asa, sendo o
sangue armazenado em tubos do tipo eppendorfs de polietileno com EDTA 10%. O sangue foi
mantido em gelo, sendo em seguida centrifugado a (3220g/15 minutos a 4°C) para obtencéo

do plasma, o qual foi armazenado em freezer a -80°C por no maximo 30 dias até 0 momento
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da realizagédo das dosagens das imunoglobulinas. As dosagens de IgA e IgG foram realizadas
por ELISA utilizando Kkits comerciais (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA),
conforme descrito por Gao et al (GAO et al., 2008). O kit utilizado apresenta sensibilidade

(limite de detec¢do) de 15,62 ng/ml, com intervalo de deteccdo de 15,62 a 1000 ng/ml.

4.10 ANALISE DE CITOCINAS E DEFENSINAS AVIARIAS (AVBD)

Extracdo de RNA e PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real, e a analise dos genes descritos foram realizadas no
Immunology Laboratory do Department of Pathobiology, Ontario Veterinary College,

University Of Guelph — Canada; em colaboracdo com o Prof. Dr. Shayan Sharif e sua equipe.

Foram realizadas colheitas dos bagos e das tonsilas cecais das aves em nossos
laboratdrios no Brasil. Os 6rgdos foram colhidos de forma estéril e imediatamente congelados
em nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até 0 momento em

que foram sbmetidas a extracdo do RNA.

O RNA total foi extraido das amostras de baco e tonsila cecal com auxilio do reagente
Trizol (Invitrogem Canada Inc. Burlington, Ont., Canada) conforme descrito por Abdul
Careem et al. (2006). Em seguida, o0 RNA total foi processado para sintetizar o cDNA, sendo
utilizado um kit de trancriptase reversa conforme instrucdes do fabricante (SuperScript First-
Strand Synthesis System, Invitrogem Live Tecnologies, Carlsband, CA, USA). O cDNA foi
armazenado em freezer -20°C até a realizacdo do PCR tempo real. Os protocolos de extracdo
de RNA e sintese de cDNA vém sendo detalhados em intmeras publicagbes (ABDUL-
CAREEM et al., 2007; BRISBIN et al., 2008; HAGHIGHI et al., 2008; BRISBIN et al., 2010;
BRISBIN; PARVIZI; SHARIF, 2012).

O PCR em tempo real foi utilizado para quantificar a expressao génica de citocinas nas
amostras processadas de cDNA. As reacdes de PCR foram preparadas em um volume total de
20 pl, utilizando-se kit SYBR Green (LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |,
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Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). A sequéncia dos primers especificos para
IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, TGF-beta, INF- v, AvBD-1, AvBD-2, AvBD-4 e
AvBD-6 de frangos de corte (Gallus gallus) estdo descritos na tabela 1. (ABDUL-CAREEM
et al., 2006; ABDUL-CAREEM et al., 2007; BRISBIN et al., 2010). Para a analise da
expressao relativa dos genes descritos, foi utilizada a expressdao de -actina para as devidas

comparagoes.

Os primers foram sintetizados pela Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, Ont.,
Canada). Todas as amostras foram amplificadas em um aparelho de PCR tempo real —
LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) e avaliadas em software 3.5

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha).

Tabela 1 — Sequéncia de primers de citocinas e AvBD que foram utilizadas nas reacGes de
PCR em tempo real.

Primer Forward (5°-3”) Reverse (5°-3”)

IL-13  GTGAGGCTCAACATTGCGCTGTA TGTCCAGGCGGTAGAAGATGAAG

IL-6 CAGGACGAGATGTGCAAGAA TAGCACAGAGACTCGACGTT

IL-8 CCAAGCACACCTCTCTTCCA GCAAGGTAGGACGCTGGTAA
IL-10 AGCAGATCAAGGAGACGTTC ATCAGCAGGTACTCCTCGAT
IL-12 CTGAAGGTGCAGAAGCAGAG CCAGCTCTGCCTTGTAGGTT

IL-13  ACTTGTCCAAGCTGAAGCTGTC TCTTGCAGTCGGTCATGTTGTC

IL-17 GAAACGTCAATAGCCAGTTGC TCCCATGCTCTTTCTCACAACA

TGF-B CGGCCGACGATGAGTGGCTC CGGGGCCCATCTCACAGGGA
INF-y CTGAAGAACTGGACAGAGAG CACCAGCTTCTGTAAGATGC
AvBD1 GGTTCTTACTGCCTTGCTGT TGACTTCCTTCCTAGAGCCT
AvBD2 GGACTGCCTGCCACATACAT TTGCAGCAGGAACGGAAC
AvBD4 TACCTGCTGCTGTCTGTCCT AGTCCACTGCCACATGATCC
AvBD6 TTGTGGCAGTTCATGGAG ACTTCTGGAGATCCTGTGC

B-actina  CAACACAGTGCTGTCTGGTGG ATCGTACTCCTGCTTGCTGAT
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4.11 ANALISE DE HSP70, TLR-2, TLR-4, MYD88

A técnica de PCR em tempo real e, a analise dos genes descritos foram
realizadas no Immunology Laboratory do Department of Pathobiology, Ontario Veterinary
College, University Of Guelph — Canada; em colaboracdo com o Prof. Dr. Shayan Sharif e
sua equipe.

A coleta dos bacos e tonsilas cecais, a extracdo de RNA, a sintese do cDNA e a analise
génica por PCR em tempo real foram realizadas como descrito acima (item 4.10). Os primers
utilizados para TLR-2, TLR-4, MyD88, HSP70 estdo descritos na tabela 2. Os primers foram
sintetizados pela Sigma-Aldrich Canadéa Ltd. (Oakville, Ont., Canadd). Todas as amostras
foram amplificadas em um aparelho de PCR tempo real — LightCycler (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemanha) sendo avaliadas em software 3.5 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemanha). Para a analise da expressao relativa dos genes descritos, foi utilizada
a expressédo de B-actina para as devidas comparagoes.

Tabela 2 — Sequéncia de primers que foram utilizadas nas reagdes de PCR tempo real.

Primer Forward (5°-3") Reverse (5°-37)

TLR-2  ATCCTGCTGGAGCCCATTCAGAG  TTGCTCTTCATCAGGAGGCCACTC
TLR-4 TGCCATCCCAACCCAACCACAG ACACCCACTGAGCAGCACCAA
MyD88 AGCGTGGAGGAGGACTGCAAGAAG CCGATCAAACACACACAGCTTCAG

HSP70 GCCAACAGAGATAGGGTGGG TGATCACCTCCTGGCACTTG
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4.12 DETECCAO DE SALMONELLA ENTERITIDES POR IMUNOHISTOQUIMICA

Amostras de baco e ceco das aves de todos os grupos experimentais foram colhidas e
armazenadas em freezer -80°C. Cortes congelados de 6um foram obtidos do criostato
(Leica®) em laminas sinalizadas. Os tecidos foram fixados e pré-fixados em acetona e
rehidratados em sess@es graduais de alcool seguindo-se um protocolo padrédo. Em seguida, 0s
cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase em solucdo de H202 3% diluido em
metanol (5 minutos). As reacGes inespecificas do tecido foram blogqueadas pelo uso de Protein
Block (Dako®) (30 minutos & 37°C). Posteriormente, os cortes foram incubados com
anticorpo primario anti-Salmonella (Abcam - 1:20) em camera Umida, por 12 horas
(overnight) a 4°C. Realizou-se a incubacdo com anticorpo secundario biotinilado por 30
minutos, seguida da incubacdo com o complexo estreptavidina-peroxidase (LSAB - Dako®,
CA, USA) (30 minutos). Os nucleos foram corados por Hematoxilina de Harris e as bactérias
ou partes da mesma foram evidenciadas apds a revelacdo por Diaminobenzidina
(DAB+Chromogen, Dako®, CA, USA). As laminas foram lavadas em PBS entre todas as
etapas. As fotomicrografias foram realizadas por meio do software KS400. Utilizou-se um
microscépio OLYMPUS® e uma camera AxioCam® para o procedimento.

4.13 ANALISE DOS NIVEIS PLASMATICOS DE INF-y

Foi realizada a coleta de sangue pela veia braquial, na parte interior da asa, sendo o
sangue armazenado em tubos do tipo eppendorfs de polietileno com EDTA 10%. O sangue foi
mantido em gelo, sendo em seguida centrifugado a (3220g/15 minutos a 4°C) para obtencéo
do plasma, o qual foi armazenado em freezer a -80°C por no maximo 30 dias até 0 momento
da realizacdo das dosagens das imunoglobulinas. As dosagens de INF-y foram realizadas por
ELISA utilizando kits comerciais (CUSABIO BIOTECH®, Wuhan, China), conforme descrito
no manual estabelecido pelo fabricante. O Kit utilizado apresenta sensibilidade (limite de
deteccdo) de 2,00 pg/ml, com intervalo de deteccédo de 8 a 2000 pg/ml.
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4.14 ANALISE ESTATISTICA

Antes de aplicar-se a analise estatistica verificou-se atraveés do teste de Bartlet, qual
tipo de teste - paramétrico ou ndo paramétrico - seria 0 mais adequado para cada situacao
experimental. Os dados paramétricos foram avaliados por anélise de varidncia ANOVA
seguido do teste Newman-Keuls ou pelo teste “t” de Student. J& 0s dados ndo paramétricos
foram analisados pelo teste “U” de Mann-Whitney ou pela analise de variancia de uma via
proposta por Kruskall-Wallyis com resolucdo pelo teste de Dunnet.

Para os parametros onde existiam dois fatores foi feita a analise de varidncia de duas
vias seguida do teste de multiplas comparac6es de Student-Newman-Keuls, para analise das
interacdes entre os fatores. Em todos os casos, a probabilidade de p<0,05 foi considerada

capaz de mostrar diferencas estatisticamente significantes.
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1: Avaliacdo dos indices zootécnicos de frangos de cortes infectados
experimentalmente com Salmonella enteritidis, e submetidos ou ndo ao estresse térmico
por calor (31£1°C)

Foram utilizados 192 frangos de corte, divididos ao acaso em 4 (quatro) grupos, sendo
um grupo controle (grupo C), um estressado por calor (HS31°C) um grupo infectado com
Salmonella enteritidis (Controle Positivo - PC) e, finalmente, um grupo infectado com
Salmonella enteritidis e estressado por calor (PHS31°C). Para este experimento, foram
realizados dois lotes experimentais, utilizando-se duas salas climatizadas. A infeccédo
experimental por Salmonella enteritidis foi realizada no 1° dia de vida das aves dos grupos PC
e PHS31°C, conforme descrito no item 4.4. Os animais dos grupos controles (grupos C e PC)
permaneceram em temperatura termoneutra do primeiro ao 42° dia de vida, e aquele dos
grupos estressados (HS31°C e PHS31°C) foram mantidos em temperatura de 31+1°C, isto &,
submetidos a um estresse térmico por calor, conforme descrito no item 4.3. Durante todo o
periodo experimental (35° ao 42° dia de vida), foram analisados os indices zootécnicos

conforme descrito no item 4.5. A figura 8 ilustra esse delineamento experimental.

Figura 8 — Esquema do protocolo experimental utilizado no experimento 1
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1)Indices zootécnicos ~
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5.1.1 Resultados

indices Zootécnicos

A tabela 3 mostra e as figuras 9, 10 e 11 ilustram os resultados desse experimento.
Observamos que os indices zootécnicos analisados foram severamente afetados nas aves
submetidas ao estresse térmico por calor (31+£1°C) entre 0 35° e 0 41° dias de vida. O estresse
por calor diminuiu o ganho de peso (F (3,12)=37,89; p<0,01) e o consumo de racdo (F
(3,12)=32,22; p<0,01) dos animais infectados (grupo PHS31°C) e ndo infectados (grupo
HS31°C) com Salmonella enteritidis. Porém, ndo observamos interacdo entre os fatores
“estresse por calor vs infeccdo por salmonella” (p=0,890) quer para o ganho de peso quer para
0 consumo de racdo. Com relacéo a conversao alimentar (CA), observamos existéncia de uma
interacdo positiva entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella (F (3,12) = 9,61;
p=0,008). De fato, 0 estresse por calor, sozinho, ndo alterou a CA em aquela medida nos
animais do grupo controle (p>0,05). Entretanto, quando as aves foram infectados com
Samonella enteritidis e estressadas, observamos aumento na CA em relacdo aos animais dos
grupos PC e HS31°C (F (3,12)= 9,64; p<0.01). Nao observamos mortalidade em nenhum dos

grupos experimentais.
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Tabela 3 — Efeitos do estresse por calor (31+1°C) sobre os indices zootécnicos de frangos de
corte infectados com Samonella enteritidis

Parametro Controle HS31°C PC PHS31°C
Ga”ho(gge PESO. 6227041754 44250£2004%  6185:9,95  374,7+24,61"
Consumode /19,9286 113943778 * 133741467  1017+439,32 *
racao (g)
Conversao 2 45+0,06 2 51+0,09 2.1620,02 273+0.11%
Alimentar
Mortalidade
%) 0 0 0 0

Os dados representam a média + erro padrdo; N=4 replica¢cBes com 12 animais por replicagao.
*p<0,01 em relagdo ao grupo controle;

#p<0,01 em relacio ao grupo controle positivo (PC);

®p<0,01 em relagdo ao grupo HS 31°C

ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls

ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Figura 9 — Efeitos do estresse por calor sobre o ganho de peso de frangos
de corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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*p<0,01 em relacdo ao grupo Controle; #p=0,02 em relagdo ao grupo PC (ANOVA
de uma via seguido pelo teste de multiplas compara¢fes Newman-Keuls). p>0,05
para interagdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis
(ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).



Figura 10 — Efeitos do estresse por calor sobre o consumo de racdo de
frangos de corte infectados ou ndo por Salmonella enteritidis
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*p<0,01 em relagdo ao grupo Controle; “p=0,02 em relagdo ao grupo PC. (ANOVA de
uma via seguido pelo teste de multiplas comparacdes Newman-Keuls). p>0,05 para
interacdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de
duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).

Figura 11 — Efeitos do estresse por calor sobre a conversdo alimentar (CA)
de frangos de corte infectados ou ndo por Salmonella enteritidis

p<0,05

Conversao Alimentar

| |
Controle HS31°C PHS31°C

*p<0,01 em relagdo ao grupo Controle; “p=0,02 em relacdo ao grupo PC; %p=0,027
comparado como grupo HS31°C (ANOVA de uma via seguido pelo teste de mdltiplas
comparagfes Newman-Keuls). p<0,05 para interacdo entre o estresse por calor e a
infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls).
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5.2 EXPERIMENTO 2: Avaliacdo dos niveis séricos de corticosterona e da migracao
bacteriana em frangos de cortes infectados experimentalmente com Salmonella

enteritidis, e submetidos ou ndo ao estresse téermico por calor (31+£1°C)

Os mesmo animais do Experimento 1 foram utilizados no Experimento 2. Dessa
forma, o mesmo delineamento experimental foi realizado neste momento. Assim, ao final do
periodo do estresse (42° dia), o sangue dos animais foi colhido para (1) analise dos niveis
séricos de corticosterona (item 4.6). Em seguida, os animais foram eutanaziados para a
remocao asséptica do figado, do baco e do ceco para posterior (2) analise microbioldgica,

conforme descrito no item 4.8. A figura 8 ilustra esse delineamento experimental.

5.2.1 Resultados

Corticosterona

A tabela 4 mostra e a figura 12 ilustra os resultados obtidos em relacdo aos niveis
séricos de corticosterona. As aves dos grupos HS31°C e PHS31°C apresentaram aumento dos
niveis de corticosterona (F (3,44)=16,86; P < 0.01) quando comparadas aquelas dos grupos
Controle e PC, respectivamente. Ndo foram observadas diferencas significantes entre os dados
dos grupos HS31°C e PHS31°C (p>0,05). Também, ndo observamos presenca de interacdes

entre os fatores estresse e infecgdo por Salmonella (p>0,05).
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Tabela 4 — Efeitos do estresse por calor sobre os niveis séricos de corticosterona em frangos
de corte infectados ou ndo por Salmonella enteritidis

Parametro Controle HS31°C PC PHS31°C

Corticosterona

254,9+23.60  467,3+44.00%  285,8+22.24  4425+26.36"
(pg/ml)

Os dados representam a média + erro padrdo. *p<0,05 em relacdo ao grupo Controle; “p<0,05 em relacéo ao
grupo PC (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls ). p>0,05 para interacdo entre o estresse
por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls).

Figura 12 — Efeitos do estresse por calor (31 + 1 °C) sobre 0s niveis séricos
de corticosterona (pg/ml) em frangos de corte infectados com
Samonella enteritidis
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Os resultados representam médiasterro padrdo (n=10/grupo). *p<0,01 em rela¢do ao grupo
Controle; *p<0,01 em relagdo ao grupo PC (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Newman-Keuls). p>0,05 para interacdo entre o estresse por calor e a infeccdo por
Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls).
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Migracéo de Salmonella enteritidis

A tabela 5 mostra e a figura 13 ilustra os efeitos do estresse por calor (31+1°C) sobre a
migracdo de Salmonella enteritidis a partir do TGI. Primeiramente, ndo foram observadas
contagens positivas de colénias (UFC) de Salmonella enteritidis em ceco e figado em nenhum
dos grupos. Porém, apds enriquecimento das amostras em solucao de tetrationato, observamos
algumas amostras positivas provenientes desses orgaos, confirmando-se a ocorréncia de
infecgdo experimental por Salmonella enteritidis. N&o observamos diferencgas estatisticas na
colonizacdo do ceco entre os grupos PC e PHS31°C. Entretanto, o estresse por calor
aumentou a migracdo de Salmonella enteritidis para o baco das aves do grupo PHS31°C
quando comparadas com aquelas do grupo PC (t=4,92; p<0,01 - Figura 13). Amostras

positivas para Salmonella enteritidis ndo foram observadas nas aves dos grupos C e HS31°C.

Tabela 5 — Efeitos do estresse por calor (31+1°C) sobre a colonizacdo e invasédo bacteriana em
frangos de corte infectados ou ndo com Samonella enteritidis

Media de Salmonella (cfu/g)* Teste de positividade?
Grupos
ceco figado baco? ceco figado baco
Controle 0 0 0 0/20 0/20 0/20
HS31°C 0 0 0 0/20 0/20 0/20
PC 0 0 4,70+1,24 12/20 2120 8/20
PHS31°C 0 0 18,37+4,13 11/20 2120 9/20

Dados expressos em mediaterro padrdo

IN&o foi detectado UFC de Salmonella nas amostras de ceco e figado (Agar XLT4)

2n=8 amostras, *p<0,01 em relac¢do ao grupo PC (teste “t” de Student)

3 as amostras foram enriquecidas em meio tetrationato e semeadas em Agar XLT4 (positivos/total)
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Figura 13 — Efeitos do estresse por calor (31 + 1 °C) sobre a
migracédo de Salmonella enteritdis para o bago de
frangos de corte
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Os resultados representam médiasterro padrdo (n=8/grupo). *p<0,01 em
relagdo ao grupo controle positivo (teste “t” de Student).

5.3 EXPERIMENTO 3: Avaliacdo dos niveis plasmaticos de IgA, 1gG, e INF-y, integridade
intestinal e da analise microbiolégica de 6rgaos alvos de frangos de cortes infectados ou

ndo com Salmonella enteritidis, e submetidos ou ndo ao estresse por calor (31+£1°C)

Foram utilizados 40 frangos de corte divididos ao acaso em quatro grupos, sendo um
grupo controle (grupo C), um estressado por calor (HS31°C) um grupo infectado com
Salmonella enteritidis (Controle Positivo - PC) e, finalmente, um grupo infectado com
Salmonella enteritidis e estressado por calor (PHS31°C). Este experimento foi realizado com
o0 auxilio de 4 camaras isoladoras, sendo uma para cada grupo experimental conforme descrito
no item 4.2. Foi realizada uma infeccdo experimental por Salmonella enteritidis no 1° dia de
vida das aves dos grupos PC e do HS31°C (item 4.4). Os animais dos grupos controles
(grupos C e PC) permaneceram em temperatura termoneutra do primeiro ao 42° dia de vida,
sendo os dos grupos estressados (HS31°C e PHS31°C), mantidos em temperatura de 31+1°C,
isto &, submetidos a um estresse térmico por calor, conforme descrito no item 4.3. Ao final do
periodo do estresse (42° dia), o sangue dos animais foi colhido para (1) analise dos niveis

plasmaticos de IgA e IgG (item 4.9) e para (2) analise dos niveis plasmaticos de INF-y
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(item 4.13). Em seguida, os animais foram eutanaziados para a remocdo asséptica do papo,
ceco, figado e baco, para (3) analise microbioldgica (item 4.8 e 4.12). O fémur direiro dos
animais também foi coletado, sendo realizado a lavagem da medula Gssea para posterior
analise microbioldgica. O intestino delgado foi coletado em trés partes, duodeno, jejuno e
ileo e separados para analise da (4) integridade histopatoldgica (item 4.7). A figura 14

ilustra esse delineamento experimental.

Figura 14 — Esquema do protocolo experimental utilizado no experimento 3
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5.3.1 Resultados

Niveis plasmaticos de IgA e IgG

Com relagéo aos efeitos do estresse por calor sobre os niveis de imunoglobulinas,
observamos que o estresse por calor foi capaz de diminuir os niveis plasmaticos de IgA (F
(3,36)=4,71; p<0,05) dos frangos de corte infectados com Salmonella enteritidis quando

comparados com o controle positivos (grupo PC); porem, ndo observamos interacao entre os
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fatores estresse por calor vs infeccdo por Salmonella (p=0,810). Também, ndo obtivemos
diferengas significantes entre os grupos ao analisar os niveis de IgG (p>0,05). A tabela 6

mostra e as figuras 15 e 16 ilustram os resultados.

Tabela 6 — Efeitos do estresse por calor sobre os niveis plasmaticos de IgA de frangos de corte
infectados ou ndo por Salmonella enteritidis

Parametro Controle HS31°C PC PHS31°C
IgA (ng/ml) 263800 + 25680 162300 + 29410* 290800 + 32040 200500 + 18760 *
IgG (ng/ml) 549900+ 45420 548600+ 44370 586200+ 42400 544900+ 39700

Os dados representam a média + erro padréo. p<0,05 em relagdo ao grupo Controle; p<0,05 em relagdo ao
grupo PC. (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0,05 para interacdo entre o estresse
por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls)

Figura 15 — Efeitos do estresse por calor sobre os niveis plasmaticos de IgA
de frangos de corte infectados ou ndo por Salmonella enteritidis
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“p<0,05 em relagéo ao grupo Controle; “p<0,05 em relacéo ao grupo PC. (ANOVA de uma
via, seguido pelo teste de multiplas comparagcdes Newman-Keuls). p>0,05 para interagédo
entre 0 estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 16 — Efeitos do estresse por calor sobre os niveis plasmaticos de 1gG de
frangos de corte infectados ou ndo por Salmonella enteritidis
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Analise de variancia de uma via, seguido pelo teste de multiplas compara¢gdes Newman-Keuls
(p>0,05). p>0,05 para interacdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella
enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).

Analise dos niveis plasmaticos de INF-y

Observamos que o estresse por calor foi capaz de diminuir a concentragdo de IFN-y
nos frangos de corte estressados por calor e infectados com Salmonella enteritids (grupo
PHS31°C) quando comparados aos dos grupos Controle e PC (F (3,30)=6,54; p<0,05). Nao
observamos presenca de interacdes entre os fatores estresse e Salmonella (p>0,05). A tabela 7

mostra e a figura 17 ilustra esse resultado.
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Tabela 7 — Efeitos do estresse por calor sobre os niveis plasmaticos de INF-y de frangos de
corte infectados ou nédo por Salmonella enteritidis

Parametro Controle HS31°C PC PHS31°C

INF-y 29,62 + 5,57 21,01 + 2,56 27,02 +5,73 10,89 2,59 *

Os dados representam a média + erro padrdo. p<0,05 em relagdo ao grupo Controle; p<0,05 em relacdo aos
grupos Controle , PC e HS31°C. (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0,05 para
interacdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Student-Newman-Keuls)

Figura 17 — Efeitos do estresse por calor sobre os niveis plasmaticos
de INF-y de frangos de corte infectados ou ndo por
Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média + SE (n=8/grupo). Letras diferentes sobre as
colunas indicam diferengas estatisticas significantes (p<0.05; ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05 para interacdo entre o estresse por
calor e a infec¢do por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Newman-Keuls).
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Analise Microbioldgica do papo, ceco, figado, bago e medula dssea

Ainda no experimento 3, realizamos analises microbioldgicas do papo, ceco, figado,
baco e medula éssea dos animais infectados experimentalmente. Ao enriquecer as amostras
em meio tetrationato, observamos maior nimero de amostras positivas para Salmonella no
grupo PHS31°C (100% das amostras). Nos animais do grupo PC observamos apenas 50% de
amostras positivas. Destaque-se, ainda, o aparecimento de positividade em amostras de
medula 6ssea (40%) nas aves do grupo infectado e estressado por calor (PHS31°C). Os
animais dos grupos Controle e HS31°C ndo apresentaram amostras positivas nos Orgaos

testados. A tabela 8 mostra esses resultados.

Tabela 8 — Efeitos do estresse crénico por calor de 31+1°C sobre a colonizacdo e a migragédo
de Salmonella enteritidis para papo, ceco, figado, baco e medula 6ssea em frangos

de corte
Positivos (Positivos/Total)
Grupos
Papo Ceco Figado Baco M.Ossea

Controle 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
HS 31°C 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

PC 5/10 0/10 0/10 5/10 0/10
PHS 31°C 6/10 5/10 2/10 5/10 4/10

As amostras foram enriquecidas em meio tetrationato para as analises de positividade. N=10 animais.

As amostras congeladas de figado, baco e ceco foram utilizadas para padronizacao da
técnica deteccdo de Salmonella por Imunohistoquimica, conforme descrito no item 4.12. Este
procedimento identificou a presenca de Salmonella em ceco e bago nos animais testados, mais
especificamente dos animais do grupo PHS31°C. As figuras 18, 19, 20 e 21 ilustram o0s

resultados obtidos nesta etapa.



Figura 18 — Imunohistoquimica para detec¢cdo de Salmonella no
ceco de frangos de corte estressados por calor e
infectados

As setas mostram bactérias marcadas. Aumento de 1000X.

Figura 19 — Imunohistoquimica para detec¢do de Salmonella no
baco de frangos de corte estressados por calor e
infectados

As setas mostram bactérias marcadas. Aumento de 1000X.
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Figura 20 — Imunohistoquimica para detec¢do de Salmonella no
baco de frangos de corte estressados por calor e
infectados.

As setas mostram bactérias marcadas. Aumento de 1000X.

Figura 21 — Imunohistoquimica para deteccdo de Salmonella no
baco de frangos de corte estressados por calor e
infectados

As setas mostram bactérias marcadas. Aumento de 1000X.
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Integridade Intestinal

Coletamos o intestino delgado, mais especificamente o duodeno, jejuno e ileo para
andlise histopatoldgica. Nos aves do grupo PC, observamos enterite discreta em 70% das
amostras (7 de 10 amostras), especificamente, observamos presenca de infiltrado linfo-
plasmocitico e heterofilos, tanto na lamina propria de vilo, como em regido de criptas (base do
vilo). Nao observamos alteracdes microscopicas com relacdo a altura de vilos e conformacéo
das criptas (Apéndice A, B e C).

Nas aves submetidas ao estresse térmico por calor (HS31°C) também foi possivel
observar enterite discreta nas regides de duodeno, jejuno e ileo (70% das aves). Entretanto, no
grupo PHS31°C (animais estressados e infectados), as aves apresentaram maior infiltrado
inflamatorio em relacdo aquelas dos demais grupos (80% das aves). Esta alteracdo foi
caracterizada como sendo uma enterite moderada. De fato, observamos aumento da
quantidade de infiltrado linfo-plasmocitico na lamina propria dos vilos e na regido de criptas;
observamos, ainda, a presenca de heterofilos na regido inflamada. Vale destacar que nas aves
do grupo PHS31°C, observou-se que o processo inflamatdrio era difuso, isto é, acometia a
maioria dos vilos e regides de criptas, 0o que caracterizou enterite moderada. Ja nos outros
grupos, o processo inflamatério observado era mais focal, acometendo alguns vilos, mas

manutencdo de areas intactas (enterite discreta).

Né&o observamos alteraces microscopicas com relacdo a altura de vilos e conformacao
de criptas. As figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27 ilustram os resultados obtidos nesse

procedimento.

As analises da integridade intestinal foram realizadas tanto em amostras colhidas das
aves do Experimento 2 como naquelas obtidas no Experimento 3, sendo que os resultados

foram semelhantes.



Figura 22 — Fotomicrografia do duodeno de frangos de corte com 42 dias de vida. A) Grupo
Controle; B) Grupo HS31°C; C) Grupo PC; D) Grupo PHS31°C
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As imagens mostram regido de base de vilos e criptas. Notar a presenca de infiltrado linfo-plasmocitéario na lamina
prépria (LP) nas imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam
heteréfilo na lamina prépria (LP) HE, 200x.
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Figura 23 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte com 42 dias de vida. A) Grupo
Controle; B) Grupo HS31°C; C) Grupo PC; D) Grupo PHS31°C
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As imagens mostram regido de base de vilos e criptas. Notar a presenga de infiltrado linfo-plasmocitario na lamina
prépria (LP) nas imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam

heterofilo na lamina prépria (LP) HE, 200x.
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Figura 24 — Fotomicrografia do ileo de frangos de corte com 42 dias de vida. A) Grupo Controle; B)
Grupo HS31°C; C) Grupo PC; D) Grupo PHS31°C
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As imagens mostram regido de base de vilos e criptas. Notar a presenca de infiltrado linfo-plasmocitario na lamina propria
(LP) nas imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam heter6filo na lamina
prépria (LP) HE, 200x.
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Figura 25 — Fotomicrografia do duodeno de frangos de corte com 42 dias de vida. A) Grupo
Controle; B) Grupo HS31°C; C) Grupo PC; D) Grupo PHS31°C
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As imagens mostram regido de vilos. Notar a presenca de infiltrado linfo-plasmocitario na lamina prépria (LP) nas

imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam heteréfilo na lamina
prépria (LP) HE, 200x.
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Figura 26 — Fotomicrografia do jejuno de frangos de corte com 42 dias de vida. A) Grupo
Controle; B) Grupo HS31°C; C) Grupo PC; D) Grupo PHS31°C
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As imagens mostram regido de vilos. Notar a presenca de infiltrado linfo-plasmocitario na lamina prépria (LP) nas
imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam heteréfilo na lamina
prépria (LP) HE, 200x.
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Figura 27 — Fotomicrografia do ileo de frangos de corte com 42 dias de vida. A) Grupo Controle; B)
Grupo HS31°C; C) Grupo PC; D) Grupo PHS31°C
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As imagens mostram regido de vilos. Notar a presenca de infiltrado linfo-plasmocitario na lamina prépria (LP) nas
imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam heteréfilo na lamina

prépria (LP) HE, 200x.
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5.4 EXPERIMENTO 4: Avaliacdo da expressado de citocinas, B-defensinas aviarias (AvBD),
TLR-2, TLR-4, MyD88 e HSP70 em frangos de cortes infectados experimentalmente com

Salmonella enteritidis, e submetidos ou nao ao estresse térmico por calor (31+£1°C)

Os mesmo animais do Experimento 3 foram utilizados no Experimento 4; dessa forma,
o delineamento experimental realizado no experimento anterior foi 0 mesmo. Entretanto, no
42° dia, apds a eutanasia dos animais, foi realizada a remocao asséptica do bago e da tonsila
cecal, para quantificacdo da expressdo de RNAm de citocinas e de AVBD, TLR-2, TLR-4,
MyD88 e HSP70. Os orgdos foram processados, sendo realizada a extracdo do RNA das
amostras (itens 4.10 e 4.11). Em seguida foi realizada a sintese do cDNA e, finalmente,
utilizando-se a técnica de PCR em tempo real, quantificou-se a expressdo dos RNAm dos

genes descritos nos itens 4.10 e 4.11.

5.4.1 Resultados

Analise da expressdo do RNAm de citocinas

As tabelas 9 e 10 mostram os resultados obtidos quando da analise das citocinas.
Destaque-se que o estresse por calor (31+£1°C) foi capaz de diminuir a expressédo de IL-6
(F(3,36)= 6,54; p<0,05) e IL-12 (F(3,36)=9,21; p<0,05) no baco dos animais infectados por
Salmonella enteritidis (grupo PH31°C). Com auxilio de teste estatistico (ANOVA de 2 vias —
sequido pelo teste de Student-Newman-Keuls) foi possivel observar a existéncia de interacdo
entre os fatores estresse por calor e infeccdo por Salmonella para IL-6 e IL-12 (F=19,06;
p<0,05). Com relacdo as amostras de tonsila cecal, observamos que o a infecgdo por
Salmonella (grupo PC) aumentou a expressdo de IL-1p (F(3,37)=8,63; p<0,05) e de TGF-B
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(F(3,36)= 2,65; p<0,05) dos animais do grupo PC. No caso do TGF-p, esses valores,
também, mostraram-se aumentados nos animais apenas estressados por calor (F(3,36)= 2,65;
p<0,05). Entretanto, quando os animais foram estressados por calor e infectados com
Salmonella (grupo PHS31°C), as expressdes dessas duas citocinas diminuiram, chegando a
valores semelhantes a aqueles observados no grupo Controle, mostrando a existéncia de uma
interacdo positiva entre os fatores estresse e infec¢do (F (3,36)=18,10; p<0,05). Com relacdo a
IL-10 em tonsila cecal, observamos que a expressdo desta citocina nos animais do grupo PC
estava aumentada (F (3,38)= 3,14; p<0,05); diferentemente, quando os animais foram
estressados e infectados (grupo PHS31°C), os valores obtidos foram semelhantes aos dos
animais dos grupo Controle. Para as outras citocinas analisadas, ndo observamos diferencass
estatisticas significantes (IL-8; IL-13 e IL-17). As Figuras 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 ¢ 36

ilustram esses resultados.

Tabela 9 — Efeitos do estresse por calor sobre a expressdo de citocinas em bago de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis

Parametro Controle HS31°C PC PHS31°C
IL-1B 4.3E-06 + 1.5E-06° 7.5E-06 + 2.7E-06° 9.1E-06 + 3.8E-06° 4.1E-06 + 8.5E-07°
IL-6 1.8E-06 + 3.8E-07° 1.4E-06 + 3.2E-07° 2.1E-06 + 5.8E-07° 5.7E-07 + 1.8E-07°*
IL-8 6.4E-05 + 9.5E-06° 8.9E-05 + 1.6E-05° 6.0E-05 + 9.8E-06° 7.3E-05 + 9.4E-06°
IL-10 2.4E-04 + 5.1E-05° 2.0E-04 + 5.5E-05° 4.1E-04 + 1.6E-042 3.7E-04 + 1.2E-04?
IL-12 2.4E-05 + 3.7E-06° 5.4E-05 + 1.8E-05° 3.0E-05 + 3.6E-06° 1.1E-05 + 3.8E-06*
IL-13 6.6E-06 + 2.2E-06° 4.6E-06 + 2.2E-06 2.9E-06 + 2.0E-06° 9.5E-06 + 4.7E-06°
IL-17 5.6E-07 + 5.5E-07% 1.5E-07 + 8.5E-08% 1.5E-06 + 1.5E-06° 5.3E-08 + 4.4E-08°
INF-y 1.7E-04 + 1.8E-05% 1.7E-04 + 3.5E-05% 2.2E-04 + 5.5E-05° 2.0E-04 + 3.6E-05°
TGF-B 3.6E-03 + 1.1E-03% 5.4E-03 + 1.9E-03% 4.3E-03 + 7.0E-04° 45E-03 + 1.2E-03°

Os dados estdo expressos em média * erro padrao. Letras diferentes sobre os valore indicam diferencas estatisticas
(p < 0.05, 2-way ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls). *p<0.05, indica interacéo entre o estresse
por calor e a infec¢do por Salmonella enteritidis.
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Tabela 10 — Efeitos do estresse por calor sobre a expressao de citocinas em tonsila cecal de
frangos de corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis

Parametro Controle HS31 PC PHS31
IL-1B 7.2E-06 + 2.1E-06° 1.3E-05 + 3.8E-06° 3.4E-05 + 7.2E-06° 8.8E-06 + 1.8E-06°*
IL-6 1.4E-06 + 2.3E-07° 2.1E-06 + 7.9E-07° 2.3E-06 + 3.4E-07° 2.7E-06 + 1.0E-06°
IL-8 6.3E-05 + 1.2E-05° 5.3E-05 + 1.1E-05° 4.0E-05 + 1.0E-05°% 6.7E-05 + 7.8E-06°
IL-10 5.0E-04 + 5.4E-05° 5.9E-04 + 9.1E-05° 1.1E-03 + 2.8E-04° 7.1E-04 + 8.1E-05°
IL-12 7.2E-06 + 4.1E-06° 6.2E-06 + 1.9E-06° 1.0E-05 + 3.2E-06° 9.5E-06 + 2.7E-06°
IL-13 1.8E-05 + 5.5E-06° 2.8E-05 + 9.5E-06° 2.0E-05 + 7.3E-06° 1.4E-05 + 2.6E-06°
IL-17 1.7E-06 + 4.4E-07° 2.6E-06 + 1.0E-06° 2.4E-06 + 1.0E-06° 1.5E-06 + 3.4E-07°
INF-y 1.4E-04 + 2.2E-05° 1.3E-04 + 8.8E-06° 1.3E-04 + 2.3E-05° 2.2E-04 + 3.8E-05°
TGF- B 4.3E-04 + 9.0E-05° 2.1E-03 + 9.2E-04° 2.1E-03 + 4.9E-04° 6.9E-04 + 1.7E-04%*

Dados estdo expressos em média + erro padrdo. Letras diferentes sobre os valore indicam diferengas estatisticas (p <
0.05, 2-way ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).*p<0.05, indica interagdo entre o estresse por
calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis.

Figura 28 — Efeitos do estresse por calor (31 £ 1 °C) sobre a expressdo génica de IL1-p
(expressao relativa de B-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média + SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p < 0.05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
**p<0.01, indica interacdo entre o estresse por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas
vias seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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Figura 29 — Efeitos do estresse por calor (31 + 1 °C) sobre a expressdo génica de IL-6
(expressdo relativa de B-actina) em bago (A) de frangos (B) de corte infectados

ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferengas estatisticas significantes (p<0,.05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
*p<0.05, indica interagdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).

Figura 30 — Efeitos do estresse por calor (31 £ 1 °C) sobre a expressdo génica de IL-10
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). P>0.05
para interacdo entre o estresse por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 31 — Efeitos do estresse por calor (31 £ 1 °C) sobre a expressdo génica de IL-12
(expressdo relativa de B-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
*p<0.05, indica interagdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).

Figura 32 — Efeitos do estresse por calor (31 = 1 °C) sobre a expressao génica de TGF-b
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p<0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
*P<0.05 para interacdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls)
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Figura 33 — Efeitos do estresse por calor (31 + 1 °C) sobre a expressdo génica de IL-8
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p>0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05
para interacdo entre o estresse por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls).

Figura 34 — Efeitos do estresse por calor (31 + 1 °C)sobre a expressdo génica de IL-13
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferengas estatisticas significantes (p>0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05
para interacdo entre o estresse por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 35 — Efeitos do estresse por calor (31 £ 1 °C) sobre a expressdo génica de IL-17
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p>0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05
para interacdo entre o estresse por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls).

Figura 36 — Efeitos do estresse por calor (31 £ 1 °C) sobre a expressao génica de INF-y
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média + SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p>0.05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05
para interacdo entre o estresse por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Beta-Defesinas (AvBD)

Analisando-se quatro diferentes p-defensinas aviarias: AvBD-1, AvBD-2, AvBD-4 e
AvBD-6 observamos que tanto o estresse por calor (grupo HS31°C) como a infecgdo por
Salmonella (grupo PC) foram capazes de aumentar a expresséo de AvBD-4 (F (3,39)=3,75;
p<0.05) e AvBD-6 (F (3,34)=3,89; p<0.05) na tonsila cecal dos frangos (grupo HS31°C).
Entretanto, as expressdes dessas duas defensinas diminuiram a valores semelhantes aos
observados no grupo controle quando os animais foram estressados por calor e infectados com
Salmonella enteritidis (grupo PHS31) mostrando este fato a existéncia de uma interacéo entre
0 estresse e a infeccdo (F (3,39)=10,16; p<0.05, ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls). Com relacdo a AvBD-1, AvBD-2 ndo observamos diferencas
estatisticas para elas entre os animais dos diferentes grupos (p>0.05). As Tabelas 11 e 12

mostram e as figuras 37 e 38 ilustram esses resultados.

Tabela 11 — Efeitos do estresse por calor sobre a expresséo de AvBD-1, AvBD-2, AvBD-4 e
AvBD-6 em baco de frangos de corte infectados ou ndo com Salmonella

enteritidis
Parametro Controle HS31°C PC PHS31°C
AvVBD-1 3.3E-04 + 1.6E-04*  1.8E-04 +49E-05°  8.7E-05+4.8E-05  8.8E-05 + 3.5E-05
AvBD-2 1.3E-04 £ 2.4E-05*  15E-04 +6.0E-05°  5.1E-05+2.6E-05°  5.5E-05 + 2.5E-05°
AvBD-4 6.7E-05 + 1.7E-05*  1.2E-04 + 3.6E-05°  7.0E-05+ 3.0E-05°  7.2E-05 * 1.6E-05°
AvBD-6 1.7E-03 £ 7.5E-04*°  15E-03 +4.7E-04*  3.8E-04 +2.2E-04*  6.1E-04 + 2.4E-04°

Dados estdo expressos em média + erro padrdo. Letras diferentes sobre os valore indicam diferengas estatisticas
(p>0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05 para interacdo entre o estresse por
calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis. (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls).



90

Tabela 12 — Tabela X: Efeitos do estresse por calor sobre a expressdao de AvBD-1, AvBD-2,
AvBD-4 e AvBD-6 em tonsila cecal de frangos de corte infectados ou ndo com
Salmonella enteritidis

Parametro

Controle

HS31°C

PC

PHS31°C

AvBD-1

AvBD-2

AvBD-4

AvBD-6

3.9E-04 + 7.9E-05° 5.5E-04 + 1.7E-04°

2.4E-04 + 3.7E-05° 3.2E-04 + 1.0E-04°

2.4E-05 + 4.2E-06° 6.6E-05 + 1.5E-05"

2.1E-03 + 3.9E-04°  5.8E-03 + 1.8E-03"

4.8E-04 + 1.6E-04°
3.9E-04 + 1.5E-04°
5.2E-05 + 1.6E-05"

5.1E-03 + 1.5E-03"

2.7E-04 + 8.1E-05

1.6E-04 + 4.7E-05°

1.9E-05 + 4.0E-06°*

1.6E-03 + 4.9E-04°*

Dados estdo expressos em média + erro padrdo. Letras diferentes sobre os valore indicam diferencas estatisticas
(p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). *p<0.05, indica interacdo entre o estresse
por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis. (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls).

Figura 37 — Efeitos do estresse por calor (31 £ 1 °C) sobre a expressdo génica de AvBD-4
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p<0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
*p<0.05 para interagdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 38 — Efeitos do estresse por calor (31 £ 1 °C) sobre a expressao génica de AvBD-6
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferengas estatisticas significantes (p<0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
*p<0.05 para interagdo entre o0 estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).

TLR-2, TLR-4 e MyD88

N&o observamos diferencas estatisticas entre os grupos quanto a expressdo de TLR-4 e
MyD88 em baco e tonsila cecal. Entretanto, ao analisar a expressao de TLR-2 (ANOVA de 2
vias seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls), observamos existéncia de interacdo (F
(3,36)=27,72;p<0.05) entre os fatores estresse por calor e infeccdo por Salmonella enteritidis
tanto em bago como em tonsila cecal. Especificamente, observamos que a infecgdo por
Salmonella enteritidis (grupo PC) aumentou a expressdo de TLR-2 nos dois 6rgdos (bacgo: F
(3,36)=3,42; p<0,05; tonsila: F(3,36)=4,96); porém, quando juntos, o estresse por calo e a
infeccdo, os valores mostram-se reduzidos. As tabelas 13 e 14 mostraram e as figuras 39 e 40

ilustram esses resultados.
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Tabela 13 — Efeitos do estresse por calor sobre a expressdo génica de TLR-2, TLR-4 e MyD88
em baco de frangos de corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis

Parametros Controle HS31°C PC PHS31°C
TLR-2 2.47+0.33° 4.85+ 1.81%° 7.23+1.54° 2.740.37%*
TLR-4 0.74 +0.08? 1.13+0.332 0.96 +0.132 0.80+0.162
MyD88 4.1E-04+1.0E-04 5.5E-04+1.1E-042 2.9E-04+6.1E-05° 3.6E-0445.8E-05°

Dados estdo expressos em média + erro padrao. Letras diferentes sobre os valore indicam diferengas estatisticas
(p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). *p<0.05, indica interacdo entre o estresse
por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls).

Tabela 14 — Efeitos do estresse por calor sobre a expressdo génica de TLR-2, TLR-4 e
MyD88 em tonsila cecal de frangos de corte infectados com Salmonella

enteritidis
Parametros Controle HS31°C PC PHS31°C
TLR-2 1.24%0.212 1.96+ 0.31%° 2.34+0.32b 1.15% 0.14%*
TLR-4 0.34 £0.01° 0.50 +0.052 0.44 +0.042 0.40 £0.042
MyD88 1.9E-04+2.5E-05° 2.4E-04+7.7E-05? 2.2E-04+4.2E-05? 2.1E-04+3.1E-05?

Dados estdo expressos em média + erro padrdo. Letras diferentes sobre os valore indicam diferencas estatisticas
(p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). *p<0.05, indica interacdo entre o estresse
por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls)



93

Figura 39 — Efeitos do estresse por calor (31 £ 1 °C) sobre a expressdo génica de TLR-2
(expressdo relativa de B-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p < 0,05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
*p<0,05 para interagdo entre o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Newman-Keuls).

Figura 40 — Efeitos do estresse por calor (31 = 1 °C) sobre a expressao génica de TLR-4
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de
corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média + SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferengas estatisticas significantes (p > 0,05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
p>0,05 para interacdo entre o estresse por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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Heat-Shock Protein 70 (HSP70)

A tabela 15 mostra e a figura 41 ilustra que o estresse por calor (grupo HS31°C)
aumentou a expressdo génica de HSP70 em baco, quando comparado aos dados observados
no grupo controle (F (3,34)=5,08; p<0,05). Nos animais do grupo PHS31°C, observamos que
os valores obtidos assemelham-se aqueles do grupo controle e PC (p>0,05). Em tonsila cecal,
ndo observamos diferencas estatisticas quanto a expressdo génica dessa proteina. Também,
ndo observamos interacdo entre estresse por calor e infeccdo por Salmonella enteritidis em

ambos os 6rgdos analisados (p>0,05).

Tabela 15 — Efeitos do estresse por calor sobre a expressédo génica de HSP70 em tonsila cecal
de frangos de corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis

Parametro Controle HS31°C PC PHS31°C
HSP70 0.02+0.0042 0.08+0.02° 0.02+0.0032 0.03+0.005%"
baco
HSP70 0.01+0.0022 0.02+0.0062 0.02+0.0022 0.018+0.0022
tonsila cecal

Dados estdo expressos em média + erro padréo. Letras diferentes sobre os valore indicam diferencgas estatisticas
(p<0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls); p>0.05, ndo observamos interacdo entre o
estresse por calor e a infeccdo por Salmonella enteritidis (p>0.05, ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls).
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Figura 41 — Efeitos do estresse por calor (31 + 1 °C) sobre a expressao génica de HSP70
(expressdo relativa de b-actina) em baco (A) e tonsila cecal (B) de frangos de

corte infectados ou ndo com Salmonella enteritidis
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Os dados estdo representados em média £ SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferencas estatisticas significantes (p < 0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls).
p>0,05 para interagdo entre o estresse por calor e a infecgdo por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias

seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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7 DISCUSSAO

O estresse vem sendo destacado como um dos grandes males da sociedade moderna.
Inimeros estudos vém demostrado que situacdes estressoras acarretam imunossupressao e
aumento de susceptibilidade as doencas, como por exemplo, a processos infecciosos, tumorais
e doencas auto-imune (PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE
SOUZA, 2003; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010; DIMITRUEVIC et al., 2012;
TAVANO et al., 2012). Cientistas de todo 0 mundo s&o unanimes ao destacar a relevancia das
relacfes entre os sistemas nervoso, endocrino e imune para explicar os efeitos do estresse em
mamiferos; entretanto, o estudo dessas interacbes em aves vem ganhando forca apenas nos
altimos 5 anos. Nossos resultados déo continuidade a linha de pesquisa em
neuroimunomodulacdo em aves. Especificamente, observamos que o estresse por calor
(31£1°C, 10h/dia por 6 dias) aplicado em frangos de corte desafiados com Salmonella
enteritidis: 1) diminuiu os indices zootécnicos (ganho de peso, consumo de racdo e conversao
alimentar); 2) aumentou os niveis séricos de corticosterona; 3) diminuiu os niveis plasmaticos
de IgA; 4) diminuiu os niveis plasmaticos de INF-y; 5) diminuiu a expressdo de algumas
citocinas, dentre elas IL-1f; IL-6; IL-10; IL-12 e TGF-f; 5) diminuiu a expressdo de AvBD-4
e AvBD-6; 7) diminuiu a expressdo de TLR-2; 8) induziu enterite moderada no intestino
delgado das aves, isto é, lesGes difusas e constantes na mucosa do duodeno, jejuno e ileo com
aumento de infiltrado linfo-plasmocitico e presenca de heterdfilos; e finalmente, observamos,
ainda que o estresse por calor, 9) aumentou a migracdo de Salmonella enteritidis da luz
intestinal para o bagco das aves do grupo PHS31°C, além de permitir o aparecimento de

Salmonella na medula éssea das aves.

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,
antagbnicos. A natureza bidirecional destas interacfes é exemplificada, pelas habilidades que
ttm o sistema imune de produzir neurotransmissores e neuropeptideos comumente
encontrados no SNC e o Sistema Nervoso Central de produzir citocinas e mediadores de
processos imune/inflamatérios (GANEA, 1996; GARZA; CARR, 1997; REUL et al., 1998).

O eixo HPA é um dos mais importantes sistemas a integrar as respostas de um

organismo quando algum estimulo estressor, ameaca sua homeostase (MCEWEN, 2000).
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Como resultado, observa-se aumento dos niveis de cortisol/corticosterona e de outros
hormbnios que, se mantidos elevados e, em especial, por longos periodos de tempo
prejudicam a saude dos animais (ELENKOQV et al., 2000; ALVES; PALERMO-NETO, 2007,
COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010; ALVES;
RIBEIRO; PALERMO-NETO, 2011). O hipotalamo parece ser o local do cérebro responsavel
por “véarios caminhos” neuroendocrinos que regulam as fungdes imunes; de fato, o principal
“desencadeador” do processo imunoregulatorio exercido pelo eixo HPA é o Hormdnio
Liberador de Corticotropina (CRH). O produto final imunomodulador desta cascata é o
cortisol em humanos e hamsters e a corticosterona em outros roedores e em aves
(LAWRENCE; KIM, 2000). Esses glicocorticoides, sabidamente regulam 0s processos
inflamatdrios/imunoldgicos (MCEWEN et al., 1997). Neste sentido, mostrou-se a ativacdo do
eixo HPA por agentes liberados internamente como IL-1 (DUNN, 1995.; DEL REY et al.,
1996; BESEDOVSKY; DEL REY, 2010) ou externos como estresse térmico em animais de
producdo (ZULKIFLI et al., 2000) ou, ainda, pela administracdo de farmacos, como por
exemplo, piretrdides do tipo Il (RIGHI; PALERMO-NETO, 2003; 2005) ou picrotoxina
(STANKEVICIUS et al., 2008); a consequente liberacdo de ACTH e de glicocorticdides
modula as respostas neurovegetativas ligadas as situacOes de estresse e de ansiedade
(GRAEFF; HUNZIKER; GRAEFF, 1989; BESEDOVSKY:; REY, 2007; COSTA-PINTO;
PALERMO-NETO, 2010).

Os sistemas nervoso, endocrino e 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 achados mostram aumento dos niveis de corticosterona em aves
estressadas por calor; corroboram, portanto, com dados de nossos trabalhos anteriores, visto
gue observamos que diferentes intensidades de estresse por calor aumentaram os niveis de
corticosterona sérica (QUINTEIRO-FILHO et al., 2010) (ANEXO A). Observamos, também,
que um estresse agudo por calor de 31°C também aumentou os niveis de corticosterona de
frangos de corte (QUINTEIRO-FILHO et al., 2012b) (ANEXO B). Em especial, Quinteiro-
Filho et. al (2012b) mostraram que 10h ap6s o inicio do estresse agudo, 0s niveis de
corticosterona aumentaram, regredindo a niveis basais quando o estimulo estressor foi
interrompido. Porém, quando mantivemos o estresse por calor por um periodo mais longo
(10h/dia — 6 dias), observamos que 0s niveis de corticosterona permaneceram elevados,

mesmo apds a interrupcdo do estimulo estressor (ANEXOS A E C). Observamos, ainda no
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presente trabalho que o estresse por calor aumentou 0s niveis sericos de corticosterona nos

frangos de corte infectados com Salmonella.

Alguns pesquisadores sugeriram a participacdo direta do estresse por calor em genes
presentes em regides do hipotalamo associadas ao apetite de galinhas poedeiras (como, por
exemplo, transcritos regulados pela ghrelin, ou pela cocaina, anfetamina e colecistoquinina),
modulando, desta forma, a ingestdo de alimentos e, consequentemente, o ganho de peso
(SONG et al., 2012). Nossos dados ndo descartam a idéia de que a diminuicdo do desempenho
das aves estressadas possa ser consequéncia de um mecanismo direto do estresse por calor no
SNC das aves; no entanto, esta perda de desempenho pode estar também e, de alguma forma,
relacionada com alteracbes da funcdo do eixo HPA e como o aumento dos niveis de
corticosterona conforme sugerido por outros autores (ZORRILLA et al., 2001; GUPTA,
EARLEY; CROWE, 2007; KRANENDONK et al., 2008).

De relevancia, observamos que os frangos desafiados com Salmonella mantiveram
baixos niveis de ganho de peso e de consumo de ra¢do. O fator CA (ganho de peso/consumo
de racdo) — que analisa quantos gramas de racdo é necessaria para ganhar 1 (um) grama de
peso — foi estatisticamente maior quando os animais foram estressados e desafiados com
Salmonella, mostrando este fato a existéncia de uma interagdo entre os efeitos do estresse e a
infeccdo por Salmonella. Nesse contexto, sabe-se que algumas interleucinas como a IL-1 e a
IL-6 quando liberadas na vigéncia de processos inflamatérios ao cair na circulagdo produzem
aumento dos niveis de corticosterona e, também, comportamento doentio (JOHNSON, 1998;
CONNGOR et al., 2002; COHN; DE SA-ROCHA, 2006; BESEDOVSKY; DEL REY, 2011).

Neste sentido, um dos sintomas do “comportamento doentio” ¢ a redugdo do apetite.

Em seu conjunto, quer nos parecer que a diminui¢do do desempenho das aves possa
ter sido decorréncia de: 1) uma acdo direta do estresse no SNC, 2) uma acdo indireta via
aumento dos niveis de corticosterona induzido pelo estresse e/ou por citocinas, 3) do
aparecimento de um comportamento doentio e 4) ndo se pode descarta, no entanto, a
possibilidade de que a absor¢do de nutrientes teria sido alterada em decorréncia de lesbes da
mucosa intestinal em fung&o do estresse aplicado e da presenga de bactéria, como ja mostrado
por n6és e por outros autores ap6s o estresse (MITCHELL; CARLISLE, 1992;
BURKHOLDER et al., 2008; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010). Por certo, nada nos impede
de que todos estes fatores tenham atuado em conjunto, modulando a ingestdo e a absor¢édo dos
nutrientes necessarios ao bom rendimento do plantel. Qualquer que seja 0 mecanismo, esses

resultados tém relevancia econémica; eles mostram que a ingestdo ou absorcdo de nutrientes €
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menor em animais estressados e inoculados com Salmonella, acarretando este fato a
necessidade de maior fornecimento de alimento ou de mais tempo para se atingir o peso ideal

para o abate.

Infecgdes por Salmonella sdo importantes por causar diarreias e enterites em aves,
podendo evoluir para infec¢des sistémicas. A infeccdo por Salmonella difunde-se rapidamente
ao longo do trato gastrointestinal, invadindo a mucosa através do intestino, podendo chegar ao
baco e figado (CHAPPELL et al., 2009). A mucosa intestinal tem sido colocada como a
primeira linha de defesa do organismo contra infeccOes orais a patdgenos, como pela
Salmonella (FAGARASAN; HONJO, 2003; FAGARASAN, 2006).

As infecgdes por Salmonella sdo descritas como ocorrendo em trés fases distintas,
todas com grande envolvimento do sistema imune. A primeira delas corresponde a invasdo
organica via sistema gastrointestinal; a segunda diz respeito ao estabelecimento de uma
infeccdo sistémica como, por exemplo, a infeccdo intracelular dos macréfagos; e, finalmente,
a terceira fase, na qual a infeccdo é debelada ou ndo pelo sistema imune, levando os animais a
um quadro irreversivel de infeccdo e ao Obito ou ao desenvolvimento de estagios subclinicos
de infeccdo, tornado-os portadores da Salmonella (CHAPPELL et al., 2009).

Em principio, a infec¢do por Salmonella pela via oro-fecal em aves ocorre de maneira
semelhante & que se observa em mamiferos. Em mamiferos, a Salmonella ao invadir o epitélio
intestinal pelas placas de Peyer e células M no ileo, induz enterite em muitas espécies
animais, que ocorre em decorréncia da combinacdo de fatores de secrecdo das llhas de
Patogenicidade de Salmonella (SPI-1), pelo sistema de secrecdo tipo Il e pelo
reconhecimento de flagelos e LPS via receptores do tipo toll e outros receptores descritos em
células imunes (WALLIS et al., 1999; GEWIRTZ et al., 2000; SHIVAPRASAD, 2000;
WALLIS; GALYOV, 2000; GEWIRTZ et al., 2001; ZENG et al., 2003). Esses fatores
medeiam a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, levando ao recrutamento

de neutréfilos.

Neste sentido, é importante ressaltar que existem diferencas relevantes na estrutura e
na organizagdo imunoldgica do trato gastrointestinal de mamiferos e de aves (SMITH; BEAL,
2008). Assim, por exemplo, o intestino delgado das aves ndo apresenta linfonodos e estruturas
concentradas de Placas de Peyer, mas, sim, estruturas linféides agregadas e placas de Peyer
difusas por toda a mucosa intestinal (SMITH; BEAL, 2008). Apos a infeccdo de aves pelos
diversos sorovares de Salmonella, o principal local da colonizagdo pela bactéria é o ceco. As

tonsilas cecais sdo 0s maiores 6rgdos linféides secundarios do sistema gastrointestinal das
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aves. Situadas na jungdo ileo-cecal, elas estdo diretamente envolvidas com processos
inflamatorios e com os mecanismos de invasdo de Salmonella pelo trato gastrointestinal
(CHAPPELL et al., 2009). Durante a infeccdo por Salmonella enteritidis, relatou-se presenca
de heterdfilos e de macréfagos para o intestino delgado das aves, com posterior aumento na
expressdao da quimiocina CXC (HUGHES et al., 2007; CHAPPELL et al., 2009). Vale
destacar aqui o importante papel desempenhado pelo IFN-y (antigamente chamado de fator
ativador de macrdéfagos) na resposta imune inata e adquirida. Essa citocina ativa 0s
macrofagos, aumentando a expressdo de receptores MHC classe 1 e de classe 2 (PESTKA,
KRAUSE; WALTER, 2004); o INF-y ainda regula positivamente o reconhecimento, 0
processamento e a apresentacdo de patdgenos, os efeitos antimicrobicidas e o trafico de
leucocitos. Mais especificamente, o INF-y é liberado por linfocitos Thl, agindo sobre
receptores de citocinas classe Il de macréfagos. Esses macrofagos, dessa forma, sdo ativados
para exercer a funcdo citotdxica efetiva, isto é, para produzir degradacdo de patogenos
intracelulares (SCHRODER et al., 2004).

Apds a invasdo da Salmonella, acredita-se que haja participacdo dos macrofagos e/ou
das células dendriticas na eventual invasdo bacteriana via sistema linfatico para o figado e o
baco (CHAPPELL et al., 2009). A interacdo entre Salmonella e macréfagos é, assim, o ponto
chave para a evolucdo da infeccdo sistémica em mamiferos e em aves (BARROW,;
HUGGINS; LOVELL, 1994). As Salmonellas tém, neste sentido, desenvolvido um sistema
gue permite sua sobrevivéncia dentro dos macrofagos, particularmente o sistema de secre¢do
tipo 111 de Ilhas Patogénicas tipo 2 (SPI-2). O SPI-2 libera seus efetores dentro da célula do
hospedeiro, em especial no vacuolo fagocitico do macréfago. Esse processo interfere com o
trafico intracelular de organelas, prevenindo a fusédo do fagossomo com o lisossomo, podendo
afetar a secrecdo de citocinas e a expressdéo de MHC (CHEMINAY; MOHLENBRINK;
HENSEL, 2005). Desta forma, esse mecanismo permite que 0os macréfagos carreiem bactérias

para figado e baco.

Na terceira fase da infeccdo por Salmonella, as aves podem controlar a replicacéo
bacteriana, como acontece nos animais que apresentam fatores genéticos de resisténcia contra
Salmonella, eliminando as bactérias com auxilo da imunidade adaptativa. Assim, se a
replicacdo bacteriana ndo for controlada pela imunidade inata, a Salmonella pode replicar-se
no baco e no figado, causando hepato e esplenomegalia e les6es nesses 6rgdos (COBURN;
GRASSL,; FINLAY, 2007; CHAPPELL et al., 2009).
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Os macrofagos ativados secretam substdncias importantes para a resposta
imunoldgica, dentre as quais os componentes do sistema complemento, as citocinas e as
espeécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. De fato, quando da transformacéo de mondcitos
em macrofagos e, na vigéncia de uma resposta celular, observa-se producédo e liberacdo de
varios produtos, dentre eles as espécies reativas de oxigénio (ERO). Essas moléculas sdo
resultantes de uma sequéncia de reagBes bioquimicas de alto consumo de oxigénio,
conhecidas coletivamente como “burst oxidativo” (COHN, 1978). Especificamente, o
aumento do metabolismo de oxigénio resulta em diversos metabolitos, dentre os quais 0s mais
estudados sdo o superoxido e o peroxido de hidrogénio (H20,). Este Gltimo é conhecido por
ser o principal componente do aparato microbicida dos macrofagos e neutrofilos (ROOT et
al., 1975; NATHAN; ROOT, 1977). Neste sentido, mostramos (ANEXO A) utilizando um
protocoloco semelhante ao utilizado neste trabalho, que o estresse por calor (31+1°C) foi
capaz de diminuir o burst oxidativo de macrofagos de frangos de corte (QUINTEIRO-FILHO
et al., 2010). Desta forma, parece plausivel sugerir que a atividade microbicida dessas células
seja debilitada pelo estresse, permitindo a sobrevivéncia das bactérias intracelularmente.
Neste sentido, estressores quimicos foram capazes de diminuir a atividade de macréfagos e de
neutrofilos, aumentando o desenvolvimento de infeccoes por Mycobcterium bovis (RIGHI et
al., 1999; DOMINGUES-JUNIOR et al., 2000; PALERMO-NETO et al., 2001). Destaca-se,
ainda, que macrofagos detém receptores para glicorticoides, molécula que apresenta
importante caracteristica imunomoduladora. De fato, diversos trabalhos do nosso e de outros
laboratdrios tém demonstrado que a exposicdo de roedores a uma situacdo de estresse, seja na
fase pré-natal como seja na fase adulta, alteram a capacidade funcional dos macréfagos, fato
também relatado por nosso grupo em frangos de corte (PALERMO NETO; MASSOCO;
FAVARE, 2001b; FONSECA; MASSOCO; PALERMO-NETO, 2002; PALERMO-NETO;
DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; QUINTEIRO-FILHO et
al., 2010; QUINTEIRO-FILHO et al., 2012b; DE SOUZA QUEIROZ et al., 2013).

Destaque-se, ainda, que o0s niveis de IFN-y estavam diminuidos nas aves estressadas e
infectadas com Salmonella (grupo PHS31°C) em relacéo aos demais grupos analisados. Como
ja salientado, os macrofagos ativados pelo INF-y tém atividade antimicrobiana e antitumoral,
bem como capacidade de regular positivamente o processamento e as vias de apresentacdo de
antigeno. O INF-y, assim como a IL-12 e o TNF, iniciam uma casacata de eventos que
resultam na resisténcia organica mediada por macréfagos e células NK (TRIPP; WOLF,;

UNANUE, 1993). As células T auxiliares, em um microambiente de IL-12 secretada por
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macrofagos e de INF-y produzido por células NK, podem diferenciar-se em células Thl
(GULERIA; POLLARD, 2001) que sintetizam mais INF-y, amplificando a resposta dos
macrofagos (SCHRODER et al., 2004). Assim, a diminuic¢do dos niveis plasmaticos de INF-y
e a diminuicdo da expressdo de IL-12 mostradas no presente trabalho sugerem uma falha na
producdo dessas citocinas e, consequentemente, na ativacdo dos macrdéfagos dos animais
estressados por calor e infectados com Salmonella.

A busca do entendimento da maior incidéncia de Salmonella nos animais estressados
remeteu a analise do papel da expressdo de citocinas em dois orgaos linféides das aves: o
baco e a tonsila cecal. O estresse por calor alterou a expresséo de citocinas e de AvBD-4,
AvBD-6 e TLR-2 em frangos de corte desafiados com Salmonella enteritidis.
Especificamente, observamos que o 1) estresse por calor (31°C) diminuiu a expressdo de I1L-6
e IL-12 no baco dos animais infectados por Salmonella enteritidis, tendo-se observado
interacdo positiva entre os fatores estresse por calor e infecgdo por Salmonella (os dois
fatores juntos sdo responsaveis pela diminuicdo); 2) a infeccdo por Salmonella aumentou a
expressdo de IL-1B ¢ TGF-P na tonsila cecal, porém, e curiosamente, quando da presenca
conjunta do estresse por calor e da infeccdo por Salmonella, as expressdes dessas duas
citocinas diminuiram; 3) o estresse por calor e a infeccdo por Salmonella diminuiram a
expressao de AvBD-4 e AvBD-6 em tonsila cecal dos frangos de corte; e, 4) o estresse por
calor diminuiu a expressdo de TLR-2 no baco e na tonsila cecal dos frangos de corte

infectados com Salmonella enteritidis.

Mostrou-se que a expressdo de IL-1 e de TNF-a estd aumentada durante o curso da
infeccdo por Salmonella (ECKMANN; KAGNOFF, 2001). Mostrou-se, ainda, que a
neutralizacdo ou inibicdo da producdo dessas citocinas aumento a severidade das infeccGes
por Salmonella, diminuindo a sobrevida dos hospedeiros (NAUCIEL; ESPINASSE-MAES,
1992; KLIMPEL et al., 1995; ECKMANN; KAGNOFF, 2001). Pesquisadores mostraram que
0 tratamento com IL-1 aumentou a sobrevida de camundongos infectados com Salmonella
patogénica. (MORRISSEY; CHARRIER; VOGEL, 1995). Assim, juntos, nossos dados e 0S
de literatura indicam a importancia da IL-1 e do TNF-a na resposta imune contra este

patdgeno.

Destaque-se, entdo, que os frangos de corte estressados por calor e infectados por
Salmonella apresentavam reducédo na expressao génica de IL-1B. Especificamente, o grupo de
animais apenas infectados com Salmonella enteritidis (grupo PC) mostrou aumento da

expressdo de IL-1pB, sinalizando a tentativa do hospedeiro em debelar a infeccdo pelo
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patdgeno. Porém, ao submeter-se o animal a um estimulo estressor e ao desafio com
Salmonella (grupo PHS31°C), a expressdo de IL-1 mostrou-se diminuida, logo deficiente na

resposta contra esse patégeno.

Sabe-se que muitos tipos celulares apresentam receptores para IL-1f; porém, ainda
néo esta claro como essa citocina exerce suas funcgdes na defesa contra Salmonella. Acredita-
se em efeitos da IL-1p na estimulacdo da atividade dos macrdfagos, células que, como ja
discutido, sdo criticas na determinacdo da resposta organica frente ao processo infeccioso
(ECKMANN; KAGNOFF, 2001).

Outra citocina de grande importancia na resposta inflamatoria é a IL-6. Sabe-se estar a
IL-6 envolvida, juntamente com a IL-1 e com o TNF-a, nas respostas pro-inflamatérias dos
organismos. Da mesma maneira como relatado para a IL-1f, mostramos que aves estressadas
e infectadas com Salmonella apresentaram diminuicdo na expressao de IL-6, reforcando este
achado a sugestdo de que o estresse por calor tenha prejudicado a resposta imune de frangos

de corte a Salmonella.

Observamos, também, diminuicdo na expressdo génica de IL-12 nos frangos de corte
estressados por calor e desafiados com Salmonella. Esta interleucina relacionada a resposta
pro-inflamatoria estimula a imunidade, desenvolvendo uma resposta imune Thl, essencial
para a resisténcia organica a diversos tipos de infeccbes como, por exemplo, contra
Salmonella (ECKMANN; KAGNOFF, 2001; DE JONG et al., 2012). Mostrou-se que
infeccBes por Salmonella aumentam a expressdo de IL-12 em placa de Peyer, linfonodos,
baco e figado (BOST; CLEMENTS, 1995; ECKMANN; FIERER; KAGNOFF, 1996). De
forma semelhante, encontramos aumento de IL-12 em nossos estudos; mais especificamente,
quando os animais foram infectados com Salmonella (grupo PC). Porém, observamos que
apos o estresse por calor, a expressdo de IL-12 diminuiu (grupo PHS31°C). Neste sentido, ja
se relatou que a reducdo dos nives dessa interleucina resultou em aumento da contagem
bacteriana em baco e diminuicdo da sobrevida do hospedeiro, enquanto o tratamento com IL-
12 aumentou a sobrevida dos animais (KINCY-CAIN; CLEMENTS; BOST, 1996). Nossos
dados, de certa forma, corroboram com esses achados, mostrando a existéncia de uma relagéo
entre o aumento da contagem de Salmonella no bago (QUINTEIRO-FILHO et al., 2012a) e a

diminuig&o na expressdo de I1L-12 em frangos de corte estressados por calor.

Dentro desse contexto, Shini e colaboradores (2010) mostraram que 0 aumento dos
niveis de corticosterona modula citocinas e quimiocinas. Em especial, esses autores relataram

gue o tratamento crénico com corticosterona diminuiu a expressdo de RNAm para citocinas
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pro-inflamatérias (IL-1p, IL-6, and IL-18), tendo sugerido diminuicdo da resposta imune.
Podemos assim sugerir a participacdo do eixo HPA na expressédo de citocinas dentro do
modelo de estresse por calor agora estudado em aves. Ressaltando, que os resultados mais
expressivos foram observados no grupo PHS31°C, sugerindo este fato que o estresse seja
mais deletério para as aves quando da presenca de um desafio patogénico, como ja
demostrado em animais de laboratério (PEREZ et al., 2007; BOTTASSO; MORALES-
MONTOR, 2009; PEREZ; BOTTASSO; SAVINO, 2009).

Sabe-se que as citocinas anti-inflamatorias, em especial a IL-10 e o TGF- atuam na
regulacdo da reposta inflamatdria e no balango de linfocitos Th1-Th2. Nossos resultados
mostraram uma diminui¢cdo de IL-10 nos frangos de corte estressados e infectados com
Salmonella; porém, ndo encontramos interacdo entre os dois fatores. A IL-10 estd mais
relacionada com a resposta imune que antecede as respostas adaptativas, envolvendo-se em
especial com a na imunidade epitelial em diversos processos infecciosos. Esta citocina é
essencial para a manutencdo da integridade dos tecidos epiteliais, incluindo-se aqui o epitélio
intestinal. Destaque-se que a IL-10 e as citocinas classificadas como de sua familia (IL-10,
IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26) promovem a imunidade inata no tecido epitelial, limitando
0 dano causado por infeccOes virais e bacterianas, facilitando os processos de cicatrizacdo
(OUYANG et al.,, 2010). A IL-10 pode ainda reprimir processos pré-inflamatorios,
previnindo lesdes desnecessarias. Neste sentido, deficiéncias na resposta de IL-10 foram
relacionadas a hiperplasia na mucosa intestinal, ao aumento das reacdes inflamatorias e a
expressao anormal de MHC Il no epitélio intestinal (KUHN et al., 1993), mostrando estes
achados o papel indispensavel dessa citocina nas infecgBes e processos inflamatérios
(OUYANG et al., 2010). Portanto, a presente observacao de diminuigdo de IL-10 em tonsila
cecal (6rgéo linfoide auxiliar do intestino) dos frangos, sugere a ocorréncia de um descontrole
do processo inflamatério induzido pela Salmonella tendo-se alterado, dessa forma, a

permeabilidade intestinal o que teria facilitado a invasdo da bactéria.

Observamos, no presente trabalho, um aumento da expressdo TGF-B tanto apds 0
estresse por calor (grupo HS31°C) como apés a infecgdo por Salmonella (grupo PC) em
frangos de corte. Entretanto, quando os fatores estresse e infeccdo foram aplicados juntos
(grupo PHS31°C), a expressdo de TGF-p foi reduzida. A participagdo desta citocina na
regulacdo dos processos inflamatorios e na resposta frente a patdgenos ainda ndo esta
totalmente clara. Entretanto, sabe-se que a administracédo de TGF-f diminuiu a contagem de

bactérias no baco e figado de camundongos infectados com Salmonella, aumentando a
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sobrevida dos animais (GALDIERO et al., 1999; ECKMANN; KAGNOFF, 2001). Essa agéo
foi explicada pelo aumento da expressdo de INF-y e iNOS no bago dos camundongos, e pelo
aumento dos niveis séricos de INF-y e liberacdo de NO por macrofagos neste orgao
(GALDIERO et al., 1999). Assim, acredita-se que a TGF-p tenha o papel de protecdo contra
infeccdo por Salmonella. Neste sentido, embora possa ser esperado um papel supressor da
inflamacdo mediado pela TGF-f (via diminuicdo dos niveis de IL-6), prejudicando-se a
defesa do hospedeiro, acredita-se que a acdo direta de TGF- na expressdo de iNOS por
macrofagos, seja, aparentemente mais importante para determinar os efeitos globais dessa
citocina na resposta contra a Salmonella (ECKMANN; KAGNOFF, 2001; COBURN;
GRASSL; FINLAY, 2007).

De maneira geral, a magnitude e a duracdo da resposta imune sdo determinadas pelos
sinais transmitidos pelos TLRs, pela producdo de citocinas e pela ativacao de células imunes
efetoras. Os TLR s&o receptores reconhecedores de padrdo (PRR), mais especificamente
classificam-se como receptores reconhecedores de patogenos, os famosos “PAMPs”
(BALARAM; KIEN; ISMAIL, 2009; ST PAUL et al., 2013). Os TLR conectando-se a outras
proteinas de membrana iniciam a transducdo de sinal a partir da ativacdo por um antigeno.
Apos essa primeira ativagdo, a cascata de sinalizacdo se inicia através de dominios TIR, 0s
quais interagem com proteinas adaptadoras citoplasmaticas, incluindo-se aqui TIR- AP/MAL,
TRIF, TRAM, SARM, e a mais utilizada de todas a MyD88 (BALARAM; KIEN; ISMAIL,
2009; ST PAUL et al., 2013). A Sinalizacdo dos TLRs resulta, entdo, na producao de espécies
reativas do oxigénio (ROS) e na ativacao do fator de transcricdo NF-kB, que induz a producao
de citocinas pro-inflamatérias, de cyclooxigenase-2 (Cox-2), iNOS, e de peptideos
antimicrobianos (ex. B-defensinas), entre outras moléculas de defesa. (LAZAREVIC; NOLT;
FLYNN, 2005; BALARAM; KIEN; ISMAIL, 2009).

Observamos em nosso trabalho que a expressdo de TLR-2 estava diminuida tanto no
baco como na tonsila cecal dos frangos estressados e infectados com Samonella. Diminui¢ao
na expressdo de TLR-2, TLR-4 e TLR-21 ja foi associada a uma menor resisténcia de
galinhas poederias a uma infeccdo por Salmonella enteritidis (GOU et al., 2012). Porém, neste
trabalho ndo observamos diferengas em TLR-4 entre os diferentes grupos de aves analisados;
esses dados sugerem a importancia da participacdo da via de sinalizagdo do TLR-2 na
expressao das citocinas analisadas neste trabalho. A inexisténcia de alteragdo na expressao de

MyD88, agora detectada, sugere que a sinalizacdo citoplasmatica esteja alterada, quicd em
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decorréncia de modificagdes em outros componentes da sinalizagdo que poderiam estar
debilitados (por exemplo, vias TIR- AP/MAL, TRIF, TRAM ou SARM).

Outro grupo de moléculas que auxilia a resposta imune frente a uma bactéria
patogénica sdo os peptideos antimicrobianos, ou defensinas (GANZ, 2003). As defensinas sao
classificadas em trés grandes grupos, a, 0 ¢ 3, sendo que em aves as -defensinas séo as mais
relevantes (AvBD). Além das AvBD atuarem de forma direta sobre os microorganismos,
apresentam alguns efeitos imunomodulatérios, como: promocédo da imunidade adaptativa pelo
recrutamento de mondcitos, linfocitos T, células dendriticas e mastocitos para o local da
inflamacdo; estas moleculas tambem estimulam a fagocitose de macrofagos. (ICHINOSE et
al., 1996; VAN DIJK; VELDHUIZEN; HAAGSMAN, 2008).

Nossos dados mostram que frangos de corte estressados por calor e infectados por
Salmonella apresentam diminui¢do na expressdo de AvBD-4 e AvBD-6 em tonsila cecal.
Falhas na producdo de algumas destas defensinas foram relacionadas com uma maior
suscetibilidade a infec¢es por Salmonella em camundongos (GANZ, 2003). Outros autores
demonstraram que a expressdo de peptideos antimicrobianos pode ser regulada por
mecanismos que envolvem os glicocorticoides e 0s receptores [-adrenérgicos, via
modificagdes na permeabilidade e defesa das mucosas. Dessa forma, quer nos parecer
possivel, relacionar os efeitos do estresse por calor, e 0 aumento dos niveis de corticosterona

por ele induzido, com a expressao das B-defensinas aviarias nos frangos de corte.

Optou-se ainda, por analisar a expressdo de HSP70 nas aves estressadas e infectados
por calor, pois ndo havia informacfes que relacionassem a expressdo desta proteina, as
funcdes imunes e a resisténcia de aves estressadas as doencas. Nossos resultados mostram um
aumento da expressdo de HSP70 em baco quando os animais foram estressados, ndo se
alterando os valores nos grupos PC e PHS31°C. O aumento da expressao de HSP70 em
situacbes de estresse ja vem sendo descrito, tendo sido relacionado com a aquisi¢do de
termotolerancia, immunossupresdo e com a recuperacdo mais rapida da desnaturacdo protéica
induzida por calor (MALOYAN; PALMON; HOROWITZ, 1999; ZHEN et al., 2006;
JOLESCH et al., 2012), provavelmente numa real tentativa de conter os danos fisiologicos

causados pelo aumento da temperatura ambiental.

Entretanto, analisando-se nossos dados de forma mais atenta, observamos que quando
os animais foram estressados e infectados por Salmonella, a expressao do HSP70 no grupo
HS31°C estava semelhante aquela dos grupos controles (grupo controle e PC). Isso sugere

que a acdo do HSP70, em facilitar as ligagdes antigeno-receptores nas células imunes, poderia
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estar prejudicada nestas aves. Neste sentido, para interagir com as células do sistema imune,
as HSPs precisam mudar a sua cléassica localizacdo, intracelular, para o ambiente extracelular;
a HSP70 no ambiente extracelular liga-se a antigenos e forma complexos peptidicos que sdo
reconhecidos por receptores de células imunes. Como exemplo, citam-se a ligacdo com
endotoxinas bacterianas como o LPS, ou com lectina e flagelinas, que formardo complexos
peptidicos que facilitarao a ligacdo nos receptores tipo toll (TLR-2, TLR-4 ou TLR-5)
iniciando-se a sinalizacdo intracelular para maturacédo e liberacéo de citocinas (JOLESCH et
al., 2012). Assim, as HSPs ndo s6 anunciam a presenca de perigo, com também informam o
sistema imunoldgico sobre a identidade do “inimigo. Bendz e colaboradores mostraram que a
unido HSP70 as endotoxinas estimula os TLRs de células dendriticas; entretanto, apenas a

presenca da HSP70 ndo causa efeitos estimulatorios em células imunes (BENDZ et al., 2008).

Mostrou-se que um aumento da expressdo de HSP70 protege a integridade da mucosa
intestinal apds o estresse por calor, devido a diminuicdo significativa da desidrogenase lactica.
Além disso, as HSP70 aumentam a atividade de enzimas oxidantes (tais como a superdxido
dismutase, a glutationa peroxidase e a capacidade antioxidante total) inibindo a peroxidacédo
lipidica e minimizando lesGes oxidativas presentes na mucosa intestinal. Esses resultados
sugerem que a HSP70 sejam capazes de proteger a mucosa intestinal do estresse por calor,
através do aumento da capacidade antioxidante e inibicdo da producdo de peroxidacgdo lipidica
(GU; HAO; WANG, 2012). Assim, este fato poderia ter ocorrido em nosso trabalho. Se assim
for, podemos sugerir que o estresse por calor per se também tenha aumentado a expressao de
HSP 70 no intestino dos frangos de corte, ndo permitindo o desenvolvimento de lesdes mais
severas (enterite leve). Diferente do observado nos animais estressados e infectados com
Salmonella (grupo PHS31°C), os quais apresentaram enterite moderada e expressdo de

HSP70 diminuidas a valores semelhantes ao do grupo Controle.

Ao desafiar experimentalmente os frangos com Salmonella enteritidis e submeté-los a
um estresse por calor, observamos a presenca da bacteria em papo, ceco e figado.
Observamos, também, presenca de Salmonella na medula 6ssea dos animais estressados e
infectados (grupo PHS31°C). Desta forma, quer nos parecer que tenha acontecido uma falha
na eliminacdo e controle dessa bactéria nos animais estressados. De fato, observarmos
aumento da invasdo de Samonella enteritides para o baco dos frangos estressados pelo calor

(Figura 13), muito provavelmente em fungdo da quebra da barreira imune observada.

Alguns estudos mostraram a capacidade que tém as bactérias da microbiota de

camundongos de migrar para 6rgaos linfoides e figado, podendo até mesmo chegar ao pulméo
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quando esses animais séo estressados cronicamente (KIANK; DAESCHLEIN; SCHUETT,
2008). Neste trabalho os autores relacionaram a migracéo bacteriana em camundongos com as
disfungdes imunes ocorridas na barreira intestinal e com os fatores ligados ao processo de
migracdo bacteriana (KIANK; DAESCHLEIN; SCHUETT, 2008). Dada a importancia dos
macrofagos na migracdo de Salmonella para baco e o importante papel do busrt oxidativo, e
da ativacdo destas células pelo INF-y, parece-nos plausivel sugerir que o maior numero de
UFC/g de Salmonella por nos detectados no baco das aves, esteja relacionado com a
diminuicdo da atividade de macrofagos em funcdo do aumento dos niveis de corticosterona
encrontrados apos o estresse por calor aplicado. Soma-se a este fator, ainda, as a¢Ges diretas e
indiretas da diminuigéo da expresséo de IL-1p, IL-6, IL12, IL-10, TGF-B, AvBD-4 e AvBD-6

sobre as funcBes imunes e a invasibilidade da Salmonella.

Muitos autores ja observaram que diferentes tipos de estressores atuam sobre a
resposta imune humoral de frangos de corte (MASHALY et al., 1998; KHAJAVI et al., 2003;
POST; REBEL; TER HUURNE, 2003; MASHALY et al., 2004; SHINI et al., 2008a).
Mashaly e colaboradores (2004), em especial, mostraram que um estresse prolongado por
calor (35°C por 5 semanas) diminuiu o numero de leucdécitos circulantes e a producédo de
anticorpos para hemécias de carneiro. Um estresse por calor (39°C por 7h/d) mantido por 6
dias diminuiu o numero de Linfécitos CD4+ e CD8+ e os titulos de anticorpos para SRBC
(KHAJAVI et al., 2003). Outros autores observaram que frangos de corte tratados
experimentalmente com doses de corticosterona, que mimetizavam aquelas encontradas em
situacOes de estresse, apresentaram diminuicdo nos niveis de anticorpos para SRBC e menor
resposta vacinal (POST; REBEL; TER HUURNE, 2003; SHINI et al., 2008a).

Observamos, neste sentido, que o estresse por calor per se, isto é, atuando
isoladamente ndo foi capaz de alterar significantemente os niveis de IgA dos frangos corte.
No entanto, nos animais estresados e infectados pela Samonella (grupo PHS31°C), os niveis
plasmaticos de IgA mostraram-se menores nos animais estressados quando comparados aos
do grupo controle, sugerindo este achado que os efeitos deletérios do estresse na resposta
imune humoral desses animais sejam melhor observado quando o sistema imune das aves é
desafiado. A secrecdo de IgA na mucosa intestinal é importante para a protecdo contra
patogenos bacterianos, parasitarios e virais (FAGARASAN, 2006) e, também, para a protecao
contra proteinas estranhas (impedindo a penetracdo das mesmas pelo epitelio intestinal); a
IgA, também, neutraliza toxinas e microorganismos infecciosos (MESTECKY; RUSSELL;
ELSON, 1999; REVOLLEDO; FERREIRA; FERREIRA, 2009). Dessa forma, além de
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diminuir a atividade de macro6fagos, os niveis de INF-y, e a expressdo de citocinas e AvBDs, 0
estresse cronico por calor aplicado neste trabalho diminuiu também os niveis sistémicos de
IgA em frangos de corte infectados com Salmonella. Podemos assim, inferir, que ha
diminuicdo da atividade de macrofagos e da producéo de IgA na mucosa intestinal, tendo-se
prejudicado a primeira linha de defesa do organismo contra invasdes de microorganismos,
facilitando o aparecimento das les6es observadas nesse 0rgdo, que redundaram em diminuicao

da integridade intestinal e na migracdo bacteriana.

Muitos autores mostraram que o estresse afeta a integridade da barreira intestinal, que
é formada por enterdcitos, juncdes intraepiteliais, muco e células imunes, como por exemplo,
macrofagos (LAMBERT et al., 2002; PROSSER et al, 2004; SINGLETON;
WISCHMEYER, 2006; LAMBERT, 2009). A perda da integridade intestinal (ou seja, uma
disfuncdo da barreira intestinal) leva ao aumento da permeabilidade deste Orgao e,
consequentemente, a uma inflamacdo local (LAMBERT, 2009). Burkholder et al. (2008)
mostraram que frangos submetidos a um estresse por calor (30°C) durante 24 horas
apresentaram alteracGes na profundidade das criptas do ileo e aumento na adesdo de
Salmonella enteritidis na mucosa do intestino delgado dessas aves. Ainda, Quinteiro-Filho et
al. (2010) mostraram que o estresse por calor induziu leve enterite no jejuno de frangos de
corte. Nossos atuais resultados estdo de acordo com o0s anteriores e os fortalecem.
Observamos presenca de enterite discreta caracterizada por aumento de infiltrado inflamatério
linfo-plasmocitario na lamina propria do duodeno, jejuno e ileo dos animais estressados por
calor (HS31°C). Observamos, ainda, uma piora no quadro de enterite, quando os animais
foram estressados e infectados com Salmonella enteritidis (PHS31°C), caracterizando-se este
achado por enterite moderada, observada ao longo de todo o intestino delgado. A presenca de
heterofilos no infiltrado inflamat6rio pode estar relacionada a invasdo bacteriana do epitélio
para a lamina propria do intestino. Outro achado importante refere-se a observacdo de uma
maior area inflamada nos intestinos das aves estressadas e infectados com Samonella, isto é,
com o maior nimero de vilosidades e criptas com presenca de proeminente infiltrado
inflamatorio ao longo do intestino (dados ndo mostrados). Essa observagcdo mostra a piora no
quadro entérico encontrado, uma vez que os animais dos grupos PC e HS31°C apresentavam

lesGes difusas com grandes areas sem leséo.

Neste sentido, o aumento do infiltrado inflamatorio agora observado poderia ter
contribuido também para o aumento da liberacdo algumas citocinas pro-inflamatorias (por

exemplo, IL-1) que atuariam nas “tight junction” do epitélio intestinal, aumentando a
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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 tenha
facilitado a transposicdo de bactérias patogénicas, aumentando a incidéncia de doencas

bacterianas intestinais.

Além das alteragdes da integridade intestinal, o estresse poderia ter modificado a
microbiota indigena do intestino, que por sua vez, protege o hospedeiro contra a colonizacdo
de patogenos pela competicdo no sitio de ligacdes entre as células intestinais, pela demanda
de nutrientes e pela producdo de bactericinas (BRISBIN; GONG; SHARIF, 2008;
BURKHOLDER et al., 2008). Sabe-se que perturba¢bes no equilibrio da microbiota
intestinal podem diminuir os mecanismos de protecdo contra a invasdo de bactérias
patogénicas, como a bactéria alvo do nosso estudo, a Salmonella enteritidis (BURKHOLDER
etal., 2008; LAMBERT, 2009).

Finalmente, ndo se pode esquecer que a sinalizacdo bidirecional entre o trato
gastrointestinal e o cérebro é regulada pelo SNC, sistemas neuroenddcrino simpético e
parassimpatico, sistema nervoso entérico (SNE) e a microbiota intestinal (GRENHAM et al.,
2011). As interagdes neuroimunes-epiteliais desempenham um papel protetor no intestino,
garantindo a preservacao das fungdes de barreira epitelial e a expulsdo de agentes nocivos no
intestino (BUENO, 2000; SHARKEY; MAWE, 2002). Essas interacOes servem para integrar
os diversos componentes celulares da mucosa intestinal em uma rede de defesa, assim
garantindo a manutencdo da homeostase intestinal em face de um desafio patogénico. O
componente entérico do sistema nervoso autbnomo esta ativamente envolvido com a quebra
da barreira imune intestinal, em decorréncia de uma infeccdo bacteriana ou parasitaria
(SHARKEY; MAWE, 2002). A natureza adaptativa da SNE permite que ele atue como um
regulador homeostatico das fungdes gastrointestinais, garantir a sobrevivéncia e a nutricao
adequada dos animais (SHARKEY; MAWE, 2002). Uma grande variedade de moléculas
sinalizadoras, incluindo-se aqui as citocinas, 0s neurotransmissores e fatores neurotréficos
estdo envolvidos na regulacdo das interagfes neuroimunes-epiteliais (SHARKEY; MAWE,
2002). Por exemplo, o aumento dos niveis plasmaticos de noradrenalina foi associado a um
aumentou da translocagdo bacteriana no intestino (HART; KAMM, 2002). Nesse sentido,
embora a resposta inflamatdria aguda aconteca inicialmente para proteger o intestino, se 0
desafio externo € muito severo e/ou prolongado, as alteracbes de arquitetura intestinal

acontecem, desencadeando-se processos inflamatorios cronicos.
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Em seu conjunto, os presentes resultados reforcam a hipdtese de que o estresse por
calor interfira com a resposta imune de frangos de corte, aumentando a suscetibilidade a
infeccdes por Salmonella enteritidis. Os dados e a discussdo aqui apresentados mostram a
importancia da atividade dos macrofagos, da expressao de citocinas, dos niveis de IgA, bem
como das AvBDs e de sua via de sinalizagdo/producdo no processo de diminuicdo da
imunidade. Neste contexto, nosso grupo de pesquisa em neuroimunomodulagdo vem
exaustivamente demonstrando que alteracdes na ativacdo do eixo HPA e do SNAS, via
aumento dos niveis de corticosterona e de catecolaminas respectivamente, alteram as
respostas imunoldgicas dos animais (CASTRO; PALERMO-NETO, 1988; PALERMO
NETO; MASSOCO; FAVARE, 200la; PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO;
ROBESPIERRE DE SOUZA, 2003; PALERMO-NETO et al.,, 2008; COSTA-PINTO;
PALERMO-NETO, 2010; ALVES; RIBEIRO; PALERMO-NETO, 2011; DE SOUZA
QUEIROZ et al., 2013); fato que estendemos para as discussdes dos efeitos do estresse em
aves (QUINTEIRO-FILHO et al., 2010; QUINTEIRO-FILHO et al., 2012a; QUINTEIRO-
FILHO et al., 2012b) (ANEXOS A, B e C). Especificamente, quer nos parecer que o estresse
crénico por calor tenha alterado a ativacdo do eixo HPA e quica do SNAS e SNE,
aumentando os niveis de glicorticdides e de catecolaminas, modulando, dessa forma, os
processos inflamatdrios/imunolégicos nas aves (NANCE; SANDERS, 2007b; KAISER et al.,
2009).

Por tudo quanto exposto, sugerimos que o estresse por calor - via ativacdo do eixo
HPA e liberacdo de corticosterona - tenha diminuido o consumo alimentar e,
consequentemente, o ganho de peso e a imunidade dos animais; os niveis aumentados de
corticosterona teriam, ainda, diminuido a atividade de macréfagos, os niveis de INF-y, a
expressao de citocinas pro e anti-inflamatorias, de AvBD e de IgA. Estas alteracGes
neuroimunes teriam diminuido ainda mais a injestdo de alimento e conversdo alimentar e,
principalmente, influenciado a qualidade da barreira imune intestinal, fato que teria
possibilitado a migracdo de bactérias patogénicas pela mucosa intestinal e, via de
consequéncia, o aparecimento de maior numero de colénias de Salmonella no bago e na
medula 6ssea dos animais estressados. Futuros experimentos analizardo a participagdo do
SNAS nos fendmenos agora relatados. A figura 42 ilustra de forma esquemaética e

simplificada as hipoteses sugeridas acima.
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Figura 42 — Figura esquematica das hipoteses sugeridas para os efeitos do estresse por calor

sobre a imunidade e migracdo de Salmonella
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8 CONCLUSOES

8.1 CONCLUSOES ESPECIFICAS

Concluimos que o estresse por calor de 31+1°C, 10h/dia, aplicados por 6 dias, em

frangos de corte infectados experimentamente por Salmonella enteritidis:
1) Diminuiu o ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar;
2) Aumentou os niveis séricos de corticosterona;
3) Diminuiu os niveis plasmaticos de INF-y;

4) Diminiu a expressdo de IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12 e TGF-B, porém ndo alterou a
expressao de IL-8, IL-13 e IL-17;

5) Diminuiu a expressao de AvBD-4e AvBD-6, porém nao alterou a expressao de AvBD-
1 e AvBD-2;

6) Diminuiu a expresdo de TLR2; porém ndo alterou a expressao de TLR-4 e MyD88;
7) diminuiu os niveis plasmaticos de IgA, porém nao alterou os nives de IgG;

8) causou enterite moderadan duodeno, jejuno e ileo, diferentemente do estresse por calor

per se que apenas causou uma enterite leve;

9) permitiu a migracdo de Salmonella enteritidis para medula 6ssea e aumentou migracao

desta bacteria para o bago dos frangos de corte. Ndo observamos diferencas no figado.

8. 2 CONCLUSAO GERAL

Concluimos, que o estresse por calor tenha produzido alteracbes na atividade

neuroimune de frangos de corte, fato evidenciado pelo aumento do nives de corticosterona e
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pela diminuicdo da atividade de macrofagos, dos niveis e INF-y, da expressao de citocinas pro
e anti-inflamatorias, de B-defensina aviaria 4 e 6, dentro de um contexto de desafio por
Salmonella enteritidis. Sugerimos que o0 aumento dos niveis de corticosterona esteja direta ou
indiretamente ligada a reducdo do o consumo de alimentos e, consequentemente do ganho de
peso e da CA. Esse glicocorticdide teria atuado, também, e diretamente sobre as células
imunes, em especial os macrofagos alterando a cascata de sinalizacdo para a producdo de
citocinas e de AvBDs, muito provavelmente em decorréncia da diminuicdo da expressdo de
TLR-2. O aumento dos niveis de corticosterona teria, ainda, atuado nas células responsaveis

pela imunidade adquirida, diminuindo os niveis de IgA.

A diminuicdo dos parametros imunes analisados permite inferir que o estresse por
calor tenha diminuido a imunidade inata e adquirida a nivel intestinal, levando a uma
modificacdo da microbiota comensal e ao aparecimento de um infiltrado inflamatorio
caracterizado por células mononucleares no intestino delgado das aves e o de col6nias de
Salmonella enteritidis na medula 6ssea e no bago dos animais estressados.
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APENDICE A

Tabela 16 — Avaliacdo histopatologica semiquantitativa do duodeno de frangos de corte
submetidos ou ndo a estresse por calor (31+1°C) e infectados ou ndo por
Salmonella enteritidis

AMOSTRA V/C VILO CRIPTA Pl MON HET EOS LIE Grupo
C1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cc2 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
C6 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
El 0 0 1 1 1 1 0 2 HS31°C
E2 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E3 0 0 1 1 1 0 0 1 HS31°C
E4 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E5 0 0 1 1 1 0 0 1 HS31°C
E6 0 1 1 0 0 0 0 1 HS31°C
E7 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
ES 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E9 0 0 1 0 0 0 0 1 HS31°C

E10 0 0 1 0 0 0 0 1 HS31°C

E1ll 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E12 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E13 0 0 1 1 0 0 0 1 PC

E14 0 0 1 1 1 1 0 2 PC

E15 1 1 1 0 0 0 0 1 PC

E16 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E17 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E18 0 0 1 0 0 0 0 1 PC

E19 0 0 1 0 0 0 0 1 PC

E20 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E21 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E22 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E23 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E24 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E25 0 1 1 1 1 2 0 1 PHS31°C

E26 0 0 1 2 2 1 0 2 PHS31°C

E27 0 1 1 1 1 1 0 2 PHS31°C

E28 0 0 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

E29 0 0 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

E30 0 1 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

VIC = relagdo vilo/cripta; Pl = processo inflamat6rio; MON = células mononucleares; HET = heterdfilos; EOS =
eosindfilos, LIE = nimero de linfocitos intraepitelias/100 enterdcitos.
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APENDICE B

Tabela 17 — Avaliacdo histopatoldgica semiquantitativa do jejuno de frangos de corte
submetidos ou ndo a estresse por calor (31+1°C) e infectados ou ndo por
Salmonella enteritidis

AMOSTRA V/C VILO CRIPTA Pl MON HET EOS LIE Grupo
C1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cc2 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
C6 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
El 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E2 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E3 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E4 0 0 1 0 0 0 0 1 HS31°C
E5 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E6 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E7 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
ES 0 0 1 0 0 0 0 1 HS31°C
E9 0 0 1 1 1 0 0 1 HS31°C

E10 0 0 1 0 0 0 0 1 HS31°C

E1ll 0 0 1 2 2 1 0 1 PC

E12 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E13 0 0 1 1 0 0 0 1 PC

E14 0 0 1 1 1 1 0 2 PC

E15 0 0 1 0 0 0 0 1 PC

E16 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E17 0 0 1 2 2 1 0 1 PC

E18 0 0 1 0 0 0 0 1 PC

E19 0 0 1 0 0 0 0 1 PC

E20 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E21 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E22 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E23 0 0 1 1 1 2 0 1 PHS31°C

E24 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E25 0 0 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

E26 0 1 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

E27 0 1 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

E28 0 0 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

E29 0 0 1 1 2 1 0 1 PHS31°C

E30 0 0 1 1 1 1 0 1 PHS31°C

VIC = relagdo vilo/cripta; Pl = processo inflamat6rio; MON = células mononucleares; HET = heterdfilos; EOS =
eosindfilos, LIE = nimero de linfocitos intraepitelias/100 enterdcitos.
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APENDICE C

Tabela 18 — Avaliacdo histopatoldgica semiquantitativa do ileo de frangos de corte
submetidos ou ndo a estresse por calor (31+1°C) e infectados ou ndo por
Salmonella enteritidis

AMOSTRA V/C VILO CRIPTA Pl MON HET EOS LIE Grupo
C1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle
Cc2 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
C6 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
El 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E2 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E3 0 0 1 0 0 0 0 1 HS31°C
E4 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E5 0 0 1 0 0 0 0 1 HS31°C
E6 0 1 1 1 1 1 0 1 HS31°C
E7 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C
ES 0 0 1 0 0 0 0 1 HS31°C
E9 0 0 1 2 2 1 0 1 HS31°C

E10 0 0 1 1 1 1 0 1 HS31°C

El1 0 0 1 0 0 0 0 1 PC

E12 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E13 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E14 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E15 0 0 1 2 2 2 0 1 PC

E16 0 0 1 0 0 0 0 1 PC

E17 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E18 0 0 1 0 0 0 0 1 PC

E19 0 0 1 1 1 1 0 1 PC

E20 0 1 1 1 1 1 0 1 PC

E21 0 0 1 1 1 2 0 1 PHS31°C

E22 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E23 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E24 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E25 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E26 0 0 1 1 1 1 0 1 PHS31°C

E27 0 0 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

E28 0 0 1 2 2 2 0 1 PHS31°C

E29 0 0 1 2 2 1 0 1 PHS31°C

E30 0 1 1 2 2 2 0 2 PHS31°C

VIC = relagdo vilo/cripta; Pl = processo inflamat6rio; MON = células mononucleares; HET = heterdfilos; EOS =
eosindfilos, LIE = nimero de linfocitos intraepitelias/100 enterdcitos.
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Heat stress impairs peh‘ormance parameters, induces intestinal injury,
and decreases macrophage activity in broiler chickens

W. M. Quinteiro-Filho,* A. Ribeiro,* V. Ferraz-de-Paula,* M. L. Pinheiro,* M. Sakail,* L. R. M. S4,}
A. J. P. Ferreira,} and J. Palermo-Neto*!

*Neuroimmunomodulation Research Group, fLaboratory of Ezperimental and Campamtive'Ga,stmentemlogy,
Department of Pathology, and fLaboratory of Ornitopathology, School of Veterinary Medicine,
University of Séo Paulo, CEP 05508-900, Brazil

ABSTRACT Studies on environmental consequences of
stress on animal production have grown substantially
in the last few years for economic and animal welfare
reasons. Physiological, hormonal, and immunclogical
deficits as well as increases in animals’ susceptibility to
diseases have been reported after different stressors in
broiler chickens. The aim of the current experiment is
to describe the effects of 2 different heat stressors (31 £
1 and 36 + 1°C/10 h per d) applied to broiler chickens
from d 35 to 42 of life on the corticosterone serum lev-
els, performance parameters, intestinal histology, and
peritoneal macrophage activity, correlating and discuss-
ing the obtained data under a neurcimmune perspec-
tive. In our study, we demonstrated that heat stress (31
+ 1 and 36 &+ 1°C} increased the corticosterone serum
levels and decreased BW gain and food intake. Only
chickens submitted to 36 * 1°C, however, presented

a decrease in feed conversion and increased mortality.
We also showed a decrease of bursa of Fabricius (31 +
I and 36 + 1°C), thymus (36 £ 1°C), and spleen (36
£ 1°C) relative weights and of macrophage basal (31
+ 1 and 36 £+ 1°C) and Staphylococcus aureus-induced
oxidative burst (31 + 1°C). Finally, mild multifocal
acute enteritis characterized by an increased presence
of lymphocytes and plasmocytes within the jejunum’s
laming propria was also observed. The stress-induced
hypothalamic-pituitary-adrenal axis activation was
taken as responsible for the negative effects observed
on the chickens’ performance and immune function and
also the changes of the intestinal mucosa. The present
obtained data corroborate with others in the field of
neuroimmunomodulation and open new avenues for the
improvement of broiler chicken welfare and production
performance.

Key words: heat stress, corticosterone, macrophage, small intestine, hypothalamic-pituitary-adrenal axis

INTRODUCTION

Reports on the mutual influences between the central
nervous system and the immune system exist in much
of the extant literature. Qver the past decades, this area
of knowledge has grown more organized, leading to the
fields referred to as neuroimmunomodulation (INIM),
psychoneuroimmunclogy, and irmmunoneurcendocrinol-
ogy, among others.

Ever since Selye’s pioneering study in 1936 (Selye,
1998), the literature on the subject has been flooded by
reports ascribing phenomena to neuroimmune interac-
tions in health and disease, both for changes in brain
activity and behavior induced by peripheral immune
stimuli or reactions (Besedovsky et al., 1975, 1983;
Besedovsky and Sorkin, 1977; Blalock, 1984; Basso et
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al., 2004) and for the influence of stressors and brain ac-
tivity on immunity (Ader and Cohen, 1975; Irwin et al.,
1990; Madden and Felten, 1995; Miller, 1998; Palermo-
Neto et al., 2003). Thus, a fixed-effect analysis showed
that both conditions are associated with 1) increases
in hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis activity
and elevation in serum corticosterone (Costa-Pinto and
Palermo-Neto, 2010), 2) overall leukocytosis, 3) mild
reductions in absolute natural killer (NK) cell counts
and relative T-cell proportions, 4) marginal increases
in CD4+:CD8+ ratios, and 5) moderate decreases in
T-cell and NK-cell function (Zorrilla et al., 2001}. Ac-
cordingly, studies on NIM conducted with laboratory
animals showed that 1) foot-shock stress induces behav-
ioral signs in mice indicative of anxiety and stress and
decreases both macrophage activity and animal host re-
sistance to Ehrlich tumor growth (Palermo-Neto et al.,
2003); 2) individual housing of mice increases HPA axis
activity, corticosterone serum levels, and hypothalamic
noradrenaline levels and turnover and decreases mac-
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rophage activity and animal resistance to tumor growth
(Palermo-Neto ef al., 2008); 3) submissive mice display
anxiety-like behaviors and present decreased innate im-
mune responses (Sd-Rocha et al., 2006); and 4) stress of
cohabitation with a sick partner decreases macrophage
and peripheral blood neutrophil activity in mice (Alves
et al., 2006, 2007).

The data gleaned from numerous clinical and experi-
menta! reports constitute unequivocal evidence sup-
porting the biological relevance of NIM interactions
in health and disease. Despite this, however, very few
works have discussed NIM in farm animals, especially
in poultry (Marsh and Scanes, 1994; Mashaly et al.,
1998). In fact, stress is known to present biphasic ef-
fects in animals. Low levels of stress {eustress) might
improve immune function and production indexes. On
the other hand, strong and long-lasting stressors {dis-
tress) decreased farm animals’ welfare, health status,
and production indexes.

Public concern regarding farm animal well-being has
skyrocketed in the past few years. Many countries pres-
ently have laws and welfare codes protecting farm ani-
mals, including pouliry, from distress and fear (Main
et al., 2009; Bonafos et al., 2010). Yet, these stressor
effects, although thoroughly analyzed, were scarcely
correlated and discussed under a neurcimmune per-
spective. Thus, concerning the effects of heat stress on
avian species, the following findings were reported: 1)
decreases in the feed consumption, BW gain, as well as
the total white blood cell count and antibody produc-
tion (Mashaly et al., 2004); 2) decreases in the number
of peripheral blood lymphocytes and induction of an
electrolyte imbalance (Borges et al., 2004); 3} decreases
in the blood lymphocytes and spleen weight (Trout and
Mashaly, 1994); 4) decreases in the feed conversion and
intake, in the BW gain, and in macrophage activity
(Bartlett and Smith, 2003); 5} decreases in CD4+ and
CD8&+ lymphocytes and antibody production against
SRBC (Khajavi et al., 2003); 6) decreases in food in-
take, growth rates, the intestinal villi heights, and the
wet and dry weights of jejunum {Mitchell and Carlisle,
1992).

Taking these factors into consideration and bheing
cognizant of the economic effect of heat stress in tropi-
cal and subtropical poultry production, we decided to
design the present experiment to analyze, under a neu-
roimmune perspective, the effects of a long-term, ex-
perimentally induced heat stress [31 & 1°C (HS31°C)
and 36 £ 1°C (HS36°C) from d 35 to 42 of life] on the
production performance, corticosterone serum levels,
peritoneal macrophage activity, and intestinal histol-
ogy of broiler chickens.

MATERIALS AND METHODS

Birds and Group Formation

One-day-old broiler chickens were housed in envi-
ronment-controlled rooms at the Experimental Center
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of Avian Pathology, School of Veterinary Medicine,
University of Sao Paulo. A total of 360 male broiler
chickens, from 1 to 42 d old, were used. Birds were ob-
tained from a commercial hatchery and were housed in
floor pens covered with sterilized and contaminant-free
wood shavings with 10 birds/m? and with water and
food (hanging feeders) provided ad libitum. The broiler
chickens were constantly observed for health status and
behavior. The birds were maintained and used in ac-
cordance with the guidelines of the Committee on Care
and Use of Laboratory Animal Resources of the School
of Veterinary Medicine, University of Sao Paulo.

From d 1 to 35 of life (experimental day, ED), the
birds were maintained in a recommended environmen-
tal temperature (33 = 1°C from ED1 to ED7, 28 + 1°C
from ED7 to ED21, and 24 + 1°C from ED21 to ED35).
On ED34, the broiler chickens were weighed and real-
located into 3 different groups: a control () group
and 2 independent heat-stressed groups. From ED35 to
ED42, broilers of the C group were kept under an envi-
ronmental temperature of 21 -+ 1°C for the entire day.
Chickens of the 2 heat-stressed groups were maintained
under environmental temperatures of 31 &= 1 and 36 +
1°C. The heat stress was applied once daily (from 0800
to 1800 h = 10 h/d) during the 6 ED (ED35 to ED41).
From 1800 to 0800 h, the environmental temperature
of the heat-stressed groups was reduced to 21 £ 1°C
(i.e., equal to that of the C group). On ED42, birds
were euthanized and the experimental procedures were
realized.

Performance Parameters

Broiler chicken performance was assessed through
mortality rate, BW gain, feed consumption per bird,
and feed conversion. The feed conversion ratic was cal-
culated on the basis of feed:gain for each replicate. For
each group of birds, 5 replications with 12 birds per box
were made. Data were collected during the experimen-
tal period (ED35 to ED42).

Organ Harvest

On ED42 immediately after weighing, 10 birds per
group were randomly selected and euthanized by cervi-
cal dislocation. Af necropsy, lymphoid organs (thymus,
spleen, and bursa of Fabricius) were then harvested for
relative weight determinations; connective tissue was
taken off before weight. The small intestine was also
harvested (duodenum, jejunum, and ileum), and it was
fixed in a 10% neutral-buffered formalin sohition for
histological analysis.

Intestinal Morphology

Specimens for light microscopy were taken from sev-
eral sites of small bowel segments. The intestinal seg-
ments were defined based on anatomic limits as fol-
lows: the length of the duodenum from the gizzard
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(duodenum ostium} to the beginning of the mesentery
(duodenum loop), the length of the jejunum (from the
most distal point of insertion of mesentery to 5 cm be-
fore Meckel’s diverticulum}, and the length of the ileum
(from § em after Meckel’s diverticulum to the ileocecal
junction). Tissues were fixed in 10% buffered forma-
lin, embedded in paraffin, cut to 4 to 5 pm thick, and
routinely stained with hematoxylin and eosin for light
microscopy. All slides were examined for pathological
changes by 2 different pathologists that were blinded
to the group affiliation; a high pesitive correlation (r =
0.96) was found between their evaluation.

The histological parameters analyzed were as fol-
lows: villus height, crypt morphology and depth, villus
height:crypt depth ratio, intensity and composition of
inflammatory infiltrate in the lamina propria, and num-
ber of intraepithelial lymphocytes per 100 enterocytes.
The intensity of small intestinal lesions was semiquanti-
tatively scored from 0 to 3, where 0 = control material,
I = mild alteration; 2 = moderate alteration; and 3 =
severe alteration. The normal histological criteria used
were defined by Hodges (1974) and Riddell (1987).

Serum Corticosterone Determination

Twelve broilers per group were randomly selected,
and 2 mL of blood was drawn from their brachial veins.
Whole blood was used to collect the serum for cor-
ticosterone assays. Corticosterone serum levels were
determined by RIA using an ImmunoChem Double
Antibody Corticosterone 1251 RIA Kit (MP Biomedi-
cals LLC, Orangeburg, NY) as described previously by
Washburn et al. (2002). To decrease data variasbiiity of
serum corticosterone levels, C and experimental birds
were alternated for euthanasia and their blood was tak-
en at the same time of the day (i:e., between 0800 and
1000 h).

Peritoneal Macrophage Activity

Because chickens do not present resident peritoneal
macrophages, activation was performed as proposed by
Qureshi et al. (1986} and Morgulis et al. (1999). Briefly,
3% Sephadex G-50 Fine (Sigma, St. Louis, MQO) in 0.9%
saline solution was injected at the dose of 5 mL/200 g
of BW into the peritoneal cavity of 12 chickens from
each group (C, HS31°C, and HS36°C) on ED40. For-
ty-eight hours after the inoculation (ED42), the birds
were killed by cervical dislocation and cells were ob-
tained from the peritoneal cavity by lavage with cold
RPMI-1640 medium with the help of a plastic syringe
(Morgulis et al., 1999). Collected cells were transferred
to a 15-mL plastic tube and were kept in an ice bath
to hamper cell adhesion. An aliquot of these cells was
diluted (1:20) in 5% trypan blue staining and counted
using a hemacytometer. Cells were then adjusted to
2 x 10% cells/mI, with RPMI-1640, being incubated
with 2',7-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DAY},

DCFH-DA + propidium iodide (PI)-labeled Staphylo-
coccus aureus (SAPT), and SAPL Thirty minutes after
incubation at 41°C under agitation (to avoid cell adhe-
sion), the samples were centrifuged (500 x ¢/6 min at
4°C) and the obtained cells were resuspended once in
100 pL of cold PBS for cytometrie analysis.

Cytometry calibration was performed using sample
cells free from incubation staining. Values above 10!
log were considered to indicate basal cell fluorescence
{Figure 1D).

Macrophage Phenotype

Peritoneal macrophage phenotype was used to accu-
rately characterize the cell population corresponding to
macrophages. For that, a monoclonal antibody KULOD1-
PE (Abcam, Cambridge, MA) was employed according
to the manufacturer’s instructions; KULO1 is a specific
antibody for the monocytes and macrophages of avian
species (Mast et al., 1998). The peritoneal lavage flu-
1ds were incubated with KUL0O1 for 30 min and subse-
quently analyzed using flow cytometry.

Peritoneal Macrophage Activity
Measurement

A flow cytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA) interfaced
with a Macintosh G4 computer (Apple, Cupertino, CA)
was used. Data from 5,000 events were collected in list
mode and analyzed in Cell Quest (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems). Cell populations, which
were identified based on their properties on forward
scatter-side scatter plots, were mechanically sorted
(FACScan, Becton Dickinson Immunocytometry Sys-
tems) and were evaluated through light microscopy af-
ter staining in Giemsa. The macrophage population was
confirmed by the KULO1 phenotype method described
previcusly. Data from peritoneal macrophages were
collected, applying gates that sorted out lymphocyte
and monocyte clusters. Fluorescence data were collect-
ed on a log scale. Green fluorescence from DCFH-DA
wag measured at 530 + 30 nm (FLI detector), and red
fluorescence from SAPI was measured at 585 4 42 nm
(FL2). The PI and DCFH-DA fluorescence were ana-
lyzed after fluorescence compensation to correct for any
crossover between the PI and DCFH-DA signals.

Quantification of phagocytosis and oxidative burst
were estimated by mean PI and DCFH-DA fluorescence
cells, respectively. Briefly, peritoneal macrophages (2 x
108 cells/mL) collected as described above were mixed
with 200 uL. of DCFH-DA (0.3 mM) in PBS and 100
ul: of SAPI in polypropylene tubes (1,000 bacteria:i
macrophage). Samples were incubated under agitation
at 37°C for 30 min. Reactions were stopped by adding
2 mL of cold EDTA solution (3 mM) to stop phagocy-
tosis. Samples were then centrifuged (250 x g for 10
min}, and the cell pellets obtained were resuspended

e IR 7,
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Figure 1. Representative dot plots and histogram used in the analyses of peritoneal macrophage activity. A) Typical side scatter {(SSC) and
forward scatter (FSC) eytogram of peritoneal lavage fluid from broiler chicken and gate of macrophage population at R2. B) Dot plot of specific
monoclonal antibodies KUL0I-PE (FL2-H)-labeled macrophages. C} Dot plot of 2, 7-dichlorofluorescein diacetate (FL1-H) versus propidium
iodide-labeled Staphylecoccus aureus (FL2-H) double-labeled macrophage. I} Overlay histogram of control and KULGI-labeled macrophages. FL-
-H = fluorescein isothiocyanate fluorescence, FL2-H == phycoerythrin fluorescence.

in 0.5 mL of ice-cold PBS for flow cytometry. Direct
measurements of mean fluorescence on green and red
channels were recorded as oxidative burst and phagocy-
tosis, respectively, as proposed by Hasui and cellabora-
tors (Hasui et al., 1988). The percentage of phagocyto-
sis (percentage of macrophages that ingested bacteria)
was expressed as the number of macrophages with red
fluorescence divided by the total number of cells (mul-
tiplied by 100)}. The intensity of phagocytosis (quantity
of ingested bacteria) was measured directly through the
intensity of fluorescence emitted by the cells that per-
formed phagocytosis.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the Graph-
Pad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA)
throughout. Parametric data were analyzed using 1-way
ANOVA followed by Dunnett’s test. Nonparametric
data were analyzed using the Kruskal-Wallis test fol-
lowed by Dunn’s test. Mortality data were analyzed
by log-rank (Mantel-Cox) test. The probability of P <
0.05 was considered to show a significant difference for

all comparisons made. Data are presented as the mean
+ SEM.

RESULTS

Performance Parameters

All performance parameters were severely affected
in chickens submitted once daily {10 h/d) from ED35

“to ED42 to stressors of HS31°C and HS36°C (Table

1). Both stressors decreased the BW gain (P < 0.01)
and the food consumption (g/bird; P < 0.01). However,
only broilers of the HS36°C group presented an increase
in feed conversion (P < 0.01). There was no mortality
in the C and HS31°C groups; however, group HS36°C
presented a 43.33% mortality (P < 0.01 in relation to
the C group). Mortality was observed in the first 2 d of
the experiment.

Lymphoid Organ Relative Weight

In relation to C group data, a decrease was observed
in the relative weights of the spleen (C = 0.096 = 0.003;

gt
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Table 1. Effects of heat stress (HS31°C and HS36°C) for 10 h per day from experimental d 35 to 42

on performance parameters of broiler chickens!

Group
Performance parameter Control HS31°C HS36°C
BW gain (g} 591.121 + 66.54 442.46 & 44.80** 347.72 & 109, 70%¥*

Feed consumption (g/bird)
Feed conversion 2.46 £ 0.32
Mortality (%) 0

1,438.00 £+ 87.49

1,138.83 + 84.47%** 1,137.3 & 117.62%**
2.51 £ 0.20 3.52 £ 1.03*
] 43.33%*

Resulis are the mean + SEM of 5 replicates (a = 5) with 12 chickens per group.
*P < 0.05; **F < 0.01; ***F < 0.001, compared with the data of the contre] group (parametric data: 1-way
ANOVA followed by Dunnett’s test; nonparametric data: Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test).

HS31°C = 0.082 + 0.007; HS36°C = 0.077 + 0.006;
P < 0.05) and thymus {C = 0.58 + 0.01; HS31°C =
0.52 &+ 0.02; HS36°C = 0.42 £ 0.02; P < (.01) only in
the HS36°C group in relation to those of the C group
(Figure 2). Moreover, a decreased weight was found in
the bursa of Fabricius in chickens of the HS31°C and
HS36°C groups {C = 0.22 =+ 0.009; HS31°C = 0.15 &
0.01; H536°C = 0.12 &+ 0.01; P < 0.01) (Figure 2).

Corticosterone Serum Levels

As observed in Figure 3, birds of the HS31°C and
HS36°C groups presented high levels of corticosterone
(C = 46.09 4+ 3.12; HS31°C = 92.69 % 8.66; HS36°C =
109.60 4 12.90; P < 0.01) (Figure 3) in relation to those
of the C group. Significant differences were not found
between data of the H331°C and HS36°C groups.

Intestinal Histology

Histological intestinal changes were not observed in
all cases of C chickens. There were no changes in the
duodenum, ileum, or large intestine of both experimen-
tal groups (data not shown). There were no alterations
in the morphology of the jejunum mucosa, such as in
the erypt:villus ratio, villus heighi, crypt depth, and
number of intraepithelial lymphocytes. There was a
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Figure 2. Effects of heat siress (31 + 1 and 36 3 1°C) for 10 h per
day from experimental d 35 to 42 on the relative weights of lymphoid
organs. Data are presented as the means & SEM {n = 10/group). *P
< 0.05 and ***P < 0.001 compared with the control group {1-way
ANOVA followed by Drunnett’s test).

mild increase of the cellularity of the lamina propria,
characterized by mild acute multifocal lymphoplasmo-
cytic enteritis in the jejunum of experimental groups:
HS31°C showed this in 7 out of 10 samples (7/10, P <
0.05), and HS36°C showed this in 6 out of 10 samples
(6/10, P < 0.05). Several mild to moderate infiltrates
of heterophils’ foci were seen in HS31°C (in 5 out of 10
samples, 5/10, P > 0.05) and in HS36°C (in 4 out of
10 samples, 4/10, P > 0.05). Figure 4 illustrates these
alterations.

Peritoneal Macrophage Activity

Representative side scatter versus forward scatter cy-
tograms of chicken peritoneal lavage fluids revealed a
distinct cell population (R1) relative to macrophages
{Figure 1A). Figure 1B shows a dot plot of specific
monoclonal antibodies KULOL-PE (F1.2-H)-labeled
macrophages. An over 90% positive fluorescence was
obtained within the selected gate for SAPI-induced oxi-
dative burst and phagocytosis. The macrophage popu-
lation was identified by specific monoclonal antibodies
KULOD1 for chicken monocytes.

An increment in green fluorescence was observed after
DCFH-DA load, allowing satisfactory measurements of
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Figure 3. Effects of heat stress (31 = 1 or 36 + 1°C) for 10 h per
day from experimental d 25 {o 42 on the corticosterone serum levels
{ng/mL}). Data are presented as the means = SEM (n = 10/group).
%P < 0.00F compared with the control group (Kruskal-Wallis test
followed by Dunn's test).
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Figure 4. Histology of the small intestine mucosa. a} Jejunum mucosa of the control bird group. Hematoxylin and eosin. Bar = 10 pm. b)
Jejunim mucosa of the 31 & 1°C heat stress broiler chicken group. Mild acute lymphoplasmocytic enteritis. Hematoxylin and eosin. Bar = 10 pm.
¢) Jejunum mucosa of the 36 + 1°C heat stress broiler chicken group. Mild acute lymphoplasmocytic enteritis with heterophil focus. Hematoxylin

and eosin. Bar = 10 pm.

heat stress effects on the oxidative responses in perito-
neal macrophages. Furthermore, red fluorescence was
observed after SAPI load. Data analysis showed that
chickens of the HS31°C group presented a decrease
in macrophage basal oxidative burst (P < 0.05) (Fig-
ure 5A). Both HS31°C and HS36°C had decreased S.
aureus-induced oxidative bursts (C = 484.88 + 37.58;
HS31°C = 253.63 4+ 31.44; H336°C = 284.77 + 43.10;
P < 0.05 and P < 0.01) (Figure 5B). Nevertheless, no
alterations were observed in the intensity and percent-
age of macrophage phagocytosis in both HS31°C and
HS36°C groups (P > 0.05) (Figure 5C and 5D).
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DISCUSSION

Heat stressors (31 and 36°C) applied for 10 h per day
from the 35th to the 42nd days of life decreased perfor-
mance parameters and peritoneal macrophage activity,
increasing corticosterone serum levels and inducing mi-
nor changes in intestinal mucosa, indicating an inflam-
matory process in broiler chickens. These changes ob-
served in heat-stressed birds provide evidence for NIM
interaction in broiler chickens.

The HPA axis is one of the most important systems
for the integration of the body and is activated in re-
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Figure 5. Effects of heat stress (31 = 1 and 36 £ 1°C) for 10 h per day from experimental d 35 to 42 on the A) hasal oxidative burst and B)
Staphylococcus aureus-induced oxidative burst. Data are presented as the means &+ SEM (n = 10/group). C) Percentage of phagocytosis and D)
intensity of phagocytosis. *P < (.05 and **F < 0.01 compared with the control group data {(Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test). C =

control.
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sponse to stressful stimuli or homeostatic disturbances
{McEwen, 2000), resulting, among others, in increased
levels of plasma corticosterone and in consequent de-
teriorations in an animal’s health status (Righi et al.,
1999; Elenkov et al., 2000; Alves et al., 2007; Ligeiro de
Oliveira et al., 2008; Quinteiro-Filho et al., 2009). The
corticosterone serum levels were higher in the HS31°C
and HS36°C stressed broilers of the present experiment.
Thus, the observed deficits in stressed broiler chickens’
performance indexes, peritoneal macrophage activity,
and intestinal integrity might have been a consequence
of modifications in HPA function, as suggested else-
where for man and other animal species in similar con-
texts (Leudenslager et al., 1985; Ackerman et al., 1988;
Lubach et al., 1993; Zorrilla et al., 2001; Gupta et al.,
2007; Kranendonk et al., 2008). As a matter of fact, re-
sults from Shini et al. (2008b) indicated that exposure
to corticosterone increased heterophil:lymphocyte ratio
and also induced ultrastructural morphological changes
in heterophil size, shape, and granulation and lympho-
cyte cytoplasmatic characteristics.

We showed here that heat stress (31 and 36°C) de-
creased BW gain as well as food intake and the feed
conversion ratio in broiler chickens. These observed
data agree with those reported elsewhere in similar con-
texts (McKee et al., 1997; Kirunda et al., 2001; Mash-
aly et al., 2004; Rozenboim et al., 2007; Star et al,
2008). Corticosterone was reported to modulate some
performance indexes and immunological parameters of
chickens. Specifically, it was shown that broiler chickens
injected with corticosterone presented a reduction in
BW gain (Shini et al., 2008a}. Moreover, corticoster-
one administration through the drinking water or diet
was also shown to significantly reduce chicken growth
performance (Post et al., 2003; Lin et al., 2004, 20086).
Therefore, it seems feasible to suggest that the heat
stressors used in the present study might have changed
the broilers’ performance, activating the birds’ HPA
axis activity and thus increasing the corticosterone se-
rum levels. Indeed, in the model used here, heat stres-
sors (31 and 36°C) produced a significant increases (110
to 147% high, respectively) as compared with the con-
trol serum corticosterone levels.

‘Within this context, corticosterone could be acting
in the hypothalamic feeding control nuclei that regu-
late food intake and satisfaction, allowing a decrease
in food consumption and consequently a decrease in an
animal’s BW gain. In addition, it is commonly known
that intestinal absorption decreases in the presence of
intestinal mucosa injuries (Mitchell and Carlisle, 1992;
Soderholm and Perdue, 2001). Stressors are alse known
to induce gastrointestinal injuries (Glavin, 1980; Burk-
holder et al., 2008). Because we showed an increase of
inflammatory cellular infiltration in the jejunum mu-
cosa, it is not at all impossible that this mucosa inflam-
mation might have also contributed to the decreased
BW gain now observed in the heat-stressed broiler
chickens. Finally, it should not be forgotten that Lin

et al. (2004, 2006) reported an indirect relationship be-
tween BW gain and energy expenditure. According to
Siegel and Van Kampen (1984), both food intake and
energy waste during heat-induced stress are essential
for an animal’s adaptation (Siegel and Van Kampen,
1984). Thus, an increase in energy waste after the pres-
ent heat stressor applications cannot be discharged.

A glucocorticoid-dependent mechanism during stress
was reported to induce lymphoid organ involution {Pu-
vadolpirod and Thaxton, 2000; Post et al., 2003; Shini
et al., 2008a). Accordingly, HPA axis activation might
have been responsible for the decrease in the lymphoid
organs’ relative weights presently observed after heat
stress in broiler chickens. Indeed, as reported elsewhere
for chickens submitted to similar or different stressors
{Heckert et al., 2002; Niu et al., 2009), heat stress in
the present experiment decreased the relative weights
of the bursa of Fabricius, spleen, and thymus. However,
only chickens submitted to the 36°C stressor presented
a decrease in spleen and thymus relative weights, sug-
gesting that high levels of stress, HPA axis activation
and corticosterone serum levels, or both would be nec-
essary to induce the changes presently being reported.

In the present experiment, heat stressors (31 and
36°C) decreased SAPI-induced peritoneal macrophage
oxidative burst but were unable to change both the
intensity and the percentage of phagocytosis. In this re-
spect, it could be argued that cells within the cytomet-
ric gate analyzed might include other cell types than
macrophages. Indeed, it is known that chicken lympho-
cytes and macrophages present similar complexity, with
differences found only in their nucleus {Dietert et al.,
1991). However, only macrophages are able to perform
SAPI phagocytosis and to change their oxidative burst,
a fact that strongly points toward an effect of heat stres-
sors (31 and 36°C) on macrophage activity. Phagocyto-
sis is a complex phenomenon that starts by the binding
of the particle to be phagocytosed to specific receptors
on the surface of immune cells; it 1s an active process
driven by, among others, tumor or bacterial products, a
process in which cytokines play important roles {Keller
et al.,, 1990; Fiddler, 1995). Glucocorticoids are known
for their relevant and central roles in immmune cell activ-
ity (Dunn, 1989; Dunn and Berridge, 1990; Weinstock
et al., 1998; Massoco and Palermo-Neto, 1999; Licinioc
and Frost, 2000; Palermo Neto et al., 2001}. Baccan
et al. (2004) showed that glucocorticoids increase the
transcription of antiinflammatory cytokines [interleukin
(IL)-4 and 1L-10] and decrease that of proinflammato-
ry cytokines (I1-1, 11-12, IL-6, tumor necrosis factor-c,
interferon, and granulocyte macrophage colony-stimu-
lating factor} (i.e., they modulate the T-helper type
1 versus T-helper type 2 cytokine profile). These hor-
mones also decrease the transcription factors for adhe-
sion molecules such as intercellular adhesion molecule-T
and vascular cell adhesion molecule-I (Baccan et al,,
2004). Finally, they decrease prostaglandin synthesis
and the expression of genes for nitric oxide synthases
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(Baccan et al., 2004). Thus, the present observed data
on heat stress effects on macrophage oxidative bursts
are in agreement because they may have resulted from
one or more of those glucocorticoid effects. Indeed, as
discussed, heat-stressed broiler chickens presented in-
creased levels of serum corticosterone. However, the
effects produced by the different stressors applied on
the basal macrophage oxidative bursts were different,
unexpectedly appearing only in broilers submitted to
the 31°C stressor. Restraint stress decreases NK cell
activity in chickens, most probably due to a transient
increase in corticosterone serum levels (Kushima et al.,
2003}. Heat stress (39°C for 7 h/d) presents decreased
CD4+ and CD8+ cells and SRBC antibody titers in
chickens (Khajavi et al., 2003). Injection of corticoster-
one decreases antibody production against SRBC and
impaired bronchitis vaccine response in chickens {Post
et al., 2003; Shini et al., 2008a).

Gastric and intestinal lesions are one of the first
manifestations of stress (Cosen-Binker et al., 2004). A
normal morphology and integrity of the small intes-
tine is important to prevent bacteria translocation from
the intestinal tract to the body as well as for digestion
and absorption of nutrients. It was shown that chickens
submitted to acute heat stress {30°C/24 h) presented a
reduction of the ileum’s crypt depths but no significant
differences in the villus height and villus:crypt ratio
(Burkhotider et al., 2008). Moreover, chickens submit-
ted to chronic heat stress presented decreased villus
heights (19%) and wet (26%) and dry (31%) intestine
weights of the jejunum (Mitchell and Carlisle, 1992).
Differently, we showed that heat stress (31 and 36°C)
induced no changes in the villus and crypt structures,
a fact that might be atiributable to the fast infestinal
mucosa reepithelization. Indeed, it was shown that the
epithelial structure is replaced in less than 36 h after a
stressful situation (Burkholder et al., 2008). Therefore,
it is possible that such an effect might have also hap-
pened in the present experiment. However, it is rel-
evant to point out that an increase in the number of
heterophils was found in the stressed chickens’ jejunum,
a fact that is likely to be indicative of a possible in-
testinal mucosa barrier dysfunction and, consequently,
bacterial infection. Inflammatory infiltrate contributes
to the production of proinflammatory cytokines that
act in the intestinal epithelium’s tight junctions, in
turn increasing the mucosa permeability to pathogenic
bacteria (Al-Sadi and Ma, 2007; Al-Sadi et al., 2008).
Besides that, heat stressors might have also modified
the commensal microbiota presence or activity, or both,
leading to a loss of protection against pathogenic mi-
croorganism colonization (for example, by Salmonella
sp.; Burkholder et al., 2008). Moreover, dysfunction of
commensal microbiota is likely to be related to a de-
crease of intestinal innate immunity cells’ activity, as
is presently being reported for peritoneal macrophage
activity. According to Brisbin et al., the commensal
chicker microbiota strongly contributes to the innate
and adaptive immune responses (Brisbin et al., 2008).
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Based on these findings, we can reasonably conclude
that heat stress activated the chicken HPA axis, in-
creasing corticosterone serum levels and consequently
and possibly decreasing food intake, BW gain, relative
immune organ weight, and innate immunity. This neu-
roimmune dysfunction might have influenced the qual-
ity of the intestinal-immune barrier, thereby allowing
pathogenic bacteria to migrate through the intestinal
mucosa and generating an inflammatory infiltrate. This
inflammation, in another way, might have changed the
intestinal nutrition absorption and consequently con-
tributed to the observed decrease in weight gain. Thus,
the present data corroborate with others in the field of
NIM and its relation with gastroenterology and provide
increased evidence of the importance of preventing heat
stress for broiler health and production.
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ABSTRACT: Studies on the environmental conse-
quences of stress are relevant for economic and animal
welfare reasons. We recently reported that long-term
heat stressors (31 + [°C and 36 + 1°C for 10 h/d) applied
to broiler chickens (Gallus gallus domesticus) from d
35 to 42 of life increased serum corticosterone con-
centrations, decreased performance variables and the
macrophage oxidative burst, and produced miild, mul-
tifocal acute enteritis. Being cognizant of the relevance
of acute heat stress on tropical and subtropical poultry
production, we designed the current experiment to ana-
lyze, from a neuroimmune perspective, the effects of an
acute heat stress (31 £ 1°C for 10 h on d 35 of life) on
serum corticosterone, performance variabies, intestinal
histology, and peritoneal macrophage activity in chick-
ens. We demonstrated that the acute heat stress increased
serum corticosterone concentrations and meortality and
decreased food intake, BW gain, and feed conversion (P

< 0.05). We did not find changes in the relative weights
of the spleen, thymus, and bursa of Fabricius (P > 0.05).
Increases in the basal and the Staphyviccoccus aureus-
induced macrophage oxidative bursts and a decrease
in the percentage of macrophages performing phago-
cytosis were also observed. Finally, mild, multifocal
acute enteritis, characterized by the increased presence
of lymphocytes and plasmocytes within the lamina
propria of the jejunum, was also observed. We found
that the stress-induced hypothalamic-pituitary-adrenal
axis activation was responsible for the negative effects
observed on chicken performance and immune finction
as well as for the changes in the intestinal mucosa. The
data presented here corroborate with those presented in
other studies in the field of neuroimmunomodulation
and open new avenues for the improvement of broiler
chicken welfare and production performance.

Key words: corticosterone, heat stress, hypothalamic-pituitary-adrenal axis,
macrophage, neuroimmunomodulation, welfare.
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INTRODUCTION

The existence of a bidirectional relationship be-
tween the central nervous system (CNS) and the im-
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mune system were demonstrated by many authors
(Besedovsky et al., 1977; Selye, 1998). Ever since pio-
neer stress work of Selye in 1936 (Selye, 1998), this
area of knowledge has grown more organized, being
crucial to the establishment of the field of neuroim-
munomodulation (NIM) or psycheneuroimmunology
(Dantzer, 2001; Elenkov and Chrousos, 2002; Blalock
and Smith, 2007; Palermo-Neto et al., 2008; Costa-
Pinto and Palermo-Neto, 2010).

Stress from the activation of the hypothalamic-pitu-
itary-adrenal (HPA) axis and the sympathetic nervous

1986
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system (SNS) and other neuroendocrine pathways, is re-
sponsible for many brain activities and behavioral and im-
mune alterations (Besedovsky and del Rey, 1996; McEwen
etal., [997; Zorrilla et al., 2001). However, although stress-
mediated neuroimmune interactions in health and disease
are unequivocal, only a few studies have analyzed stressor
effects in production animals, for example, poultry.

In our laboratory, we showed that heat stress (31 +
1°C and 36 + 1°C) applied to broiler chickens from d
35 to 42 of life increased serum corticosterone concen-
trations, simultaneously decreasing BW gain and feed
intake (Quinteiro-Filho et al., 2010). A concomitant de-
crease in [ymphoid organ weights and the macrophage
basal and S. aureus—induced oxidative burst also were
found. Moreover, mild, multifocal acute enteritis, char-
acterized by the increased presence of lymphocytes and
plasmocytes within the lamina propria of the jejunum,
was also observed (Quinteiro-Filho et al., 201{}). These
findings were thought to be a consequence of the heat
stress-induced HPA axis activation.

Considering these factors, we sought to analyze,
from a neurcimmune perspective, the effects of an acute,
experimentally-induced heat stress (31 & 1°C/10 h) on
broiler chicken performance, HPA-axis activity, innate
immune function, and intestinal mucosa integrity.

MATERIALS AND METHODS

The animals in these experiments were main-
tained and used in accordance with the gnidelines of
the Committee on Care and Use of Laboratory Animal
Resources of the School of Veterinary Medicine,
University of S3o Paulo, Brazil.

Animals and Group Formation

One-day-old broiler chickens were housed in 2 adja-
cent climate-conirolled rooms until the end of experimen-
tal period at the Experimental Center of Avian Pathology,
School of Veterinary Medicine, University of Sdo Paulo.
A total of 240 male broiler chickens, from 1 to 36 d old,
were used. Two blocks of experiments were done. One
experiment block to analyze the performance variables,
and another to analyze all other variables (described be-
low). Animals were obtained from a comumercial hatchery
and housed in 10 floor pens (5 pens/climate-controlled
room) covered with sterilized and contaminant-free wood
shavings with 12 birds/pen (respected 10 birds/m?) with
water and food (hanging feeders) provided ad libitum.
The temperature and humidity were monitored with a dig-
ital hygrometer/thermometer (La Crosse Technology, La
Crosse, WI). Every day for the experimental period, the
broiler chickens were observed for health status (respira-
tory signs, feathers and skin heath, quality of feces, color
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of mucosa, and prostration) and behavior (focomotion,
feed behavior, and social behavior).

From d 1 to 35 of life (experimental day = ED, to
EDj3;), the birds were maintained at the recommended
environmental temperature (33 + 1°C from ED; to ED.,
28 + 1°C from ED; to ED,, and 24 + 1°C from ED,,; to
ED3s). On EDgy, all the broiler chickens were weighed
and maintained in 2 groups: a control group (CON) and
an acute heat-stressed group (HHS31°C/10h), each group
per climate-controlled room. On ED;s, broilers in the
acute heat-stressed group were kept under an environ-
mental temperature of 31 + 1°C from 0800 to 1800 h
(10 h acute heat stress); to increase the temperature, the
heater-air conditioning was turned on 30 min before the
beginning of heat period. The broilers in the CON group
were kept during ED.;5 at an environmental temperature
of 21 & 1°C for the entire day. From 13830 h on ED5,
to 0800 h on ED,,, the environmental temperature of
the acute heat-stressed group was reduced to that of the
CON group (21 = 1°C). To decrease the temperature
the heater-air conditioning was turned off at 1800 h and
the temperature also decreased to 21 + 1°C in 30 min.
The animals in both groups were analyzed according to
experimental protocols and euthanatized on EDy, (be-
tween 0800 and 1000 h).

Performance Variables

Broiler chicken performance was assessed through
mortality rate, BW gain, feed consumption per animal,
feed conversion, and water consumption. The feed con-
version ratio was calculated based on the G:F for each
replicate-pen. For each treatment group {CON and
HS31°C) of animals, 5 replications (pens) with 12 ani-
mals/box were analyzed (n = 5). Data were collected dur-
ing EDy4 and ED;, before and after the acute heat stress.

Organ Harvest

On EDy,, immediately after weighing, 10 birds/
group were randomly taken for analysis (2/pen) and
euthanatized by cervical dislocation. At necropsy, lym-
phoid organs (thymus, spleen, and bursa of Fabricius)
were harvested for relative weight determinations; con-
nective tissue was excised before measuring weight, The
small intestine also was harvested (duodenum, jejunum,
and ileum) and fixed in a 10% neutral buffered formalin
solution for histological analysis.

Intestinal Morphology
Specimens for light microscopy were taken from

several sites of small bowel segments. The intestinal
segments were defined based on anatomic limits, as
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follows: the length of the ducdenum [from the gizzard,
or duodenum ostium to the beginning of the mesentery
(duodenal loop)]; the length of the jejunum (from the
most distal point of insertion of the mesentery to 5 cm
proximal to Meckel’s diverticulum); and the length of
the ileum (from 5 cm distal to Meckel’s diverticulum to
the ileocecal junction). Tissues were fixed in 10% buff-
ered formalin, embedded in paraffin, cut to 4 to 5 pm
thick and stained with hematoxylin and eosin (HE) for
light microscopy. All stides were examined for patho-
logical changes by 2 different pathologists who were
blinded to the group affiliation; a positive correlation (r =
0.96) was found between their evaluations.

The histological variables analyzed were as follows:
villous height, crypt morphology, and depth, villous
height:crypt depth ratio, intensity and composition of
inflammatory infiltrate in the iamina propria, and num-
ber of intraepithelial lymphocytes/100 enterocytes. The
intensity of small intestinal lesions was semi-quantita-
tively scored on a 0 to 3 scale, in which 0 represented
control material, 1 represented mild alteration, 2 rep-
resented moderate alteration, and 3 represented severe
alteration. The normal histological criteria used were
defined by Hodges (1974) and Riddell (1987).

Serum Corticosterone Delermination

Ten broilers per group were randomly selected (2/pen),
and 2 mL of blood was collected from their brachial veins
in 30 s to 1 min. Corticosterone concentrations were mea-
sured on ED, 5, immediately after the end of the acute heat
stress (between 1800 and 1900 k). Whole blood was used
to collect serum for corticosterone assays. Corticosterone
serum concentrations were determined by RIA using an
ImmunoChem Double Antibody Corticosterone 12°1 RIA
Kit (MP Biomedicals, LLC Orangeburg, NY), as previ-
ously described by Washburn et al. (2002).To decrease
the variability of data within measurement of serum corti-
costerone, we alternated between control and experimen-
tal animals for euthanasia and blood collection.

Peritoneal Macrophage Activity

Because chickens do not have resident peritoneal
macrophages, activation was performed as proposed by
Qureshi et al. (1986) and modified by Quinteiro-Filho
et al. (2010). Briefly, 3% Sephadex G-50 Fine (Sigma,
St. Louis, MO) in 0.9% saline solution was injected at a
dose of 5 mL/200 g BW into the peritoneal cavity of 10
chickens from each group (CON and HS31°C) on EDy,.
Forty-eight hours after the inoculation (EDy;), the ani-
mals were euthanized by cervical dislocation and cellu-
lar and cytometric analyses were obtained as described
by Quinteiro-Filho et al. (2010).

Macrophage Phenotype

Peritoneal macrophage phenotype was used to ac-
curately characterize the cell population corresponding
to macrophages. A monoclonal antibody KULO1-PE
{(ABcam, Cambridge, MA) was employed according to
the manufacturer’s instructions. The KULO1 is a specific
antibody for monocytes and macrophages of avian spe-
cies (Mast et al., 1998). Fluid obtained from peritoneal
lavage was incubated with KULO! for 30 min and sub-
sequently analyzed using flow cytometry.

Peritoneal Macrophage Activity Measurement

A flow cytometer (FACS Calibur, Becton Dickinson
Immunecytometry Systems, San Jose, CA) interfaced
with a Macintosh G4 computer was used for data col-
lection. Data from 5,000 events were collected in list
mode and analyzed in Cell Quest (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems). Cell populations were iden-
tified based on their properties on forward scatter (FSC)/
side scatter (SSC) plots, mechanically sorted (FAC-Scan,
Becton Dickinson Immunocytometry Systems), and were
evaluated through lghi microscopy after staining with
Giemsa. The macrophage population was confirmed
by the KULO! phenotype method previously described.
Data from peritoneal macrophages were collected and
analyzed by applying gates that sorted out lymphocyte
and monocyte clusters. Fluorescence data were collected
on a log scale. Green fluorescence from 2',7'-dichloro-
fluorescein diacetate (DCFH) was measured at 530 + 30
nm (FL1 detector), and red fluorescence from propidium
iodide (PY)-labeled S. gureus was measured at 585 £ 42
nm (FL2). The PI and DCFH fluorescence were analyzed
after fluorescence compensation to correct for any cross-
over between the PI and DCFH signals.

The quantification of the amount of phagocytosis
and oxidative burst was estimated by the mean fluores-
cence in PI and DCFH cells, respectively. Briefly, peri-
toneal macrophages (2 x 108 cells/mL) collected as de-
scribed above were mixed with 200 pL of DCFH-DA
(0.3 mM) in PBS and 100 pL of Pl-labeled S. aureus
in polypropylene tubes (1,000 bacteria:1 macrophage}.
Samples were incubated under agitation at 37°C for 30
min. Reactions were stopped by adding 2 mL of cold
EDTA solution (3 mM) to stop phagocytosis. Samples
were then centrifuged (250 x g for 10 min at 4°C), and
the cell pellets obtained were resuspended in 0.5 mL of
ice-cold PBS for flow cytometry. Direct measurements
of mean fluorescence on green and red channels were
recorded as the amount of oxidative burst and phago-
cytosis, respectively, as proposed by Hasui et al. (1989).
The percentage of cells undergoing phagocytosis (per-
centage of macrophages that ingested bacteria} was
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expressed as the number of macrophages with red fluo-
rescence, divided by the total number of cefls (multi-
plied by 100). The intensity of phagocytosis {quantity
of ingested bacteria) was measured directly through the
intensity of fluorescence emitted by the cells that per-
formed phagocytosis.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). The
Bartlett test was used to determine whether the data had
homogeneity of variances and Kolmogerov-Smimov
test was applied to determine normality and, therefore,
whether the data should be analyzed by parametric or
nonparametric tests. The Student’s #-test (unpaired,
2-tailed) was then used to compare parametric data and
the Mann-Whitney U-test was used to compare non-
parametric data. We analyzed 10 animals/experimental
group, 2 animals selected randomly of each pen (5 pens
with 12 animals/pen; n = 10}. Statistical significance
was based on P < 0.05. Data are reported as mean + SD,

RESULTS
Performance Variables

All performance variables were ailtered in chick-
ens submitted to an acute (31°C = 1) heat stress (Table
1). Acute HS31°C decreased BW gain (P < 0.01), feed
consumption (P < 0.01) and feed conversion (£ <0.01).
Control and HS31°C groups experienced 0 and 26%
mortality, respectively (P < 0.05). However, chickens
in the HS31°C group did not experience differences in
water consumption parameters (£ > 0.05).

Relative Weight of Lymphoid Organs

Compared with the CON group, there was no dif-
ference in the relative weights of the spleen (g; CON =
0.12 £ 0.026; HS31°C = 0.12 £ 0.04; P> 0.03), thymus
(CON = 0.61 + 0.15; HS31°C = 0.56 + 0.10; P > 0.05)
and bursa of Fabricius (CON = 0.24 £ 0.05; HS31°C =
023 +0.07, P> 0.05).

Corticosterone Serum Concenirations

Compared with animals in the CON group, animals
in the HS31°C group experienced increased serum cor-
ticosterone (ng/mL) (CON = 31.1 + 20.9; HS31°C =
98.0 + 63.4; P < 0.05) immediately after the end of the
acute heat sfress.

Table 1. Effects of an acute heat stress (HS531°C)

- applied for 10 h on ED;4 (from 0800 to 1800 h) on

performance variables of broiler chickens

Group!
Performance variable Control HS31°CZ
B'W gain, gfanimal 692+11,2 —38.2 £ 27 ¥+
Feed consumption, g/animal 186.6x 6.4 1280+ 17.0*
Feed conversion 2.75+0.50 —4.70 £ 2.72%**
Water consumption, L/animal 046 £0.09 041 £0.10
Mortality, % 0 26%#

1Results are the mean + SD of five pens (n = 5) with 12 chickens/group.

* P < 0.05 and ***P < 0.00F compared with control group (parametric
data; Student’s r-test; non-parametric data: Mann Whitney U-test). # p<0.05
compared with control group (non-parametric data: Mann Whitney U-test),

Intestinal Histology

Changes in intestinal histology were not observed
in any cases of control chickens. No changes (P > 0.05)
were detected in the duodenum, ileum, or large intes-
tine of either the CON or experimental groups (data
not shown). Furthermore, there were no morphologic
differences (P > 0.03) in the jejunal mucosa between
the groups, such as the crypt/villus ratio, villus height,
crypt depth, and number of intraepithelia! lymphocytes.
However, a subtle increase in the cellularity of the lam-
ina propria was observed in animals in the acute heat
stress group, characterized by subtle, acute, multifocal
lympho-plasmocytic enteritis in the jejunum of experi-
mental groups (present in 6/10 samples in the HS31°C
group; P < 0.05). Finally, several subtle to moderate in-
filtrates with foci of heterophils were seen in the HS31°C
group (6/10 samples; P <0.05). Figure 1 illustrates some
of these alterations.

Peritoneal Macrophage Activity

Representative SSC vs. FSC cytograms of chicken
peritoneal lavage fluids revealed a distinct macrophage
cell population (R1; Figure 2). Within the selected gate
for SAPI-induced oxidative burst and phagocytosis,
more than 90% fluorescence was observed. The macro-
phage population was identified by specific monoclonal
antibodies (Mab) KUL-01 for chicken monocytes.

Data analysis showed that chickens in the FHS31°C
group experienced an increase in macrophage basal oxi-
dative burst (CON =484.8+-37.5; HS31°C=253.6+31 4
mean of fluorescence intensity; £ < 0.05) and S qureus-
induced oxidative burst (CON = 484.8 + 37.5; HS31°C
=253.6 + 31.4; P < 0.05; Figures 3A and 3B) compared
with those in the CON group. However, a decrease in the
percentage of macrophages undergoing phagocytosis was
observed in the HS31°C group (P < 0.05; Figure 3C).
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Figure 1. Histology of the small intestine mucosa. (A) Typical jejunal inucosa of animals in the control group. (B) Typical jejunal mucosa in the HS31°C broiler
chicken group. The circle represents the mild acute lympho-plasmocytic enteritis with a heterophilic focus (amows). Hematoxylin and eosin, 200x. Bar =20 pm.

B

. 0.07%

96.48%

104

Figure 2. (A) Typical side scatter (SSC) and forward scatter (FSC) cytogram of peritoneal lavage fluid from broiler chicken and gate of macrophage popula-
tion at gate of macrophage population (R1). (B) Dot plot of specific meneclonal antibedies (Mab) KUL-01-PE (FLZH) labeled macrophages.

Nevertheless, compared with the CON group, there was
no difference (P > 0.05) in the intensity of macrophage
phagocytosis in the HS31°C group (Figure 3D).

DISCUSSION

Acute 31°C heat stress applied for 10 h on the 35th
day of life decreased performance variables, increased
corticosterone serum concentrations, and induced minor
changes in the intestinal mucosa of the broiler chickens.
Furthermore, macrophages taken from stressed chick-
ens demonstrated an increase in the basal and S. aureus-
induced oxidative burst and a decreased percentage of
cells undergoing phagocytosis.

Classical studies on stress conducted by Hans Selye
in 1936 described stress as a syndrome characterized by
signs and symptoms that include, among other features,

adrenal gland hypertrophy, gastric ulcers and lymphoid
organ atrophy (thymus, spleen, and lymph nodes; Selye,
1998). Some of these effects could not be reproduced
in the present study of broiler chickens. Contrary to our
previously reported data (Quinteiro-Filho et al., 2G10),
we did not find differences in the relative weights of
the spleen, thymus, and bursa of Fabricius. 1t is known
that stress-induced immune alterations depend on the
type of stressor, its duration and frequency, and the
temporal relationship between the stress application
and the immune system evaluation (Avitsur et al., 2003;
Bartolomucci et al., 2005; Queiroz Jde et al., 2008).
Because immune tissues were weighed at the same time
after the end of the acute and the long-term heat stress
application, it seems feasible to think the observed dif-
ferences rely on the frequency of the application of the
heat stress. If this is so, then a long-term heat stress
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Figure 3. Effects of heat stress (31 + 1°C) for 10 h (ED; ) on the (A) basal oxidative burst and the (B} S. asreus—induced oxidative burst. (C) Percentage
of cells undergoing phagacytosis and (D) intensity of phagocytosis. Data are presented as the means £ SI3 (n = 10/group). *P < 0.05 and **P < 0,01 compared

with the control group data (Mann-Whitney U-test).

(36°C for 10 h a day for 5 d) is necessary to decrease
relative weights of lymphoid organs.

In this study, we demonstrate that heat stress decreased
BW, food intake, and feed conversion ratio of broilers.
These data corroborate with those presented by Star et al.
(2008}, who showed a decrease in BW, food consumption,
and egg production in chronic, heat stressed laying hens.
Other studies have demonstrated that heat stress affected
the performance variables of birds (McKee et al., 1997).
A decrease in BW and food intake was reported in laying
hens kept at 35°C for 5 wk (Mashaly et al., 2004). This
latter study also showed an increased moriality index, a
finding duplicated in the acutely heat stressed chickens of
the present experiment. Quinteiro-Filho et al. (2010) also
demonstrated a decrease in performance variables (BW
gain, food consumption, and feed conversion) in long-
termn heat stressed broiler chickens.

The HPA axis is one of the most important systems
for the integration of the body and is activated in re-
sponse to stressful stimuli or homeostatic disturbances
(McEwen, 2000), resulting, among others, in increased
plasma corticosterone and in consequent deteriorations
in the health status of an animal (Elenkov et al., 2000;
Costa-Pinto and Palermo-Neto, 2010; Quinteiro-Fitho et
al., 2010). Indeed, we showed that the acute heat stress
environment increased serum corticosterone. Similarly,

increased of corticosterone concentrations also were
reported after the exposure of heat stress in chickens
(Edens and Siegel, 1976; Debut et al., 2005; Garriga et
al., 2006; Quinteiro-Filho et al., 2010).

Activated macrophages demonstrate a large number
of morphologic, functional, and metzbolic differences
from resting cells. They are larger and display a pro-
nounced ruffling of the plasma membrane, an increased
capacity for adherence and spreading on surfaces, in-
creased formation of pseudopods, and increased number
of picnotic vesicles; they also have functional differences
{(North, 1978). In the present study, the acute heat stress
increased the macrophage basal oxidative burst and
the S. aureus-induced oxidative burst. Conversely, we
previously demonstrated a decrease in the macrophage
oxidative burst after long-term heat stress in chickens
(Quinteiro-Filho et al., 2010). On the other hand, as re-
ported for other stressors (Dhabhar and McEwen, 1997;
Palermo-Neto et al., 2003), the acute heat stress used in
the present study decreased the amount of macrophage
activity (1.e., the number of macrophages that performed
S. aureus phagocytosis), a finding that was not observed
in our previous study (Quinteiro-Filho et al., 2010).
Finally, both acute and long-term heat stress (the present
and the later experiments of our group) were unable to
modify the number of bacteria phagocytized per mac-
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rophage. These observed discrepancies may be due to
differences in stress duration and frequency.

In the present experiment, the acute heat stress in-
creased the macrophage oxidative burst. Similarly, sepa-
ration stress in monkeys (Coe et al., 1988) and conflict
stress in mice (Lyte et al., 1990} were shown to stimulate
the respiratory burst activity of immune cells. Thus, the
present data on the oxidative burst appear to contradict the
reported results on macrophage phagocytosis. However,
the number of relevant differences reported to exist for
the type of cytokine released by activated macrophages
or lymphocytes or both under the intluence of stress, as
well as for cytokine action on macrophage activity, pre-
clude any simplistic inferpretation. As described earlier,
stress through glucocorticoid hormones modulates the
switch between Thl and Th2 responses (Elenkov et al.,
1996; Elenkov and Chrousos, 1999) and thus, the expres-
sion, production, and release of pro-inflammatory or anti-
inflammatory cytokines (Elenkov and Chrousos, 1999,
Webster Marketon and Glaser, 2008).

Reports from this and other laboratories have showed
that susceptibility to and recovery from infection, thmor
cell inoculation, and autoimmune disorders are strongly
influenced by CNS activation states (Palermo-Neto et
al., 2003, 2008; Couto-Moraes et al., 2009; Costa-Pinto
and Palermo-Neto, 2010). Thus, it seems feasible to sug-
gest that the subtle enteritis observed in the present study
in the jejunum of acute heat stressed chickens might be
causally related to the decrease in macrophage phago-
cytosis after stress. Kushima et al. (2003) showed that
restraint stress in chickens decreased the NK cell activ-
ity, suggesting the observed increase in corticosterone
levels was related to the innate immune depression they
observed. Khajavi et al. (2003) identified a decrease in
CD4+ and CD8+ celis and in SBRC antibody titers in
chickens subjected to heat stress (39°C) for 7 h/d for
chickens between d 35 to 41 of life. Increases in the
heterophil-to-lymphocyte ratio, ultrastructural morpho-
logic changes in heterophil size, shape and granulation
as well as lymphocyte cytoplasmatic characteristics
were also described in chickens exposed to exogenous
corticosterone (Shini et al., 2008). Moreover, Shini et
al. (2010) showed that exogenous corticosterone might
reduce immune response of chickens.

One of the first manifestations of stress is gastric
and intestinal lesions {Cosen-Binker et al., 2004). The
normal morphology and integrity of the small intestine
is known to be important for nutrient absorption from
feed, to prevent bacteria translocation through the intes-
tinal tract for the normal absorption of ingested nutrients.
Garriga et al. (2006) showed that acute heat stress in-
creased plasma corticosterone, reduced 22% of jejunum.
fresh weight and a 5% of jejunum length and, reduced
villous length. Moreover, chickens submitted to acute

heat stress (30°C/24 h) showed ileal crypt depth reduc-
tion, but no changes in villous height or in the villous/
crypt ratio (Burkholder et al., 2008). Differences in vil-
lous height and villous/crypt ratio changes were also not
observed after long-term heat stress (Quinteiro-Filho et
al., 2010). Burkholider et al. (2008) determined that the
fast intestinal mucosal re-epitheliafization reported in
chickens was responsible for the lack of these structural
changes in stressed chickens.

There are some reports of an inflammatory infiltrate
in the jejunum characterized by a predominant number
of mononuclear cells featuring enteritis. We have shown
an increased number of heterophil cells and a possible
bacterial infection in some intestinal samples analyzed
(although there was no statistical difference from CON).
Thus, it is feasible that this inflammatory infiltrate could
have contributed to the pro-inflammatory cytokine re-
lease. Cytokines are known to act on the intestinal epithe-
lium tight junctions, increasing the permeability of the in-
testinal mucosa to pathogenic bacteria and increasing the
incidence of intestinal infections (Al-Sadi and Ma, 2007,
Al-Sadi etal,, 2008). Aside from that, it is possible that the
acute heat stress also would have changed the commensal
microbiota of the chickens and, as a consequence, host
mucosal enterocyte resistance against intestinal pathogens.
Indeed, alterations in intestinal microbiota balance are
known to reduce the protector mechanisms against patho-
gen invasion, such as Salmonella species (Burkholder et
al., 2008). Moreover, the commensal chicken microbiota
strongly contributes to the innate and adaptive immune
responses {Brisbin et al., 2008). Moreover, the observed
enteritis in acutely heat stressed chickens in this study is
consistent with the decreased performance indexes they
demonstrated, particularly in regard to BW gain. Intestinal
inflammation has been previously shown to decrease feed
conversion and growth performance in chickens (Liu et
al., 2010; Miller et al., 2010).

Altogether, the findings described here strongly sug-
gest that heat stress-induced HPA axis activation and the
consequent serum corticosterone increase would have de-
creased intestinal innate immunitW (such as macrophage
phagocytosis), leading to the development of subtle in-
testinal lesions and decreased performance parameters
in stressed chickens. Indeed, although the precise SNS
conftribution to the observed findings is unknown, rodent
models have shown that psychological stressors such
as restraint and social disruption lead to stress-induced
HPA activation, proinflammatory cytokine modulation,
changes in intestinal integrity, and bacterial transloca-
tion to the liver and lung (Ando et al., 2000; Bailey et
al., 2006; Kiank et al., 2008). Thus, the present data cor-
roborate those reported by others in the field of neuroim-
munomodulation and highlight the pivotal importance of
heat stress in broilers health and productivity.
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Stressful situations reduce the welfare, production indices and immune status of chickens. Salmonella spp.
are a major zoonotic pathogens that annually cause over 1 billion infections worldwide. We therefore
designed the current experiment to analyse the effects of 31 +1°C heat stress (HS) (from 35 to 41 days) on
performance parameters, Salmonella invasion and small intestine integrity in broiler chickens infected with
Salmonella Enteritidis. We observed that HS decreased body weight gain and feed intake. However, feed
conversion was only increased when HS was combined with Salmonella Enteritidis infection. In addition, we
observed an increase in serum corticosterone levels in all of the birds that were subjected to HS, showing a
hypothalamus-pituitary—adrenal axis activation. Furthermore, mild acute multifocal lymphoplasmacytic
enteritis, characterized by foci of heterophil infiltration in the duodenum, jejunum and ileum, was observed
in the HS group. In contrast, similar but more evident enteritis was noted in the heat-stressed and
Salmonella-infected group. In this group, moderate enteritis was observed in all parts of the small intestine.
Lastly, we observed an increase in Salmonella counts in the spleens of the stressed and Salmonella-infected
chickens. The combination of HS and Salmonella Enteritidis infection may therefore disrupt the intestinal
barrier, which would allow pathogenic bacteria to migrate through the intestinal mucosa to the spleen and
generate an inflammatory infiltrate in the gut, decreasing performance parameters.

Inéroduction

Stresses in poultry production are a reality. Climatic, intestinal barrier is disturbed, antigen and bacterial

environmental, nutritional, social and psychological
stresses have been reported to reduce animal welfare,
performance indices and immunological parameters
(Bartlett & Smith, 2003; Palermo-Neto et af, 2003;
Mashaly er al., 2004; Star et al, 2008a, b; Quinteiro-
Filho ef al., 2010, 2012). A high ambient temperature is
one of the most relevant stressors in poultry production.
Heat stress (HS) is known to depress the growth rate and
to reduce the net yield of commercial broiler chickens
(Cahaner & Leenstra, 1992; Yalcin et al, 1997; Syafwan
et al., 2011). Apart from inducing a high mortality rate
and decreasing both feed intake and body weight gain,
HS appears to affect intestinal development negatively
(Mitchell & Carlisle, 1992; Garriga et al, 2006),
especially the integrity of the intestinal epithelium
(Saunders er al, 1994; Meddings & Swain, 2000;
Soderholm & Perdue, 2001; Quinteiro-Filho er al.,
2010). The intestinal mucosa is continuously exposed
to a heavy load of antigenic molecules from ingested
food and microorganisms, such as resident and invading
bacteria and viruses (Keita & Soderholm, 2010). If the

passage may therefore increase, thereby damaging the
mucosa and leading to pathological conditions (Keita &
Soderholm, 2010). Stressors have been reported to
enhance the risk of infectious diseases and to influence
their severity (Glaser & Kiecolt-Glaser, 2005). Environ-
mental stressors have also been reported to influence the
intestinal colonization of enteric pathogens in birds,
which is an event that facilitates the horizontal transmis-
sion of pathogens between birds. This horizontal spread
increases pathogen shedding and contributes to carcass
contamination during the processing phase (Rigby &
Pettit, 1980; Bailey, 1988; Isaacson er al, 1999; Jones et
al., 2001). Moreover, stress-induced perturbation of the
integrity of the gut epithelium reduces the efficacy of the
birds’ innate protective mechanisms and may increase
the potential for pathogens, such as Salmonella spp., to
bind to and colonize the intestinal epithelium
(Burkholder et al, 2008).

In our previous studies, we demonstrated that acute
and chronic 31°C HS from experimental day (ED)ss to
EDy; increased coriicosterone serum levels, impaired
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performance parameters, induced intestinal inflamma-
tion and reduced macrophage activity (Quinteiro-Filho
et al., 2010, 2012). These findings were hypothesized to
be a consequence of HS-induced hypothalamus—
pituitary—adrenal (HPA) axis activation {the HPA axis,
the major stress system in the body, is 2 neuroendocrine
system involved in the production of the stress hormone
corticosterone by the adrenal glands [Glaser & Kiecoit-
Glaser, 2005]). However, in these previous reports we did
not analyse the relationship between HS and intestinal
integrity following a pathogenic chalenge; for example,
with Salmonella spp.

The objective of the present study was thus to
determine the influence of 6 days of HS (31+1°C) on
performance parameters and small intestine integrity in
broiler chickens that were experimentally infected with
Salmonella Enteritidis.

Materials and Methods

Chickens. One-day-old breidler chicks were housed in climate-controlled
rooms al the Experimental Center of Avian Pathology, School of
Veterinary Medicine, University of S4o Paule, Brazil.

A total of 360 male broiler chickens were studied. The birds were
obtained [rom a Salmonelia-free hatchery that was supplied with eggs
from Salmonella-controlled breeding flocks, The chicks were housed in
floor pens covered with sterilized and contaminani-free wood shavings.
The birds were housed at a density of 10 birds/m?® with water and food
(hanging feeders) provided ad lLbirum. The broiler chickens were
consiantly observed for health status and behaviour. The transport
boxes and housing envirooments were fested according to ISO
6579:2002/Amd 1:2007 (ISO, 2007). Additionally, transport box sam-
ples, wood shavings and house environment swabs were pre-enriched in
Difco tetrathionate broth (BD Difco™, Sparks, Maryland, USA) and
cultured on Difco xyloselysine-deoxycholate agar with xylose-lysine-
tergitol-4 (XLT4) for the detection of Salmonella Enteritidis. No
evidence of Salmonella was detected in the transport boxes or in the
bird house environment. The birds were maintained and used in
accerdance with the guidelines of the Committee on Care and Use of
Laboratory Animal Resources from The School of Veterinary Medicine,
University of Sio Paulo, Brazil {Protocol No. 1798/2009).

Heat stress and group formation. From days 1 to 35 of life (ED; to
EDg), the birds were maintained in a recommended envirommental
temperature (33+1°C from ED, to ED,, 28+ 1°C from ED to EDy;
and 24+4-1°C from EDj3, to EDj;). On ED,), the broiler chickens were
weighed and reallocated into four different groups: a control group
{Group C), a positive Salmonella control group (Group PC), a negative
Salmonella HS group {Group NHS31°C) and a positive Salmonella HS
group {Group PHS31°C). From EDs5 te EDy;, the birds in the control
groups (C and PC) were maintained at an environmental temperature of
214 1°Cfor the entire day. The chickens in the two heat-stressed groups
(NHS31°C and PNHS31°C) were maintained under environmental HS.
The HS (31 +£1°C) was applied once daily (from 8:00 am to 6:00 pm =
10 hiday) for six of the experimental days (ED;s to EDy,). From 6:60 pm
to 8:00 am, the environmental temperature of the heat-stressed groups
(NHS31°C and PNHS31°C) was reduced to 21 3 1°C; that is, equal to the
temperature of the control groups. On EDy,, birds were killed and the
expenmental procedures were performed.

Salmaneile Enteritidis infection. On EDy, all of the birds from the PC
and PHS31°C groups were challenged with 0.1 ml Difco® brain heart
infusion containing 10° colony-forming units/ml Salmonella Enteritidis.
The birds in the NC and NHS31°C groups received sterile brain heart
infuston. After 42 days (EDyy), caecal colonization and organ invasion
were analysed in birds from the PC and the PHS31°C groups using
microbiological techniques. The birds were independently housed in
climate-controlled rooms following the challenge.
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Performance parameters. Broiler chicken performance was assessed in
terms of mortality rate, body weight gain, feed consumption per bird
and feed conversion. The feed conversion ratio was calenlated on the
basis of the feed/gain ratio for each replicate. For each group, five
replicates of 12 birds per box were analysed. The data were collected
during the experimental period (EDss to ED.;).

Organ harvest. On ED,;, 20 birds per group were randomly selected and
killed by cervical dislocation immediately after weighing. At necropsy,
the caecum, liver and spleen were harvested for Salmonelia Enteritidis
analysis. Ten birds per group were selected, and the small intestines were
harvested (duodenum, jejunum and ileum) and fixed in a 10% neutral
buffered formalin solution for histological analyses.

Caecal colonization and organ invasion by Salmonella. To investigate the
presence of Salmonelle Enteritidis in the caeca, liver, and spleen of the
challenged birds, tissue samples were taken for culture from 20 birds
from the PC and PHS31°C groups on EDy;,.

To examine caecal colonization, the entire caecurn was removed
aseptically, placed in a sterile bag, weighed, and diluted [:10 with a
sterile solution of 0.1% peptone in water. One hundred microlitres were
spread on the XLT4 agar (Difco) and incubated at 37°C for 24 h, Caecal
Salmonella Enteritidis counts were performed by counting the resultant
colonies an the XLT4 agar. In the cases where bacterial growth was
detected, a series of biochemical and serclogical confirmatory tests were
performed.

To determine organ invasion following the challenge, liver and spleen
samples were taken from the birds of each experimental group. The
samples were appropriately removed, and the liver and spleen weights
were recorded. The crgans were then homogenized separately The
homogenates of each organ were diluted 1:10 with a sterile solution of
0.1% peptone water, and 100 pl was spread on XLT4 agar, as described
above. Organ invasion was evaliated via enumeration of the Salmonella
Enteritidis bacteria in both the liver and spleen samples using the
method described above.

Te confirm the absence of Safmonelia Enteritidis in the negative
samples, these samples were placed in a tetrathionate broth (1:10),
incubated at 37°C for 43 h and streaked on XLT4 agar. This verification
of the absence of Salmonella Enteritidis was performed by counting the
resultant bacterial colonies on the XLT4 agar. The birds in the NC and
HS831°C groups were similarly tested to confirm the absence of
Salmonella Enteritidis.

Intestinal morphology. Light microscopy specimens were taken from
several sites within the segments of the small bowel. The intestinal
segments were defined by the following anatomic Hmits: the fength of
the duodenum {from the gizzard [duodenum ostium] to the beginning of
the mesentery [duodenum loop]); the length of the jejunum (from the
most distal point of insertion of the mesentery to 5 cm before Meckels
diverticulum); and the length of the ileum (from 5 cm afier Meckel’s
diverticulum to the ileo-caecal junction). The tissues were fixed in 10%
budfered formalin, ermbedded in paraifin, cut to a thickness of 4 to 5 pm
and stained with haematoxylin and eosin for light microscopy. All of the
stides were examined for pathological changes by two different
pathologists who were blinded to the group affiliation; a high positive
correlation was observed between their evaluations.

The following histological parameters were analysed: villous height,
crypt morphelogy and depth, the villous height:crypt depth ratio, the
intensity acd the composition of the inflammatory infiltrate in the
lamina propria and the number of intraepithelial lymphocytes per 100
enterocytes. The severity of the small intestinal lesions was scored
semi-quantitatively from 0 to 3 (where 0 =control material, 1 =mild
alteration, Z=moderate alteration and 3 =severe alteration), The
criteria used to define normal histology were those given by Hodges
(1974) and Riddel (1987).

Seram corticosterone determination. Ten birds per group were randomly
selected, and 2 ml blood samples were drawn from their brachial veins
over a period of 30 sec to 1 min. The corticosterone concentrations were
measured on EDy; between 08:00 am and 10:00 am. Whole blood was
used to collect the serum for the corticosterone assays. The corticosterone
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serum concentrations were determined using a corticosterone enzyme-
Tinked immunosorbent assay (Enzo® Life Science, Farmingdale, New
York, USA), as described by Tachibana ef al. (2007).

Statistical analyses. All of the statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software Inc., San Diego,
California, USA). The parametric data were analysed using a two-way
analysis of variance test followed by Student—Newman—Keuls’ test. The
Mann—Whitney U test was used to compare non-parametric data from
two different groups. P <0.05 was considered significant for all of the
comparisons. The data are presented as the mean+standard deviation.

Results

Performance parameters. All of the performance
parameters were severely affected in chickens submitted
once daily (10 h daily) to 31°C HS from EDss to EDy;
(Table 1). HS decreased body weight gain (F=120.73;
P <0.0]1) and food consumption (g/bird) (F=102.69;
P <0.01) in Salmonella-infected {Group PHS31°C) and
non-infected (Group NHS31°C) birds. With respect to
feed conversion, an interaction between HS and
Salmonella infection (F =9.61; P =0.008) was observed.
Indeed, although HS (Group NHS31°C) alone did not
affect the feed conversion compared with the control
birds (P >0.05), those birds that were subjected to HS
and infected with Salmonella Enteritidis (Group
PHS31°C) exhibited an increased feed conversion com-
pared with those birds in the PC and NHS31°C groups
{(F=14.33; P<0.01). There was no mortality in any

group.

Serum corticosterone determination. As illustrated in
Figure 1, the birds in the NHS31°C and PHS31°C
groups exhibited high corticosterone levels compared
with the NC and PC groups {(Group C, 254.9+78.27 pg/
ml; Group NHS31°C, 467.39 + 132.00 pg/ml; Group PC,
285.00+ 70.33 pg/ml; Group PHS31°C, 442.51+91.31 pg/
ml; F=3%.87; P <0.01). No signiftcant differences were
observed in this metric between the NHS31°C and
PHS31°C groups.

Intestinal histology. Histological intestinal changes were
not observed in any of the chickens in the negative
control (Group C). There were no alterations in the
morphology (i.e. the crypt depth:villus height ratio, the
villus height, the crypt depth and the number of
intraepithelial lymphocytes) of the duodenum, jejunum
or ileum mucosa between the four groups. However, a
mild increase in the cellularity of the lamina propria was
observed in the birds of the PC and NHS31°C groups.
This increase in cellularity was characterized by mild
acute multifocal lympho-plasmocytic enteritis and foci of
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heterophil infiltrates in the duodenum, jejunum and
ileum (Groups NHS31°C and PC showed this in seven
out of 10 samples; P <0.05); however, histological
differences between these groups were not detected. In
contrast, birds in the PHS3]1°C group exhibited moderate
and diffuse multifocal lympho-plasmocytic enteritis with
moderate foci of heterophil infiltration in all parts of
small intestine (PHS31°C showed this in eight out of 10
samples; P <(.05). Figure 2 illustrates these alterations.

Caecal colonization and organ invasion by Salmonella.
The data in Table 2 demonstrate that no positive counts
of Salmonella Enteritidis were observed in the caecum or
the liver samples from either Group PC or Group
PHS31°C. Following the tetrathionate broth test, a small
number of positive samples were identified, thereby
confirming the presence of Salmorella Enteritidis infec-
tion. No differences in caecal colonization were observed
between the PC and PHS31°C groups. However, HS
increased splenic Salmonella enteritis invasion in the
birds in the PHS31°C group (P <0.05} compared with
those in the PC group. No positive Salmonella Enter-
itidis counts were observed in either the NC or
NHS31°C groups.

Discussion

The results of this study indicate that chronic 31°C HS
applied for 10 h daily from days 35 to 41 of life decreased
performance parameters and induced enteritis in broiler
chickens. When the chickens were heat siressed and
infected with Salmonella Enteritidis, we observed an
increase in feed conversion and moderate enteritis
throughout the small intestine. We also observed an
increase in splenic invasion by Salmonella Enteritidis
when stressed broiler chickens were challenged with this
pathogenic bacterium.

The central nervous system, the endocrine system and
the immune system are complex and interact with one
other; various stressors can cause dysregulation of the
immune response by affecting the interplay between these
systems (Glaser & Kiecolt-Glaser, 2005; Costa-Pinto &
Palermo-Neto, 2010). Stress-induced activation of the
HPA axis influences the immune system via the release of
neuroendocrine hormones from the pituitary gland.
Immune cells are able to respond to signals from the
HPA axis and become either activated or downregulated
(Webster Marketon & Glaser, 2008). In addition, these
immune cells have receptors for the catecholamines
epinephrine and norepinephrine. These receptors enable
immune cells to respond to signals from the sympathetic—
adrenal medullary axis (Glaser & Kiecolt-Glaser, 2005).
Immune cells can also be stimulated to release cytokines

Table 1. Effects of heat stress (31 +1°C) on the performance parameters of broiler chickens infected with Salmonella Enteritidis.

Performance parameter Group C Group NHS31°C Group PC Group PHS31°C
Body weight gain (g) 622.70+39.23 442,50 +44.81* 618.5+23.85 374.74+49.22%*
Feed intake (g) 1449451.12 1139+ 84.47* 133712935 1017 4 78.63**
Feed conversion 2454014 2514020 2.16+0.04 2.73+0.23%
Mortality (o) 0 4] [\]

Results are the mean +standard deviation of five replicates (n =5) with 12 chickens per group. *P <0.01 compared with the control
group {(negative Salmonella). **P <00} compared with the control group {positive Salmonella), *P <0.01 compared with the
NHS 31°C group (negative Salmonelia). Parametric data: two-way analysis of variance followed by a Student-Newman—Keuls test.
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Figare 1. Effects of heat stress (31 +£1°C) for 10 h daily from
ED35 to ED41 on coricosterone serum levels (pgiml) in broiler
chickens that were infected or not infected with Salmonella
Enteritidis. Data presented as mean + standard deviation (n = 10/
group). Different letters above the columns indicate statistically
significant differences (P < 0.03, two-way analysis of varimice
Jfoliowed by a Student-Newman—Keuls test).

such as interleukin-1, which, in turn, stimulates the
increased production of corticotrophin-releasing hor-
mone by the hypothalamus. Corticotrophin-releasing
hormone promotes the release of adrenocorticotropic
hormone and corticosterone from the pituitary gland and
the adrenal cortex, respectively (Yang & Glaser, 2002).
These “stress” hormones can subsequently dysregulate
immune responses and may be potentially harmful to the
health of the organism. Indeed, the present findings
demonstrate increased corticosterone levels in heat-
stressed birds, a finding that corroborates our previous
work {Quinteiro-Filho er al., 2010, 2012).

Given these facts, our findings reinforce the idea that
the decreased performance observed in stressed broiler
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chickens may be related to alterations in HPA axis
function by released corticosterone (Gupta et al., 2007;
Kranendonk er al. 2008; Shini ez al, 2009; Quinteiro-
Filho et al., 2010). Indeed, HS decreased weight gain and
feed mtake in NHS31°C chickens. Within this context, we
observed that stressed chickens challenged with
Salmonélla  Bnteritidis {(Group PHS31°C) exhibited
increased feed conversion compared with birds that were
only subjected to HS (Group NHS31°C) or that were only
infected with Salmonella (Group PC). These interesting
and relevant results demonstrate a positive relationship
between HS and Salmonella Enteritidis infection.

In this context, corticosterone may act in the hypotha-
lamic nuclei that regulate food intake and satisfaction,
causing a decrease in both food consumption and body
weight gain (Costa-Pinto er al, 2009). In addition, the
observed intestinal inflammation may induce the release
of certain interleukins (i e. interleukin-1pB) that have been
reported to induce sickness-related behaviours in birds
(Johnson, 1998; Dantzer, 2001; Costa-Pinto et al., 2009).
A classical sickness-related behaviour is reduced feed
intake, which that might explain the decreased perfor-
mance parameters we observed in the present analysis. It
should be noted that nutrient absorption may also have
been altered in these experiments by the observed
intestinal lesions, which developed due to the applied
stressor and/or the bacteria infection (Mitchell &
Carlisle, 1992; Burkholder er al., 2008; Quinteiro-Fitho
et al., 2010}

The intestinal mucosa has been noted as the first line
of defence against ingested pathogens, such as
Salmonella (Fagarasan & Honjo, 2003; Fagarasan,
2006). Following infection with several serovars, the

Figure 2. Histology of broiler chicken small intestine. 2a; Jejunum mucosa of the control broiler chicken group { Group C}. 2b: Jejunum
mucosa of the negative 31 £1°C HS broiler chicken group (Group NHS31°C) with mild acute lymphoplasmacytic enteritis in the lamina
propria (LP). 2c: Jejunum mucosa of the positive control broiler chicken group { Group PC) with mild acute lymphoplasmacytic enteritis in
the LP. 2d: Jefunum mucosa of the negative 31 +1°C heat stress broiler chicken group (Group PHS31°C) with moderate acute
Ipmphoplasmacytic enteritis in the LE. Black arrows, Black arrows, foci of heterophils. Haematoxyiin and eosin staining. Scale bar =20 um.
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Table 2.  Effects of HS (31 +1°C) on the intestinal colonization and organ invasion of broiler chickens infected
with Salmonella Enteritidis.

Mean Salmonella count {CFU/g)*

Positive control {tetrathionate broth)®

Group Caecum Liver Spleen® Caecum Liver Spleen
C ; 0 0 0/20 0/20 0/20
NHS31°C 0 0 0 0/20 /20 0720
PC 0 0 4.70+3.20 12720 220 820
PHS31°C 0 0 18.37£10.47* 11720 2120 9/20

*No Salmonefla bacteria were detected in the caecum or liver samples (XLT4 agar). ®The samples were enriched in tetrathionate broth
and streaked on XLT4 agar (positives/total). “z=8 samples, non-parametric data. *P<0.05 compared with the PC group

{Mann—Whitney U test). CFU, colony-forming units.

primary sites of Salmonella spp. colonization are the
large blind caeca that branch off the distal ileum
immediately prior to the colon. Following invasion,
Salmonella spp. are believed to be taken up by macro-
phages or dendritic cells and subsequently transported
via the lymphatic system to the spleen and the liver
(Mastroeni & Menager, 2003; Chappell er al., 2009).
Thus, the interaction between Salmonella spp. and
macrophages is a key to the progression of systemic
infection in both mammals and birds (Barrow er al.,
1994). In this respect, Quinteiro-Filho er al. (2010)
demonstrated that the same HS protocol used in the
present experiment decreased macrophage activity in
broiler chickens, as evidenced by a decreased oxidative
burst. Other results obtained in our laboratory revealed
that different stressors, such as unavoidable electrical
footshock, chemical stressors and individual housing,
also decreased macrophage activity in mice (Fonseca
et al. 2002; Palermo-Neto et al., 2003, 2008; Quinteiro-
Filho er ol, 2009; Righi er af, 2009). Therefore, it
appears plausible that HS decreased the microbicidal
activity of macrophages in this model, allowing the
intracellular bacteria to survive in the macrophages of
the chickens in the PHS31°C group. If bacterial replica-
tion is not controlled by innate immunity, Salmonella is
able to reach and replicate within several organs (e.g., the
spleen, as was observed in this model), thereby establish-
ing a systemic infection (Burkholder et al, 2008;
Chappell et al., 2009).

Furthermore, Kiank er al. (2008) demonstrated that
commensal bacteria migrated to lymphoid organs and
the liver in stressed mice. In their study, bacterial
migration was related to immune dysfunction in the
intestinal barrier. These authors also reported that
chronically stressed mice spontaneously suffered from
increased bacterial load in the liver and lung, a condition
that was sustained for up to 10 days following the
termination of the stress exposure and which contributed
to pneumonia (Kiank et ai., 2008). Moreover, induced
stress in rats and mice increases their susceptibility to
Salmonella (Kuriyama et al, 1996). Stress was also
shown to facilitate bacterial tranmslocation from the
mucosal intestinal barrier in mice {(Humphrey, 2006).

Many authors have reported that HS affects the
Integrity of the intestinal barxier, which is composed of
enterocytes, tight junctions, secreted mucus and immune
cells, such as macrophages (Lambert et /., 2002; Prosser
et al., 2004; Singleton & Wischmeyer, 2006; Chappell
et al., 2009; Lambert, 2009). The loss of intestinal barrier
integrity leads to increased intestinal permeability, indu-
cing local intestinal inflammation (Chappell ez al., 2009).

Indeed, Quinteiro-Filho er al. (2010) demonstrated that
HS induced enteritis in the jejunum of broiler chickens.
Our data are in agreement with and strengthen our
previous findings. We demonstrated mild enteritis in
heat-stressed birds (Group NHS31°C). This inflamma-
tion was characterized by increased lympho-plasmacytic
inflammatory infiltrates in all regions of the small
intestine {duodenum, jejunum and ileum). We also
observed increased, moderate enteritis throughout the
small intestine in the birds that were both stressed and
infected with Salmonella Enteritidis (Group PHS31°C).
The presence of heterophils in the observed inflamma-
tory infiltrate reflects the bacterial invasion from the
epithelium to the lamina propria of the villi. Another
important finding was the presence of an increased area
of inflammation in the intestines of the birds that were
both stressed and infected with Salmonella. This inflam-
mation was characterized by a larger number of villi and
crypts that exhibited prominent inflammatory infiltrates
(data not shown). In the non-infected heat-stressed birds
{Group NHS31°C) and the positive control birds (Group
PC), only a mild lympho-plasmacytic heterophil infiltra-
tion was observed; that is, large intact areas were
observed throughout the intestinal mucosa.

The observed increase in inflammatory infiltration
could have contributed to the increased production of
proinflammatory cytokines (i.e. interleukin-1). These
cytokines may have acted in the intestinal epithelium’s
tight junctions, increasing the permeability of the
mucesa to the pathogenic bacteria (Al-Sadi & Ma,
2007; Al-Sadi et al, 2008). In addition, it should be
noted that HS may have also modified the presence and/
or activity of the commensal microbiota, thereby leading
io & loss of protection against pathogenic microorganism
colonization. This loss of protection could reflect a
competition between the pathogenic and commensal
bacteria for binding of intestinal cell receptors, the
increased demand for nutrients and the production of
bacteriocins (Brisbin et al, 2008; Burkholder er al,
2008). Disturbances in the balance of the intestinal
microbiota can diminish the efficacy of the protective
mechanisms that fight off invading pathogenic bacteria,
such as Salmonella Enteritidis (Burkholder ef al., 2008;
Lambert, 2009).

Finally, it should not be forgotten that bidirectional
signalling between the gastrointestinal tract and the
brain is regulated by the central nervous system, the
neuroendocrine and neuroimmune systems, the sympa-
thetic and parasympathetic arms of the autonomic
nervous system, including the enteric nervous system,
and the intestinal microbiota (Grenham er al, 2011).
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Neuroimmune-epithelial interactions play a protective
role in the intestines that ultimately ensure the preserva-
tion of the epithelial barrier functions and the expulsion
of noxious agents from the gut (Bueno, 2000; Sharkey &
Mawe, 2002). When the mucosal defence breaks down,
such as during stress or during a bacterial or parasitic
infection, the enteric arm of the autonomic nervous
system is actively involved in responding to this
challenge (Sharkey & Mawe, 2002). Indeed, increased
noradrenaline is believed to be associated with increased
bacterial translocation from the gut (Hart & Kamm,
2002).

In conclusion, chronic 31°C HS applied from days 35
to 41 of life may have activated the chicken HPA axis,
increasing corticosterone serum levels and inducing
intestinal cytokine production. In turn, these events
may have decreased both food intake and body weight
gain. Furthermore, HS may act via HPA axis and/or the
enteric nervous system to influence the quality of the
intestinal immune barrier. This effect would allow
pathogenic bacteria to migrate through the intestinal
mucosa and result in inflammatory infiltration, decreas-
ing nutrient absorption. Moreover, a decrease in macro-
phage activity may be involved in the high number of
Salmonella bacteria that were observed in the spleen of
heat-stressed and infected broiler chickens. Together, the
present data strengthen the notion that welfare control
and distress avoidance in poultry production are relevant
factors for the maintenance of intestinal integrity,
satisfactory performance indices and Salmonella infec-
tion prevention,
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