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RESUMO 

QUINTEIRO-FILHO, W. M. Efeitos do estresse por calor sobre a imunidade e a 

migração 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 

Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2013. 

O estresse é uma realidade na produção avícola mundial. Sabe-se que ambientes estressores 

prejudicam o bem-estar, os parâmetros produtivos e a imunidade de frangos de corte. Sabe-se, 

também, que o estresse por calor diminui a atividade de macrófagos em frangos de corte e, 

que existem, inúmeros estressores ambientais que insidem sobre a produção animal e podem 

aumentar a susceptibilidade às doenças. A Salmonella spp. é uma das maiores zoonoses do 

mundo, causando mais de 1 bilhão de casos de infecção. Nesse sentido, o presente trabalho 

analisa os efeitos do estresse por calor (31±1°C) sobre os índices zootécnicos, a imunidade, a 

invasão 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 31±1 °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 situação de infecção experimental por Salmonella 

enteritidis (grupo PHS31°C) 1) diminuiu os índices zootécnicos; especificamente, diminuiu o 

ganho de peso, consumo de alimento e a conversão alimentar; 2) diminuiu os níveis 

plasmáticos de INF-γ e IgA; 3) diminuiu a expressão de, IL-6 e IL-12 em baço e diminui IL1-

β, IL-10 e TGF-β em tonsila cecal; 4) diminuiu a expressão de AvBD-4 e AvBD-6 em tonsila 

cecal e; 5) diminuiu a expressão de TLR-2 em baço e tonsila cecal. Observamos, também, 6) 

aumento dos níveis 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 migração de 

Salmonella enteritidis para baço das aves do grupo PHS31°C, porém esse aumento não foi 

observado no fígado; observamos, também, presença de Salmonella na medula osssea dos 

animais estressados e infectado com essa bactéria. Os dados obtidos sugerem que a somatória 

dos fatores estresse por calor e infecção por Samonella prejudicou os parâmetros produtivos, a 

integridade intestinal, a imunidade e, em especial a ativação e atividade de macrófagos, 

possibilitando um aumento da migração de Salmonella enteritidis para o baço e medula óssea 



dos frangos de corte. Neste sentido, o estresse por calor teria prejudicado a qualidade da 

barreira imune intestinal, via ativação do eixo HPA e aumento dos níveis de corticosterona, 

diminuindo a imunidade inata proporcionando a migração das bactérias patogênicas através 

da mucosa intestinal para o baço e a medula óssea das aves estressadas. 

Palavras-chave: Estresse por calor. INF-γ. Citocinas. Macrófagos. 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 invasão de 

Salmonela enteritidis em frangos de corte.]. 2013. 168 f. Tese (Doutorado em Ciências) – 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São 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-γ and IgA plasmatic levels; 3) decreased the mRNA expression of IL-6 and IL-

12 in spleen and the mRNA expression of IL1-β, IL-10 and TGF-β in cecal tonsil; 4) 

decreased the mRNA 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-γ. Cytokines. Macrophage. Corticosterone. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Entre os anos de 1960 e 2012 a produção avícola mundial quadruplicou (FAO, 2012; 

UBABEF, 2012). Os índices de produtividade saltaram de 8 milhões de toneladas em 1960 

para 71,715 milhões de toneladas em 2009 (FAO, 2012; UBABEF, 2012). O Brasil obteve um 

desenvolvimento expressivo na produção de frangos de corte ocupando, hoje, a posição de 

terceiro maior produtor de frangos (13,08 milhoes de toneladas em 2011) e o maior país 

exportador desta commoditie (valores que quadruplicaram desde 2000); exportamos para mais 

de 153 diferentes nações e somos os responsáveis por mais de 41% das exportações de carne 

de frango do mundo (UBABEF, 2012). A significativa quantidade produzida, aliada aos 

preços atrativos do mercado consumidor, tem levado o consumo nacional à marca de 47,4kg 

por habitante/ano, tornando-se assim a carne de frango aquela mais consumida pelo brasileiro 

(UBABEF, 2012). Entretanto, esta conquista não acorreu por acaso; foi decorrência direta do 

emprego de muita tecnologia e pesquisa. Significantes investimentos vêm sendo realizados 

nas áreas de seleção genética, nutrição, ambiência e bem-estar, controle de doenças, sanidade, 

transporte e processamento de carne avícola.  

 Considerando-se essa gigantesca escala de produção, não é de se estranhar que o meio 

ambiente e o bem-estar animal venham se tornando um foco de atenção por parte dos 

consumidores; em decorrência disso, novas tecnologias para mensurar e melhorar as 

condições de vida dos animais de produção têm sido procuradas e desenvolvidas. Nesse 

sentido, o estresse e suas implicações dentro da produção avícola tornaram-se importantes 

objetos de estudo. Uma série de fatores como o clima, o ambiente, o estado nutricional, 

fisiológico e social dos animais assim como outros fatores decorrentes de manejos 

inadequados podem gerar estresse nos animais de produção (BROOM; MOLENTO, 2004; 

LAY et al., 2011; BERNARDINO, 2004), acarretando problemas como queda no ganho de 

peso e aumento no consumo de ração, aumento de conversão alimentar e, entre outros, 

aumento da mortalidade em especial em frangos expostos a estressores de maneira prolongada 

ou crônica (ALBUQUERQUE et al., 2006; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010).  

Paralelamente a esses acontecimentos, os estudos sobre as interações bi-direcionais 

entre o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema Imune (SI) vêm crescendo de forma 

expressiva; pesquisas em neuroimunomodulação ou psiconeuroimunologia vêm ganhando 
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força e notoriedade na comunidade científica (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 macrófagos, liberam Interleucina-1β, Interleucina-6 e 

Fator de Necrose Tumoral-α, que atuando no SNC provocam alterações neuroquímicas e 

comportamentais como, por exemplo, aumento dos níveis de corticosterona e comportamento 

doentio (JOHNSON, 1998; CONNOR et al., 2002; COHN; DE SA-ROCHA, 2006). Da 

mesma forma, sabe-se que alterações induzidas na atividade do SNC pelo estresse, bem como 

por fármacos que atuam no SNC como, por exemplo, os benzodiazepínicos, a anfetamina e 

alguns praguicidas como piretróides do tipo II, modificam a função 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 preços e, agora também, pelo bem-

estar animal. A União Européia estabeleceu normas de bem-estar animal que, agora, vêm 

sendo solicitadas e, até mesmo exigidas, por parcela significante de consumidores brasileiros; 

estas normas devem ser seguidas com cautela pelos países produtores e exportadores de 

produtos de origem animal. Dentre elas, destaca-se a necessidade de garantir aos animais 

ausência de estressores físicos ou ambientais durante a produção, um fato considerado cada 

vez mais importante para a moderna produção animal. Nesse contexto, um tipo de estressor 

ambiental relevante à avicultura é o estresse por calor. Além do desconforto físico, a alta 

temperatura ambiente causa transtornos para a produção de frangos. Relatou-se que o 

aumento de temperatura ambiente foi seguido por: diminuição do crescimento e do consumo 

de ração por parte desses animais, desajustes fisiológicos como, por exemplo, hormonais 

(aumento dos níveis séricos de corticosterona e de catecolaminas) e, ainda por aumento da 

suscetibilidade às doenças 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 relação existente entre o calor ambiente 

(31°C e 36°C) os índices zootécnicos, a imunidade inata e a integridade intestinal 

(QUINTEIRO-FILHO et al., 2010). Observamos que na vigência de estresse térmico por calor 
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mantido por 10h/dia durante 6 dias, as aves apresentavam diminuição do ganho de peso e do 

consumo de ração, aumento dos níveis de corticosterona sérica e diminuição da atividade de 

macrófagos peritoneais. Observamos, também, a presença de discreta enterite caracterizada 

por aumento de infiltrado inflamatório linfo-plasmocitario na lamina própria do jejuno dos 

animais submetidos ao estresse por calor. Acreditamos, dessa forma, que o estresse térmico 

por calor tenha produzido alterações na atividade neuroimune dos frangos de corte 

modificando, nos mesmos a atividade do eixo HPA. Essas alterações teriam influenciado o 

desempenho produtivo e a imunidade, propiciando o aparecimento de processos inflamatórios 

intestinais (QUINTEIRO-FILHO et al., 2010). 

O presente trabalho é continuação desta linha de pesquisa. Desta feita, além das 

variáveis anteriores, analisaremos, dentro de uma perspectiva neuroimune, as relações entre o 

estresse por calor (31±1°C), a atividade de macrófagos, a expressão de citocinas e a migração 

de Salmonela enteritidis (infecção experimental) da luz intestinal para baço, fígado e medula 

óssea. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 NEUROIMUNOMODULAÇÃO 

 

 

Evidências convergentes dos campos da psicologia, neurobiologia e imunologia vêm 

demonstrando que o sistema imune não é regulado de maneira exclusivamente autônoma, 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 secreção 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 últimas duas décadas que se começou a dar 

maior importância científica ao estudo destas interações neuroimunes bidirecionais, já que até 

então prevalecia uma tendência de setorizar as abordagens experimentais que se faziam quer 

no SNC quer no SI (BESEDOVSKY; REY, 2007; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 

2010). 

 A neuroimunomodulação foi conceituada, inicialmente, como a área de estudo que 

avaliava as influências exercidas pelo sistema nervoso sobre a resposta imune (REICHLIN, 

1993). Atualmente, ela é definida como o estudo das inter-relações entre o SNC e o SI. O 

termo inter-relações foi empregado porque se sabe, serem estas relações bidirecionais 

(COHEN; HERBERT, 1996; ALVES; PALERMO-NETO, 2007; COSTA-PINTO; 

PALERMO-NETO, 2010). Atualmente sabe-se que diversos estímulos provenientes do SNC, 

como estresse e alterações emocionais, são capazes de modular uma resposta imune. De fato, 

estressores físicos e psicológicos podem causar um déficit pronunciado na imunidade, em 

especial, no número de células esplênicas, na proliferação de linfócitos B, T, T helper e T 

citotóxico, na atividade e no número de células natural killer (NK) e na atividade de 

macrófagos e neutrófilos (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 neoplásias e de 
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infecções 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 influência do SNC sobre o SI é exercida por dois mecanismos 

principais: 1) uma resposta hormonal ao estresse com a consequente produção de 

glicocorticóides via eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) e, 2) uma Resposta pelo 

Sistema Nervoso Autônomo, como liberação de noradrenalina pelo Sistema Nervoso 

Autônomo Simpático (SNAS) e de adrenalina pela medula da adrenal (WEBSTER; 

TONELLI; STERNBERG, 2002; NANCE; SANDERS, 2007a; WEBSTER MARKETON; 

GLASER, 2008). 

  O hipotálamo apresenta diversas conexões neurais como o sistema límbico, que estão 

envolvidos nos processos de adaptação e nas respostas neuro-endocrinas e emocionais ao 

estresse. O hipotálamo recebe, assim, informações provenientes da periferia, integra-as com o 

ambiente interno, e promove o necessário ajuste de certas funções, como por exemplo, do 

funcionamento do Sistema Nervoso Autônomo Simpático (SNAS) e das secreções hormonais 

endócrinas, como, por exemplo, de ACTH (ELENKOV et al., 2000). 

Sabe-se que os sistemas nervoso e endócrino, atuando em conjunto, regulam as 

funções imunes por meio de mecanismos aditivos, sinérgicos e até mesmo antagônicos. A 

natureza dessas interações é exemplificada, como já comentado, pelas habilidades que detém 

o SNC de produzir neurotransmissores e neuropeptídeos que modificam diretamente a 

atividade de células imunes ou o fazem indiretamente através da ativação 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 alterações fisiopatológicas e 

psicopatológicas resultantes da exposição a estressores e, por esta razão, é um dos sistemas 

melhor caracterizados desde o ponto de vista nervoso e endócrino (ARMARIO et al., 2012). 

O eixo HPA, como outros sistemas neuroendócrinos, tem vários níveis anatômicos que 

pressupõem a liberação de vários hormônios. 

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

Hormônio Liberador de Corticotropina (CRH). O CRH, junto com outros fatores 
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hipotalámicos como a vasopresina (arginina-vasopresina, AVP, na maioria dos mamíferos), 

alcança a adenohipófise onde estimula a síntese e a liberação de ACTH na circulação. Este, 

por sua vez, atua sobre as células da zona fasciculada do córtex da adrenal, estimulando a 

síntese e a secreção de glicocorticoides (SCOTT; DINAN, 1998; ARMARIO et al., 2012); 

este hormônio alcança as adrenais através da circulação sanguínea, induzindo a expressão e a 

liberação de glicocorticóides. Deste modo, o produto final desta cascata é 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 níveis de CRH são positivamente 

regulados, entre outros, pelos sistemas serotominérgicos, colinérgicos e catecolaminérgicos 

centrais (CALOGERO et al., 1990; CALOGERO et al., 1996). Assim, uma alteração nos 

níveis e “turnover” destes neurotransmissores induzida pelo estresse, como, por exemplo, pelo 

calor ambiental, poderia justificar as alterações comportamentais e endócrinas indicativas de 

estresse (GARRIGA et al., 2006; LIN et al., 2006). 

Os glicocorticoides exercem muitas funções no organismo e estão implicados na 

maioria das consequências negativas associadas ao estresse. No entanto, níveis apropriados de 

glicocorticoides são importantes para a manutenção da homeostase. As funções exercidas 

pelos glicocorticoides podem ser divididas em duas categorias principais: as moduladoras e as 

reparatórias (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000). As ações moduladoras são aquelas 

que alteram a resposta do organismo frente a um entressor e podem ser divididas em 3 

categorias: permissivas, supressoras e estimuladoras.  Pelas ações permissivas se compreende 

aquelas que facilitam a ação de outros sistemas que participam na fase inicial de resposta ao 

estresse. Essas ações requerem níveis mínimos de glicocorticoides prévios à situação e 

preparam mecanismos de defesa do organismo para enfrentar o estresse. Nesta categoria se 

inclui o efeito facilitador da resposta cardiovascular, que é determinada, sobretudo por outros 

fatores (ex: ativação simpática). As ações supressoras são uma consequência da liberação de 

glicocorticoides durante o estresse, tendo início após 1h ou mais da aplicação da situação 

estressante; têm o objetivo de prevenir as consequências negativas de uma resposta excessiva. 

Mediante estas ações, os glicocorticoides inibem o sistema imune, a resposta inflamatória e a 

atividade do próprio eixo HPA através de mecanismos de retroinibição. As ações 

estimuladoras, que também se iniciam 1h ou mais após a indução do estresse, têm como 

função potenciar os efeitos de outros hormônios liberados durante o estresse (ex: potenciação 

da lipólise e gliconeogênese) (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000; ARMARIO et al., 

2012). 
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Assim, por exemplo, estados como medo, ansiedade e depressão, que estão ligados a 

um aumento da atividade do eixo HPA, têm sido correlacionados a um déficit pronunciado de 

imunidade, em especial, do numero de células esplênicas, da proliferação de linfócitos B, 

linfócitos T helper e T citotóxico, da atividade e numero de células natural killer (NK) e da 

atividade de macrófagos (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 proliferação de células T estimuladas por 

mitógenos e por aloantigenos in vitro, através da ligação com receptores de glicocorticoides 

citoplasmáticos presentes nessas células (MADDEN; FELTEN, 1995). 

Neste sentido, os glicocorticóides induzem uma mudança do perfil de citocinas Th1 

para um perfil de citocinas Th2. A imunidade Th1 (Imunidade Celular) é caracterizada pela 

expressão de citocinas pro-inflamatórias, tais como Interferon (INF)-γ, IL-2 e Fator de 

Necrose Tumoral (TNF)-α, resultando em uma diferenciação de macrófagos, células NK e 

células T citotóxicas, que estão envolvidas na fagocitose e destruição de bactérias invasoras e 

corpos estranhos. A imunidade Th2 (imunidade humoral), por sua vez, é caracterizada pela 

produção de citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-4, IL-10 e IL-13, resultando na 

diferenciação de eosinófilos, mastócitos e células B, que leva a uma defesa a antígenos 

mediada por anticorpos (WEBSTER; TONELLI; STERNBERG, 2002; ELENKOV, 2004; 

ZHAO et al., 2012). Neste contexto, acredita-se que a mudança de perfil de citocinas induzida 

pelos glicocorticóides seja consequência de uma regulação negativa das citocinas Th1, assim 

permitindo a expressão dominante de citocinas Th2 (FRANCHIMONT et al., 2000; 

AGARWAL; MARSHALL, 2001; ZHAO et al., 2012). Os glicocorticóides controlam a 

expressão de IL-12 e/ou de seu receptor, e esta regulação parece ser o mecanismo principal 

pelo qual eles medeiam à mudança no perfil das citocinas (ELENKOV; CHROUSOS, 1999; 

ELENKOV, 2004). De fato, os glicocorticóides inibem a produção aguda de citocinas, mas, 

em ultima instância, o que fazem é favorecer uma mudança de citocinas Th1 para um padrão 

de diferenciação de perfil Th2 (LIBERMAN et al., 2007a). Acredita-se que este desbalanço 

aconteça porque os glicocorticóides ativam seus receptores, que por sua vez, bloqueiam a 

atividade transcricional de T-bet, o principal fator de transcrição envolvido na imunidade 

celular (Th1), pelo mecanismo de transrepressão, descrito acima (LIBERMAN et al., 2007b; 

LAZAREVIC; GLIMCHER, 2011). Além disso, os glicocorticóides inibem o RNAm,  a 

expressão de proteínas e a ativação transcricional de GATA-3, o fator de transição chave 
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envolvido na resposta imune humoral (Th2). Esses efeitos ocorrem através de uma inibição da 

fosforização de GATA-3 via PKA/p38 MAPK induzida por AMPc (LIBERMAN et al., 

2009). A maior sensibilidade de inibição de T-bet com relação à GATA-3 ajuda a entender a 

indução do perfil Th2 exercido pelos glicocorticóides, principalmente após ocorrência de um 

estresse crônico ou após tratamentos prolongados com glicocorticoides exógenos 

(LIBERMAN et al., 2009; LAZAREVIC; GLIMCHER, 2011). 

Como se mencionou, outra via relevante na comunicação do SNC como o SI é o 

Sistema Nervoso Autônomo Simpático (SNAS).  Salienta-se, no entanto, que as atividades do 

eixo HPA e do SNAS estão profundamente interconectadas e, também, que o SNAS, embora 

denominado autônomo, é controlado pelo SNC (DEL REY; BESEDOVSKY, 2008).  

Nos últimos 30 anos as catecolaminas, adrenalina e NA, tem sido descritas na 

literatura como importantes imunomoduladores após exposição a estimulos estressores, uma 

vez que ao atuar em adrenoceptores β (KOHM; SANDERS, 2000; NANCE; SANDERS, 

2007b), aumentam ou suprimem a atividade de células imunes, incluindo-se aqui a 

proliferação celular, a produção de citocinas e de anticorpos, a atividade lítica e a migração 

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 

et al., 2012). 

A ativação do SNAS em resposta a um estimulo estressor resulta na liberação de 

catecolaminas da medula da glândula adrenal e dos terminais de inervações simpáticas. Felten 

e colaboradores (1987) fizeram a primeira descrição da inervação catecolaminérgica em 

órgãos linfóides como o timo e o baço de camundongos; mais tarde, suas análises mostraram 

que as inervações simpáticas também estavam presentes nos linfonodos, na medula óssea e no 

intestino. De forma mais surpreendente para a época, eles descreveram a presença de 

inervações catecolaminérgicas localizadas em justaposição com células ligadas à imunidade 

inata e adquirida, formando verdadeiras conexões “sinápticas” com leucócitos individuais 

(FELTEN et al., 1987). 

 Com algumas exceções, o SNAS tem sido frequentemente considerado como um 

sistema que exerce principalmente efeitos imunossupressores. Neste sentido, muitos trabalhos 

de literatura têm descrito resultados contraditórios, 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 

inúmeras variáveis, como: o tipo de receptor adrenérgico envolvido, o antígeno utilizado 
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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 β2 adrenérgicos do que as células T CD4+; receptores β2 adrenérgicos 

estão presentes em quase todas as células do sistema imune, inclusive nos macrófagos, com 

exceção dos clones tipo Th2 (DE BLASI; PARRUTI; SALLESE, 1995). Já os receptores α2 

adrenérgicos somente são expressos em linfócitos T e B, durante estados específicos de 

doenças, como doenças autoimunes, por exemplo, na artrite reumatóide (HEIJNEN et al., 

1996). 

 O estresse, dessa forma, ativa o SNAS, aumentando a liberação de noradrenalina pelos 

terminais nervosos. Essa molécula atuando sobre as células imunes, causa imunossupressão e, 

consequentemente, aumenta a susceptibilidade a patógenos. Essa afirmativa vem sendo 

comprovada por experimentos que buscam correlacionar o bloqueio das inervações simpáticas 

com as decorrências a desafios por bactérias. Rice et al. (2002), monstraram que a 

simpatectomia química por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), uma substância que destrói 

terminações nervosas noradrenérgicas, aumentou a porcentagem de neutrófilos no baço e o 

número de macrófagos peritoneais em camundongos (RICE et al., 2002b; a). Ainda, a 

administração de 6-OHDA em camundongos infectados com Listeria monocytogenes 

diminuiu o número de unidades formadoras de colônias (CFU), aumentou o numero de 

neutrófilos durante a resposta imune e diminuiu o número de linfócitos no baço e a secreção 

de IL-2 e INF-γ por células induzindo, uma diminuição da reposta imune adquirida para a 

infecção (RICE et al., 2001).  

Os estudos conduzidos com estresse têm grande importância quando se trata de 

animais de produção. A grande competição comercial e a crescente preocupação com o bem-

estar destes animais tornam necessário que se estabeleçam padrões mínimos de ambiência e 

bem-estar, que por sua vez, têm sido regulados por leis no Brasil e em outros países. Como 

salientado, o Brasil se destaca no mercado internacional de produtos de origem animal, que 

têm se tornado cada vez mais exigente em relação à qualidade dos nossos produtos e, também 

com questões ligadas ao meio ambiente e à manutenção do bem-estar dos animais de criação. 

De tudo quanto exposto, percebe-se que já está bem estabelecida a existência de 

interações neuroendocrinoimunologicas em mamíferos.  Entretanto, estas inter-relações não 

têm sido frequentemente analisadas em aves. Neste sentido, alguns pesquisadores vêm 

mostrando a existência de relações entre os sistemas Imune, Nervoso e Endócrino em animais 

de produção. Heckert et al. (2002) mostraram que frangos submetidos a uma superlotação 
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(aumento de densidade populacional) apresentaram uma diminuição 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 órgãos linfóides de uma ave (comparados ao grupo controle 10 aves/m²). Em 

nossos laboratórios, constatamos que o estresse por aumento da densidade populacional (16 

animais/m²) foi capaz de diminuir a atividade de macrófagos, de causar lesão intestinal e, 

consequentemente de aumentar a invasão de Salmonella enteritidis para o fígado de frangos 

de corte (GOMES et al., 2013)
1
. Shini e colaboradores (2008b) mostraram que a 

administração de corticosterona, em níveis semelhantes ao alcançados durante o estresse, 

aumentou a relação heterofilo/linfócito e induziu mudanças ultraestruturais no tamanho, 

formato e granulação de heterófilos e nas características citoplasmáticas de linfócitos. A 

corticosterona também foi capaz de induzir um maior influxo de heterófilos imaturos para o 

sistema circulatório. Dentro desse contexto, Shini e colaboradores (2010) mostraram que 

níveis de corticosterona aumentados foram capazes de modular os níveis de citocinas e de 

quimiocinas. Esses autores observaram que o tratamento crônico com corticosterona diminuiu 

a expressão de RNAm para citocinas proinflamatórias (IL-1β, IL-6 e IL-18), sugerindo que os 

achados experimentais foram decorrência de uma diminuição da resposta imune.  

Entretanto, não é só na produção de aves que se pode notar a existência de relações 

neuroimunes. Bovinos, ovinos, bubalinos e suínos submetidos a situações estressoras, 

apresentaram queda em parâmetros produtivos e imunológicos (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 participação do SNAS na regulação da atividade do sistema 

imune em aves (CHENG, 2006). Nesse trabalho, o autor utilizando um agonista de receptores 

α-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 

inflamatória por atuar diretamente no SI ou, alternativamente, no eixo HPA (CHENG, 2006). 

Assim, este agonista foi capaz de aumentar as concentrações de IgG e as proporções de 

células B e de linfócitos CD8+, o que levou o autor a sugerir que o SNAS e o eixo HPA 

estariam envolvidos com a regulação da resposta imune de frangos. Outro estudo que reforça 

as relações neuroimunes, mostrou-se que a inoculação de LPS (lipopolissacarídeo) aumentou 

os níveis de corticosterona e, também, aumentou a temperatura corporal, produzindo 

1Overcrowding 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 publicação em janeiro de 2013. 
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diminuição da ingestão de alimentos e comportamento doentio em frangos jovens (SELL; 

CROWE; KENT, 2003). 

É relevante comentar ainda que o estresse, se mantido por tempo prolongado, produz 

lesões 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). Lesões como essas prejudicam a digestão dos nutrientes bem como a 

homeostase da microbiota comensal do trato intestinal acarretando perdas de absorção, 

redução do ganho de peso e diminuição 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 têm a capacidade de interferir com 

a capacidade de digestão e de absorção de nutrientes (MACARI, 2005). Tem sido relatado, 

também, que lesões ulcerativas, enterites inespecíficas e lesões causadas por microorganismos 

induzem alterações funcionais no intestino de aves, prejudicando os processos absortivos de 

nutrientes. Segundo alguns autores, a adrenalina e a noradrenalina interfeririam tanto com a 

absorção de nutrientes, como com a secreção de água e de sais pelo intestino (HUBEL, 1985) 

e, ainda, com os mecanismos de transporte celular. (TRISCHITTA; DENARO; FAGGIO, 

1999).  É, assim, lícito supor que os efeitos do estresse sobre a integridade da mucosa 

intestinal sejam consequência de ações diretas de fatores regulatórias locais (produzidos por 

células enteroendócrinas) ou indiretas, ligadas à microbiota intestinal, à atividade do eixo 

HPA, do SNAS ou a peptídeos endógenos. De fato, a ausência de hormônios da adrenal causa 

atrofia do epitélio intestinal e diminuição da produção de fatores celulares epiteliais, como 

SCF, IL-7 e IL-15; estes fatos são críticos para o desenvolvimento, ativação e sobrevida de 

linfócitos intra-epiteliais intestinais (WATANABE et al., 1995; FUJIHASHI et al., 1996; 

INAGAKI-OHARA et al., 1997).  

 

 

2.2 MACRÓFAGOS 

 

 

Os macrófagos foram inicialmente descritos por Elie Metchnikoff, em 1905, que 

através da observação de animais invertebrados e de mamíferos, relatou serem estas células 

dotadas de capacidade fagocítica, responsáveis por eliminar patógenos e manter a homeostase 
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dos tecidos (HIRSCH, 1959; MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; LIU; YANG, 

2012). A partir daí, foram definidas as bases do conceito de macrófagos ativados, com 

capacidades fagocíticas e resistentes a infecções bacterianas especificas (LIU; YANG, 2012).  

Os macrófagos são originários da medula óssea, mais especificamente de células 

tronco hematopoiéticas que geram as células do sistema fagocítico mononuclear (MURRAY; 

WYNN, 2011). Na medula óssea, por influência de proteínas chamadas de fatores 

estimulantes de colônias, os monoblastos (células precursoras de monócitos) após uma 

mitose, dão origem aos promonócitos; após duas sucessivas mitoses, essas células são 

lançadas na circulação sanguínea onde são chamadas de monócitos e durante um período de 

poucos dias vão sendo sedimentadas/armazenadas em diversos órgãos do corpo, incluindo-se 

aqui o baço, que serve de reservatório de monócitos imaturos (GEISSMANN et al., 2010). 

Quando os monócitos migram da circulação e extravasam através do endotélio vascular, 

diferenciam para macrófagos ou células dendriticas (GEISSMANN et al., 2010; MURRAY; 

WYNN, 2011). Neste sentido, o papel primário dos monócitos é o de substituir macrófagos 

residentes velhos dos tecidos e, células dendriticas em estado quiescente durante um processo 

inflamatório. Macrófagos residentes são encontrados em inúmeros órgãos onde exercem um 

papel homeostático na remoção de células apoptóticas e servem de sentinelas a injurias e 

infecções (QURESHI, 2003). 

Os macrófagos podem ser didaticamente divididos em sub-populações baseados na sua 

localização anatômica e em aspectos fenotípicos funcionais. Macrófagos residentes 

especializados incluem: osteoclastos (ossos), macrófagos alveolares (pulmões), histiocitos 

(tecido conectivo intersticial), células de Kuppfer (fígado). Os intestinos, também, são 

habitados por numerosos tipos de macrófagos e células dendriticas, células estas que 

apresentam papeis diferentes, porém que trabalham juntas para manter o equilíbrio com a 

microbiota e com antígenos alimentares (QURESHI, 2003). Outras subpopulações restritas de 

macrófagos patrulham sítios imunologicamente privilegiados, como, por exemplo, o cérebro 

através da microglia ou, até mesmo nos olhos e testículos onde assumem um papel 

remodelador e de manutenção da homeostase tecidual (QURESHI, 2003). Resumidamente, 

pode-se dizer que durante um processo infeccioso ou injuria tecidual, essas subpopulações de 

macrófagos específicos de tecidos fagocitam materiais estranhos e recrutam macrófagos 

adicionais e outras células imunes da circulação sanguínea (MURRAY; WYNN, 2011). 

Dependendo do microambiente estabelecido em cada órgão, os macrófagos podem ser 

programados em diferentes subtipos de células; a heterogeneidade dos monócitos circulantes 
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pode pré-definir a polarização que essas células irão adquirir ao chegar a um tecido. Os 

macrófagos programados podem ser classificados em M1 e M2 (BISWAS et al., 2012; 

WHYTE et al., 2012). A diferenciação de macrófagos M1 ativados acontece pela ação de 

citocinas inflamatórias do tipo Th1 e produtos microbianos, como o LPS. Após sua ativação, 

tornam-se células potentes contra microorganismos e células tumorais, estando associados 

principalmente a processos inflamatórios denominados do tipo 1. Os macrófagos M1 

expressam a maioria dos TLRs e receptores de opsonização; secretam IL-12, TNF-α, IL-1β, 

IL-6, CXCL10 e CCL 5, expressam iNOS (sigla do termo em inglês “inducible NO synthase”) 

(GORDON, 2003; BISWAS et al., 2012). Por outro lado, os macrófagos M2 são 

caracterizados pela baixa secreção de IL-12 e podem ser divididos em 3 (três) diferentes 

subtipos: M2a (macrófagos ativados alternativos), induzidos por IL-4, IL-13 ou IL-21; M2b, 

macrófagos ativados induzidos por complexos imunes e agonistas de TLRs ou receptores IL-

1; e M2c (macrófagos imunossupressivos), induzidos pela IL-10, TGF-β, ou glicocorticóides. 

Assim, muitos pesquisadores têm posicionado os macrófagos M2b e M2c como sendo 

macrófagos reguladores (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; GORDON; 

MARTINEZ, 2010; MARTINEZ, 2012). Os macrófagos M2 melhoram a resposta 

inflamatórias do tipo 1 e a imunidade adaptativa, além de promover e regular as respostas 

inflamatórias do tipo 2, a angiogenese e a reparação tecidual. As células M2, mais 

especificamente a M2a, apresentam abundante expressão de receptores de manose, e são 

ativados por inúmeras quimiocinas (CCL17, CCL22, CCL24 entre outras). Portanto, nota-se 

um enorme repertório de ligações que podem ser estabelecidas com os macrófagos, que 

aumentam o leque para possíveis estratégias terapêuticas e para a ação de imunomoduladores 

(LIU; YANG, 2012). 

Os macrófagos são células que atuam tanto na imunidade inata como na imunidade 

adquirida, exercendo papel protetor tecidual e atividade contra patógenos. Para desempenhar 

tal finalidade, os macrófagos apresentam receptores, dentre eles os chamados receptores 

scavenger, receptores de lectina tipo C que facilitam a remoção de células antigas, material 

tóxico ou provenientes de necroses, mantendo dessa forma a integridade dos tecidos 

(GOERDT et al., 1999). Além disso, uma vez que recebem uma variedade de estímulos 

advindos de processos infecciosos e lesões teciduais, os macrófagos podem expressar 

receptores PRR (sigla do termo em inglês parttern-recognition receptors), que incluem os 

receptores do tipo toll (TLRs), receptores helicoídais do tipo 1 induzidos por ácido retinóico 

(RLH) e receptores tipo Nod, todos esses capazes de reconhecer sinais de perigo ao 
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organismo (GORDON, 2003). A presença desses receptores é importante, pois a partir deles 

iniciam-se a resposta imune inata e a produção de moléculas que auxiliam os processos 

inflamatórios; por exemplo, a estimulação de um TLR nos macrófagos, induz uma cascata 

sinalizadora mediada por MyD88 e TRIF, que modifica a expressão de NF-κB e IRF, que 

atuam na expressão de denfesinas, citocinas e quimiocinas (ISHII et al., 2009; MARTINEZ; 

HELMING; GORDON, 2009). Muitos TLRs podem ser encontrados em vacúolos 

intracelulares dos macrófagos, tendo papel importante no reconhecimento de patógenos 

intracelulares. Vírus citosólicos e produtos bacterianos são reconhecidos pelos receptores 

NOD e RLH. Tanto os NOD como os RLH presentes nos macrófagos induzem a expressão de 

NF-κB; entretanto, o primeiro destes receptores pode atuar diretamente sobre o gene ou em 

colaboração com os TLRs, enquanto o segundo ativa através de mediadores localizados na 

membrana externa das mitocôndrias ou, ainda, induzindo mediadores apoptóticos 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 regulatórios, os macrófagos orquestram a 

iniciação e a resolução do processo inflamatório. O inicio da resposta inflamatória acontece 

com a participação dos macrófagos M1, que destruem microorganismos invasores e células 

tumorais. Provêm daí, repostas do tipo Th1, através da geração do burst oxidativo e produção 

de citocinas pró-inflamatórias como, por exemplo, TNF-α, IL-1β e IL-12. Por outro lado, a 

resolução do processo inflamatório é orquestrada por células M2. Essas células são 

hiporresponsivas a estímulos pró-inflamatórios e estão envolvidas na limpeza de debris 

celulares, angiogenese, remodulação tecidual, cicatrização de feridas, e promoção da resposta 

do tipo Th2. Os macrófagos 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 funções dos macrófagos podem ser definidas como: quimiotaxia, 

fagocitose, destruição de bactérias e células tumorais, e produção de citocinas. Essas funções 

podem ser moduladas por fatores como nutrição, genética e meio ambiente, em especial o 

estresse por calor (QURESHI; HEGGEN; HUSSAIN, 2000; QURESHI, 2003). 

A fagocitose vem sendo classificada como a função evolutivamente mais conservada 

dos macrófagos (QURESHI, 2003), sendo realizada através de diversos mecanismos. Em 

termos gerais, ela tem inicio com o reconhecimento da partícula a ser fagocitada pelo 

imunócito, sendo este reconhecimento processado por receptores específicos presentes na 
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superfície de sua membrana plasmática, como, por exemplo, os receptores manose/frutose 

(MRF) e para as frações Fc da imunoglobulina G (IgG) e do componente C3 do sistema 

complemento (ADEREM; UNDERHILL, 1999; MURRAY; WYNN, 2011). A ativação 

desses receptores desencadeia um processo de polimerização de filamentos de actina, 

próximos à membrana plasmática, que culmina com a emissão de pseudópodes e a formação 

do fagossomo, o qual passa por alterações em sua composição produzindo uma organela 

híbrida, chamada fagolisossomo, que, ao contrario do seu percussor, não tem capacidade de 

matar patógenos ou de degradar proteínas. Entretanto, esta estrtura possui inúmeras 

propriedades degradativas, tais como baixo pH, enzimas hidrolíticas para a digestão de 

partículas, defensinas e outros peptídeos bactericidas, além de produzir metabólitos reativos 

de oxigênio e nitrogênio (VIEIRA; BOTELHO; GRINSTEIN, 2002; TIZARD, 2009). Na 

sequência, fragmentos peptídicos antigênicos oriundos da atividade microbicida do 

macrófago, são exteriorizados na superfície da membrana pelo complexo de 

histocompatibilidade de classe II (MHC II) sendo apresentados às células imunocompetentes 

(MURRAY; WYNN, 2011). 

Como o proprio nome sugere, os macrófagos inflamatórios são estimulados por fatores 

inflamatórios não específicos, enquanto os macrófagos ativados são estimulados por fatores 

imunológicos, via produtos derivados de linfócitos; os macrófagos inflamatórios podem ser 

obtidos através da inoculação de agentes irritantes, como é o caso do SEPHADEX 

(QURESHI, 2003). Essa sílica vem sendo utilizada para adquirir macrófagos peritoneais de 

aves, uma vez que nessa espécie, ao contrario que se observa em roedores, não se encontram 

macrófagos residentes no peritônio (QURESHI, 2003). Entretanto, a ativação de macrófagos 

de aves pode ser obtida utilizando-se patógenos como micobactérias, Trypanosoma cruzi, 

Salmonella spp, ou simplesmente lipopolissacarideo (LPS) bacteriano; citocinas produzidas 

por linfócitos T ativados, em especial INF-γ também ativam macrófagos (BORDEN et al., 

2007). Esses macrófagos ativados secretam substâncias importantes para a resposta imune, 

dentre os quais pode-se citar o sistema complemento, a citocinas (IL-1, TNF-α, IL-6 entre 

outras), as EROs e as espécies reativas de nitrogênio, como o NO (BISWAS et al., 2012). 

Afirmou-se, ainda, que o papel chave para o INF-γ (produzido por linfócitos Th1) teria o a 

função de ativar o arsenal antimicrobiano dos macrófagos (BORDEN et al., 2007).  

Considerando-se o envolvimento dos macrófagos nas relações neuroimunos, fica claro 

que estados emocionais alternadas pelo estresse como pela ansiedade têm 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 macrófago o melhor 

exemplo de célula imune-neuroendocrina, uma vez que essas células respondem a inúmeros 

mediadores hormonais, neurotransmissores e citocinas (OTTAVIANI; FRANCHINI; 

FRANCESCHI, 1997). De fato, macrófagos apresentam receptores para glicocorticóides e 

receptores β-adrenérgicos, sendo influenciados tanto pelo eixo HPA como pelo SNAS 

(MADDEN; SANDERS; FELTEN, 1995). Desta forma, a capacidade funcional dos 

macrófagos pode ser modificada através da ação dos hormônios e neurotransmissores 

mobilizados pelo estresse. Diversos trabalhos do nosso e de outros laboratórios têm 

demonstrado que a exposição de roedores a uma situação de estresse, seja na fase pré natal 

como seja na fase adulta, alteram a capacidade funcional dos macrófagos, 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 CONSEQUÊNCIAS 

 

 

O estresse por calor é motivo de preocupação na avicultura brasileira. Após anos de 

estudos sobre a fisiologia da regulação térmica das aves, mostrou-se a importância de mantê-

las em temperaturas ideais, isto é, deixa-las em situações térmicas confortáveis desde a 

eclosão até o momento em que são abatidas. Como já salientado, estressores ambientais, 

nutricionais, físicos, sociais ou fisiológicos estão diretamente envolvidos com o bem estar e 

como desenvolvimento dos animais (ALTAN et al., 2003). Neste sentido, o estresse 

provocado pelo excesso de calor é um dos maiores responsáveis por perdas na criação 

intensiva de frangos de corte, principalmente quando ele ocorre próximo 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 às 4 semanas de idade e para 21-22C às 6 semanas de idade, fato 

consequente à maturação do sistema termorregulador e ao aumento das reservas energéticas 

(FURLAN, 2006). 
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Inúmeros problemas podem estar relacionados à elevada temperatura ambiental. Na 

vigência de altas temperaturas ambientes, a taxa de crescimento é diminuída em função 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 

carcaça, 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 ocorrência de 

aumento da frequência respiratória em aves estressadas por calor, fato que pode levar à 

alcalose metabólica (FRANCI et al., 1996).  

Durante o estresse por calor, podem ocorrer desajustes fisiológicos (desequilíbrio 

eletrolítico), 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 

transcrição, na tradução do mRNA, e na função e estrutura das membranas celulares 

(IWAGAMI, 1996). Em conjunto, esses fatores debilitam o organismo animal, aumentando 

sua suscetibilidade às doenças oportunistas. (KAMWANJA et al., 1994). Nesse sentido, a 

suscetibilidade às doenças tem sido relacionada a desajustes na resposta imune das aves. De 

fato, nossos trabalhos já mostraram que altas temperaturas ambientes correlacionaram-se 

positivamente com um aumento de processos inflamatórios na mucosa intestinal 

(QUINTEIRO-FILHO et al., 2010; 2012b). 

Outros autores, também, mostraram ser o estresse por calor, aplicado em períodos 

próximos ao dia de abate (42 dias), capaz de interferir com a reposta imune de aves; mais 

especificamente, relataram ocorrência de diminuição do numero de linfócitos circulantes e 

dos títulos de anticorpos (TROUT; MASHALY, 1994; KHAJAVI et al., 2003; MASHALY et 

al., 2004). 

Neste mesmo contexto, (BARTLETT; SMITH, 2003) tentando avaliar o efeito dos 

níveis de zinco na dieta sobre características de performance e imunocompetência de aves 

criadas em ambiente termoneutro e em temperaturas elevadas, demonstraram que uma 

flutuação diária 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 níveis de zinco 

presentes na dieta influenciaram a atividade dos macrófagos. Mais especificamente, os autores 
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mostraram que o estresse térmico diminuiu e as altas concentrações de zinco na dieta 

aumentaram o percentual de fagocitose de hemácias de carneiro (opsonizadas ou não) 

realizada por macrófagos peritoneais. Entretanto, a dieta suplementada com zinco per se não 

foi capaz de reverter o efeito observado nas aves submetidas ao estresse térmico, indicando, 

desta forma, que outro fator além da composição da dieta estaria relacionado com os efeitos 

produzidos pelo estresse térmico sobre a atividade dos macrófagos.  

Nossos trabalhos corroboram com esses achados, pois quando frangos de corte foram 

submetidos ao calor ambiente de 31±1ºC e/ou 36±1ºC (10h/dia por 6 dias) observamos 

diminuição no burst oxidativo de macrófagos na presença de S. aureus; porém, e 

curiosamente, apenas a temperatura de 31±1ºC aplicada por 6 dias diminuiu o burst oxidativo 

basal (QUINTEIRO-FILHO et al., 2010). Observamos, também, aumento dos níveis séricos 

de corticosterona e presença de discreta enterite caracterizada por aumento de infiltrado 

inflamatório linfo-plasmocitário na lamina própria do jejuno. Tomados em seu conjunto, os 

nossos dados permitiram sugerir que o estresse térmico por calor tenha produzido alterações 

na atividade neuroimune dos frangos de corte modificando, nos mesmos a atividade do eixo 

HPA. Essas alterações teriam influenciado a imunidade, propiciado do aparecimento de 

processos inflamatórios intestinais e, consequentemente, piorando o desempenho produtivo 

Ressalta-se que em nossos dados experimentais não permitem descartar ou confirmar a 

participação do SNAS. 

 As barreiras intestinais são formadas por enterócitos, junções entre as células (tigh 

junctions), muco e fatores imunológicos, como macrófagos e linfócitos, sendo consideradas 

como a primeira linha de defesa do organismo contra invasões por microorganismos 

(CHEROUTRE; MADAKAMUTIL, 2004). Nesse sentido, sabe-se que inúmeros tipos de 

estressores, inclusive o estresse térmico por calor, produzem disfunção 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 (30ºC) 

durante 24 horas, um aumento na adesão de Salmonella enteritidis na mucosa do intestino 

delgado, além de alterações na microbiota comensal e na integridade da mucosa, mais 

especificamente, na profundidade das criptas do íleo. Quinteiro-Filho e colaboradores (2012b) 

observaram que a aplicação de um estresse por calor (31°C) por 10h, foi capaz de diminuir a 

atividade de macrófagos peritoneais e de aumentar os processos inflamatórios no intestino 

delgado de frangos de corte, sugerindo os achados experimentais que aves submetidas a 

estresse por calor, têm 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 reações inflamatórias sistêmicas e locais. De fato, 

alguns estudos já mostraram a capacidade apresentada de algumas bactérias da microbiota de 

camundongos de migrarem para os órgãos linfóides e para o fígado, podendo, até mesmo, 

alcançar o pulmão quando de situações de estresse crônico; neste trabalho, também se 

relacionou a migração bacteriana a disfunções imunológicas ocorridas na barreira intestinal e 

a fatores ligados ao processo de migração (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 - proteínas do choque térmico) são transcritas a partir desses genes, e sua 

estrutura vem sendo conservada durante a evolução das espécies. Mostrou-se que as HSPs são 

críticas para a sobrevivência celular diante de um estresse por calor, e também, importantes 

para as condições normais de crescimento celular, já que elas estariam envolvidas na 

formação das estruturas terciárias e quartenárias das proteínas, 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 

proteínas atuem como moléculas cicerones (chaperones molecules) ligando-se a outras 

proteínas celulares, atuando no transporte celular; dotadas de capacidade de se dobrar em 

estruturas secundárias, elas previnem a agregação proteica durante um estimulo estressor 

(CHIRICO; WATERS; BLOBEL, 1988; HARTL, 1996). A família das HSP 70 pode ser 

destacada como uma das mais importantes HSPs. Acredita-se que as HSP 70 estariam 

envolvidas na proteção celular contra estímulos fisiológicos e ambientais (MALOYAN; 

PALMON; HOROWITZ, 1999; PALMISANO; WINTON; DICKHOFF, 1999). As HSP 70 

têm papel importante em processos, como ativação de outras proteínas e aparecimento 

doenças autoimunes humanas (BALER; WELCH; VOELLMY, 1992; ZHEN et al., 2006). 

Adicionalmente, há evidência de que as HSP 70 estariam relacionadas com a aquisição de 

termo-tolerância, e com a recuperação mais rápida de uma desnaturação protéica induzida por 

calor (MALOYAN; PALMON; HOROWITZ, 1999; ZHEN et al., 2006).  

Muitos estudos têm relacionado a atuação de HSP com a temperatura corpórea de aves 

(WANG; EDENS, 1993; YAHAV et al., 1997; GIVISIEZ et al., 1999), porém, e até o 

momento, há poucas informações que permitam relacionar a expressão das HSP 70, com as 

funções imunes e a resistência de aves domésticas a doenças na vigência de estressores 

(SOLEIMANI et al., 2012). Neste sentido, estudos realizados em mamíferos mostraram que 
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quando liberadas para o meio extracelular, as HSP 70 ligam-se a antígenos e proteínas, 

formando complexos que atuariam como mensageiros para alertar a resposta imune contra 

patógenos ou outras alterações moleculares (JOLESCH et al., 2012). 

De tudo quanto exposto, fica clara a importância de se estudar em aves os efeitos do 

estresse por calor (31ºC) sobre a imunidade e sobre a resposta a um desafio patogênico, 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 infecção experiemental 

por Salmonella enteritidis e sua migração através da mucosa intestinal para baço, fígadoe 

medula óssea. 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 relações existentes entre os efeitos do estresse por 

calor (31°C) sobre os índices zootécnicos, a imunidade, a integridade do trato intestinal e os 

níveis séricos de corticosterona, correlacionando os dados obtidos com a migração de 

Samonella Enteritidis para fígado, baço e medula óssea. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

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 não experimentalmente com 

Salmonella enteritidis, analisar: 

1) Os índices zootécnicos; 

2)  Os níveis plasmáticos de imunoglobulinas IgA e IgG; 

3) Os níveis plasmáticos de INF-γ; 

4)  A expressão de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, TGF-β, e INF- γ em baço 

e tonsila cecal; 

5) A expressão AvBD-1, AvBD-2, AvBD-4 e AvBD-6;  

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

baço e tonsila cecal;  
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7) A integridade do trato intestinal (duodeno, jejuno e íleo); 

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

presença da bactéria em baço, fígado e medula óssea; 

9) Os níveis séricos de corticosterona; 

10)  A expressão do gene hps70 (heat shock protein 70); 

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

neuroimunológica;  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 ANIMAIS  

 

 

Foram utilizados 232 frangos de corte, da linhagem Ross, adquiridos de um 

incubatório comercial com 1 dia de vida; os animais foram mantidos nas dependências do 

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade de São Paulo. As aves foram alojadas no chão, em baias ou em câmaras 

isoladas, em ambiente com luz artificial e ciclo de 12h (12h claro/12h escuro). A ração foi 

fornecida em quantidades conhecidas para posterior analise do consumo alimentar e a água foi 

fornecida ad libitum. 

O trabalho foi ralizado seguindo-se as normas do Comitê de Ética para o uso de 

animais de experimentação, da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade de São Paulo. (Protocolo nº 1798/2009). 

 

 

4.2 SALAS CLIMATIZADAS E ISOLADORES 

 

 

Os experimentos foram divididos em dois grandes blocos. O primeiro bloco foi 

realizado para analisar os índices zootécnicos, os níveis de corticosterona e a migração de 

Salmonella enteritidis; o segundo bloco de experimentos analisou o restante dos parâmetros 

planejados a saber: niveis de IgA e IgG, níveis de INF-γ, expressão de citocinas, de 

defensinas aviárias, expressão 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
2
, com 12 animais cada. . As aves deste bloco foram alojadas em piso, com 

cama de maravalha, respeitando-se um limite máximo de 10 aves/m². As figuras 1, 2 e 3 

ilustram os boxes dentro das salas.  
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Figura 1 – Estrutura interna de uma das 

salas climatizadas usadas no 

bloco 1 de experimentos 

 

 

Figura 2 – Estrutura interna de uma 

das salas climatizadas usadas 

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 são câmaras isoladas, que controlam o fluxo de 

entrada e saída de ar, sendo que o processo de filtragem do ar é realizado com auxilio de 

filtros HEPA. Dessa forma, nesse experimento foi possível obter um controle rígido de 

contaminantes ambientais. As câmaras isoladas foram alojadas em duas salas, sendo dois 

equipamentos mantidos em cada sala. Dois equipamentos de ar condicionado com funções de 

refrigeração e/ou aquecimento, além de aquecedores de ar e sistema de abastecimento de água 

foram instalados nas salas onde encontravam-se os isoladores. As Figuras 4, 5 e 6 ilustram os 

isoladores de aves utilizados.  

 

 

 

Figura 4 – Isolador de Aves Alesco
®
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Figura 5 – Pintinhos de 1 dia alojados na 

Câmara Isoladora Alesco
®

 

 

 

 

Figura 6 – Pintinhos de 1 dia alojados em Câmara 

Isoladora Alesco
®
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4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS E ESTRESSE TÉRMICO 

 

 

As aves foram alojadas durante as primeiras 5 (cinco) semanas de criação nas 

temperaturas recomendadas para tal (35 ± 1°C do 1 até o 7° dia de vida, 28 ± 1°C do 7º 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 6ª 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 auxílio de um 

condicionador de ar existente em cada uma das salas). Nestes ambientes, os animais dos 

grupos Controle (Controle e PC) permaneceram em temperatura termoneutra (21 1°C) do 

35
o
 ao 41

o
 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  não cair para valores abaixo de 45%. Ao final do 

período experimental as aves foram eutanaziadas em câmara de CO2.  

 

 

4.4 INFECÇÃO EXPERIMENTAL  

 

 

Foi utilizada uma cepa de Salmonella enteritidis isolada de ceco de frangos de corte 

que é mantida congelada no Laboratório de Ornitopatologia da FMVZ-USP. Para inoculação, 

foi semeada uma colônia em meio caldo Difco® Brain Heart Infusion (BHI), e deixou-se sob 

aquecimento e agitação por 80 minutos até que se chegasse a uma concentração de 10
6 

UFC/ 

100μL. Os animais foram infectados no primeiro dia de vida; para tanto, receberam 100 μL de 

caldo BHI contendo as bactérias via gavage através de uma cânula. Os animais não infectados 

receberam apenas o caldo isento de bactérias. A figura 7 ilustra o procedimento descrito 

acima: 
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Figura 7– Inoculação experimental de Salmonella Enteritidis no 

primeiro dia de vida. Procedimento realizado em fluxo 

laminar  

 

 

 

4.5 AVALIAÇÃO DO DESEMPENHO PRODUTIVO DAS AVES 

 

 

O desempenho das aves foi determinado calculando-se o ganho de peso (GP), o 

consumo de alimento, a conversão alimentar (CA) e a mortalidade. A conversão alimentar foi 

avaliada pelo consumo de ração em relação ao ganho de peso. Os dados foram coletados 

durante o período experimental, do 35º ao 42º dias de vida dos animais. Foram realizadas 4 

replicações por grupo experimental (4 boxes com 12 animais cada), onde cada replicação 

representa uma unidade amostral (N).  

 

 

 

 



52 

4.6 QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS SÉRICOS DE CORTICOSTERONA 

 

 

A coleta do sangue foi realizada após o período 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 retração do coágulo, e submetido a 

centrifugação refrigerada (3220g/15 minutos em temperatura de 4ºC) para obtenção do soro, 

que foi armazenado em freezer a -80ºC por um período máximo de 60 dias até o momento da 

realização das dosagens do glicocorticoide. 

 A dosagem de corticosterona foi realizada pela técnica de ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay), utilizando-se kits comerciais (Enzo® Life Science, 

Farmingdale, NY), conforme descrito por Tachibana, et al. (2007). O kit utilizado apresenta 

sensibilidade (limite de detecção) de 27,0 pg/ml, com intervalo de detecção de 32 - 20,000 

pg/ml. 

 

 

4.7 ANÁLISE DA INTEGRIDADE DO TRATO GASTROINTESTINAL: EXAME 

ANATOMOPATOLÓGICO E MORFOMÉTRICO DO INTESTINO 

 

 

Necropsia e coleta do trato intestinal 

 

 

As aves necropsiadas tiveram seus tratos intestinais analisados pela técnica padrão de 

exame macroscópico. Fragmentos dos segmentos do duodeno, jejuno (aproximadamente 5cm 

posterior à abertura dos ductos pancreático e biliar) e íleo (aproximadamente 5cm anterior à 

junção íleo-cecal), foram colhidos para exame histopatológico no decorrer da necropsia; os 

órgãos colhidos foram fixados em Solução aquosa de formol a 10%. Posteriormente, as 

amostras foram processadas como abaixo descrito, para o exame histopatológico. 
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Exames anatomopatológico e semiquantitativo do intestino 

 

 

As amostras de intestino foram processadas segundo a técnica padrão para exame 

microscópico de órgãos empregada no Laboratório 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 à estrutura geral (mucosa, submucosa 

e camadas musculares) e também quanto aos seguintes critérios: relação vilo/cripta, tamanho 

da vilosidade, morfologia da cripta, intensidade do infiltrado inflamatório na lâmina própria, 

tipo do infiltrado inflamatório (mononucleares e granulócitos) e densidade de linfócitos 

intraepiteliais. Seguiu-se um padrão histológico intestinal de normalidade pré-definido 

conforme sugerido por Hodges (1974) e Riddell (1987). A intensidade das alterações 

observadas no intestino foi avaliada semiquantitativamente em uma escala de 1 a 4, onde: 1= 

parâmetro tido como dentro da normalidade, 2 = presença de alterações mínimas, 3 = 

presença de alterações em grau moderado e 4 = presença de grau severo de alteração. 

 

 

4.8 ANÁLISE MICROBIOLÓGICA 

 

 

Os procedimentos de análise microbiológica para os órgãos analisados foram 

adaptados conforme sugerido por Ferreira et al (2009). 

Para avaliação da colonização e invasão de Salmonella enteritidis, os cecos, os papos, 

os fígados e os baços foram removidos com pinça e tesoura estéril, sendo acondicionados em 

sacos plásticos estéreis e previamente pesados. As amostras foram maceradas e em cada saco 

plástico colocou-se 10 ml (amostras de papo e baço) ou 20 ml (amostras de fígado e ceco) de 

água 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 colônias onde se 
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suspeitou da presença de Salmonella enteritidis foram testadas com soro polivalente anti-

Salmonella (Promicro-lot: 02839, Probac do Brasil, SP), através de teste de aglutinação. As 

amostras suspeitas foram mantidas sob agitação durante 2 minutos, para a certificação de 

ocorrência de aglutinação e, portanto identificação como Salmonella. Finalmente, calcularam-

se as unidades formadoras de colônia de Salmonella enteritidis por grama (UFC/g) para as 

amostras de ceco, fígado e baço.  

 

Análise de positividade para Salmonella enteritidis 

 

Os procedimentos de coleta e maceração de ceco, papo, fígado e baço foram os 

mesmos descristos acima. Foi adicionado nas amostras maceradas, solução de Tetrationato 

(Tetrathionate broth base, Difco/BD, USA) para análise da positividade. As amostras foram 

incubadas a 37°C durante 48h e, após esse período, as amostras foram semeadas em meio 

Agar XLT4. As placas foram condicionadas em estufa a 37°C e as leituras foram realizadas 

após 48 horas. 

Ainda, coletamos o fêmur direito dos animais, para realização da analise 

microbiológica da medula óssea dos animais. O fêmur direito foi dissecado, tendo suas 

epífises sido cortadas transversalmente. Uma agulha conectada a uma seringa plástica 

contendo 10ml de PBS foi, então inserida na medula femoral e as células foram retiradas 

fisicamente e lavadas. A suspensão celular foi então enriquecida com 10 ml de solução de 

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

 

 

4.9 ANÁLISE DOS NÍVEIS PLASMÁTICOS DE IgA E IgG 

 

 

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 4ºC) para obtenção 

do plasma, o qual foi armazenado em freezer a -80ºC por no máximo 30 dias até o momento 
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da realização das dosagens das imunoglobulinas. As dosagens de IgA e IgG  foram realizadas 

por ELISA utilizando kits comerciais (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA), 

conforme descrito por Gao et al (GAO et al., 2008). O kit utilizado apresenta sensibilidade 

(limite de detecção) de 15,62 ng/ml, com intervalo de detecção de 15,62 a 1000 ng/ml. 

 

 

4.10 ANÁLISE DE CITOCINAS E DEFENSINAS AVIARIAS (AVBD) 

 

 

Extração de RNA e PCR em tempo real 

 

A técnica de PCR em tempo real, e a análise dos genes descritos foram realizadas no 

Immunology Laboratory do Department of Pathobiology, Ontario Veterinary College, 

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

Foram realizadas colheitas dos baços e das tonsilas cecais das aves em nossos 

laboratórios no Brasil. Os órgãos foram colhidos de forma estéril e imediatamente congelados 

em nitrogênio líquido. As amostras foram armazenadas em freezer a -80ºC até o momento em 

que foram sbmetidas a extração do RNA.  

O RNA total foi extraído das amostras de baço e tonsila cecal com auxílio do reagente 

Trizol (Invitrogem Canada Inc. Burlington, Ont., Canada) conforme descrito por Abdul 

Careem et al. (2006). Em seguida, o RNA total foi processado para sintetizar o cDNA, sendo  

utilizado um kit de trancriptase reversa conforme instruções do fabricante (SuperScript First-

Strand Synthesis System, Invitrogem Live Tecnologies, Carlsband, CA, USA). O cDNA foi 

armazenado em freezer -20°C até a realização do PCR tempo real. Os protocolos de extração 

de RNA e síntese de cDNA vêm sendo detalhados em inúmeras publicações (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 expressão gênica de citocinas nas 

amostras processadas de cDNA. As reações de PCR foram preparadas em um volume total de 

20 µl, utilizando-se kit SYBR Green (LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I, 
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Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha).  A sequência dos primers específicos para 

IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, TGF-beta, INF- γ, AvBD-1, AvBD-2, AvBD-4 e 

AvBD-6 de frangos de corte (Gallus gallus) estão descritos na tabela 1. (ABDUL-CAREEM 

et al., 2006; ABDUL-CAREEM et al., 2007; BRISBIN et al., 2010). Para a análise da 

expressão relativa dos genes descritos, foi utilizada a expressão de β-actina para as devidas 

comparações. 

  Os primers foram sintetizados pela Sigma-Aldrich Canadá Ltd. (Oakville, Ont., 

Canadá). 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 – Sequência de primers de citocinas e AvBD que foram utilizadas nas reações de 

PCR em tempo real. 

Primer Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 

IL-1β 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-β CGGCCGACGATGAGTGGCTC CGGGGCCCATCTCACAGGGA 

INF-γ CTGAAGAACTGGACAGAGAG CACCAGCTTCTGTAAGATGC 

AvBD1 GGTTCTTACTGCCTTGCTGT TGACTTCCTTCCTAGAGCCT 

AvBD2 GGACTGCCTGCCACATACAT TTGCAGCAGGAACGGAAC 

AvBD4 TACCTGCTGCTGTCTGTCCT AGTCCACTGCCACATGATCC 

AvBD6 TTGTGGCAGTTCATGGAG ACTTCTGGAGATCCTGTGC 

β-actina CAACACAGTGCTGTCTGGTGG ATCGTACTCCTGCTTGCTGAT 
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4.11 ANÁLISE DE HSP70, TLR-2, TLR-4, MYD88 

 

 

 A técnica de PCR em tempo real e, a análise dos genes descritos foram 

realizadas no Immunology Laboratory do Department of Pathobiology, Ontario Veterinary 

College, University Of Guelph – Canada; em colaboração com o Prof. Dr. Shayan Sharif e 

sua equipe. 

A coleta dos baços e tonsilas cecais, a extração de RNA, a síntese do cDNA e a análise 

gênica por PCR em tempo real foram realizadas como descrito acima (item 4.10). Os primers 

utilizados para TLR-2, TLR-4, MyD88, HSP70 estão descritos na tabela 2. Os primers foram 

sintetizados pela Sigma-Aldrich Canadá Ltd. (Oakville, Ont., Canadá). 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 análise da expressão relativa dos genes descritos, foi utilizada 

a expressão de β-actina para as devidas comparações. 

 

 

Tabela 2 – Sequência de primers que foram utilizadas nas reações de PCR tempo real. 

Primer Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 

TLR-2 ATCCTGCTGGAGCCCATTCAGAG TTGCTCTTCATCAGGAGGCCACTC 

TLR-4 TGCCATCCCAACCCAACCACAG ACACCCACTGAGCAGCACCAA 

MyD88 AGCGTGGAGGAGGACTGCAAGAAG CCGATCAAACACACACAGCTTCAG 

HSP70 GCCAACAGAGATAGGGTGGG TGATCACCTCCTGGCACTTG 
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4.12 DETECÇÃO DE SALMONELLA ENTERITIDES POR IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

 

Amostras de baço e ceco das aves de todos os grupos experimentais foram colhidas e 

armazenadas em freezer -80°C.  Cortes congelados de 6μm foram obtidos do criostato 

(Leica
®
) em lâminas sinalizadas. Os tecidos foram fixados e pré-fixados em acetona e 

rehidratados em sessões graduais de álcool seguindo-se um protocolo padrão. Em seguida, os 

cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase em solução de H2O2 3% diluído em 

metanol (5 minutos). As reações inespecíficas do tecido foram bloqueadas pelo uso de Protein 

Block (Dako
®
) (30 minutos à 37°C). Posteriormente, os cortes foram incubados com 

anticorpo primário anti-Salmonella (Abcam - 1:20) em câmera úmida, por 12 horas 

(overnight) à 4°C. Realizou-se a incubação com anticorpo secundário biotinilado por 30 

minutos, seguida da incubação com o complexo estreptavidina-peroxidase (LSAB - Dako
®

, 

CA, USA) (30 minutos). Os núcleos foram corados por Hematoxilina de Harris e as bactérias 

ou partes da mesma foram evidenciadas após a revelação por Diaminobenzidina 

(DAB+Chromogen, Dako
®
, CA, USA). As lâminas foram lavadas em PBS entre todas as 

etapas. As fotomicrografias foram realizadas por meio do software KS400. Utilizou-se um 

microscópio OLYMPUS
® 

e uma câmera AxioCam
® 

 para o procedimento. 

 

 

4.13 ANÁLISE DOS NÍVEIS PLASMÁTICOS DE INF-γ 

 

 

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 4ºC) para obtenção 

do plasma, o qual foi armazenado em freezer a -80ºC por no máximo 30 dias até o momento 

da realização das dosagens das imunoglobulinas. As dosagens de INF-γ 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 

detecção) de 2,00 pg/ml, com intervalo de detecção de 8  a 2000 pg/ml. 
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4.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Antes de aplicar-se a análise estatística verificou-se através do teste de Bartlet, qual 

tipo de teste - paramétrico ou não paramétrico - seria o mais adequado para cada situação 

experimental. Os dados paramétricos foram avaliados por análise de variância ANOVA 

seguido do teste Newman-Keuls ou pelo teste “t” de Student. Já os dados não paramétricos 

foram analisados pelo teste “Ü” de Mann-Whitney ou pela análise de variância de uma via 

proposta por Kruskall-Wallyis com resolução pelo teste de Dunnet. 

Para os parâmetros onde existiam dois fatores foi feita a análise de variância de duas 

vias seguida do teste de múltiplas comparações de Student-Newman-Keuls, para análise das 

interações entre os fatores. Em todos os casos, a probabilidade de p<0,05 foi considerada 

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

 

 

5.1 EXPERIMENTO 1: Avaliação dos índices zootécnicos de frangos de cortes infectados 

experimentalmente com Salmonella enteritidis, e submetidos ou não 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 infecção 

experimental por Salmonella enteritidis foi realizada no 1º 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 é, 

submetidos a um estresse térmico por calor, conforme descrito no item 4.3.  Durante todo o 

período experimental (35º ao 42º dia de vida), foram analisados os índices 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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5.1.1 Resultados 

 

 

Índices Zootécnicos 

 

 

A tabela 3 mostra e as figuras 9, 10 e 11 ilustram os resultados desse experimento. 

Observamos que os índices zootécnicos analisados foram severamente afetados nas aves 

submetidas ao estresse térmico por calor (31±1°C) entre o 35º e o 41º dias de vida. O estresse 

por calor diminuiu o ganho de peso (F (3,12)=37,89; p<0,01) e o consumo de ração (F 

(3,12)=32,22; p<0,01) dos animais infectados (grupo PHS31°C) e não infectados (grupo 

HS31°C) com Salmonella enteritidis. Porém, não observamos interação entre os fatores 

“estresse por calor vs infecção por salmonella” (p=0,890) quer para o ganho de peso quer para 

o consumo de ração. Com relação à conversão alimentar (CA), observamos existência de uma 

interação positiva entre o estresse por calor e a infecção por Salmonella (F (3,12) = 9,61; 

p=0,008). De fato, o estresse por calor, sozinho, não alterou a CA em àquela 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 relação aos animais dos 

grupos PC e HS31°C (F (3,12)= 9,64; p<0.01). Não observamos mortalidade em nenhum dos 

grupos experimentais. 

 

 

 

 

 

 



62 

Tabela 3 – Efeitos do estresse por calor (31±1°C) sobre os índices zootécnicos de frangos de 

corte infectados com Samonella enteritidis 

Parâmetro Controle HS31°C PC PHS31°C 

Ganho de peso 

(g) 
622,70±17,54 442,50±20,04 * 618,5±9,95 374,7±24,61 

# 

Consumo de 

ração (g) 
1449±22,86 1139±37,78 * 1337±14,67 1017±39,32 

#
 

Conversão 

Alimentar 
2,45±0,06 2,51±0,09 2,16±0,02 2,73±0.11

#a
 

Mortalidade 

(%) 
0 0 0 0 

Os dados representam a média ± erro padrão; N=4 replicações com 12 animais por replicação. 

 *p<0,01 em relação ao grupo controle; 

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

a
p<0,01 em relação 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 não com Salmonella enteritidis 
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*p<0,01 em relação ao grupo Controle; #p=0,02 em relação ao grupo PC (ANOVA 

de uma via seguido pelo teste de múltiplas comparações Newman-Keuls). p>0,05 

para interação entre o estresse por calor e a infecção por Salmonella enteritidis 

(ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls). 
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Figura 10 – Efeitos do estresse por calor sobre o consumo de ração de 

frangos de corte infectados ou não por Salmonella enteritidis 
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*p<0,01 em relação ao grupo Controle; 
#
p=0,02 em relação ao grupo PC. (ANOVA de 

uma via seguido pelo teste de múltiplas comparações Newman-Keuls). p>0,05 para 

interação entre o estresse por calor e a infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de 

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

 

Figura 11 – Efeitos do estresse por calor sobre a conversão alimentar (CA) 

de frangos de corte infectados ou não por Salmonella enteritidis 
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*p<0,01 em relação ao grupo Controle; 
#
p=0,02 em relação ao grupo PC; 

a
p=0,027 

comparado como grupo HS31°C (ANOVA de uma via seguido pelo teste de múltiplas 

comparações Newman-Keuls). p<0,05 para interação entre o estresse por calor e a 

infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de 

Student-Newman-Keuls). 
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5.2 EXPERIMENTO 2: Avaliação dos níveis séricos de corticosterona e da migração 

bacteriana em frangos de cortes infectados experimentalmente com Salmonella 

enteritidis, e submetidos ou não ao estresse térmico 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 

período do estresse (42° dia), o sangue dos animais foi colhido para (1) análise dos níveis 

séricos de corticosterona (item 4.6). Em seguida, os animais foram eutanaziados para a 

remoção asséptica do fígado, do baço e do ceco para posterior (2) análise microbiológica, 

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 relação aos níveis 

séricos de corticosterona. As aves dos grupos HS31°C e PHS31°C apresentaram aumento dos 

níveis de corticosterona (F (3,44)=16,86; P < 0.01) quando comparadas àquelas dos grupos 

Controle e PC, respectivamente. Não foram observadas diferenças significantes entre os dados 

dos grupos HS31°C e PHS31°C (p>0,05). Também, não observamos presença de interações 

entre os fatores estresse e infecção por Salmonella (p>0,05). 

 

 



65 

Tabela 4 – Efeitos do estresse por calor sobre os níveis séricos de corticosterona em frangos 

de corte infectados ou não por Salmonella enteritidis 

Parâmetro Controle HS31°C PC PHS31°C 

Corticosterona 

(pg/ml) 
254,9± 23.60 467,3±44.00* 285,8±22.24 442,5±26.36

#
 

Os dados representam a média ± erro padrão.  *p<0,05 em relação ao grupo Controle; 
#
p<0,05 em relação ao 

grupo PC (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls ). p>0,05 para interação entre o estresse 

por calor e a infecção 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 os níveis séricos 

de corticosterona (pg/ml) em frangos de corte infectados com 

Samonella enteritidis 
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Os resultados representam médias±erro padrão (n=10/grupo). *p<0,01 em relação ao grupo 

Controle; 
#
p<0,01 em relação ao grupo PC (ANOVA de  uma via, seguido pelo teste de 

Newman-Keuls). p>0,05 para interação entre o estresse por calor e a infecção por 

Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls). 
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Migração de Salmonella enteritidis 

 

A tabela 5 mostra e a figura 13 ilustra os efeitos do estresse por calor (31±1ºC) sobre a 

migração de Salmonella enteritidis a partir do TGI. Primeiramente, não foram observadas 

contagens positivas de colônias (UFC) de Salmonella enteritidis em ceco e fígado em nenhum 

dos grupos. Porém, após enriquecimento das amostras em solução de tetrationato, observamos 

algumas amostras positivas provenientes desses órgãos, confirmando-se a ocorrência de 

infecção experimental por Salmonella enteritidis. Não observamos diferenças estatísticas na 

colonização do ceco entre os grupos PC e PHS31°C. Entretanto, o estresse por calor 

aumentou a migração de Salmonella enteritidis para o baço 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 não foram observadas nas aves dos grupos C e HS31°C. 

 

 

Tabela 5 – Efeitos do estresse por calor (31±1°C) sobre a colonização e invasão bacteriana em 

frangos de corte infectados ou não com Samonella enteritidis 

Grupos 
Media de Salmonella (cfu/g)¹ Teste de positividade³ 

ceco fígado baço² ceco fígado baço 

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 2/20 8/20 

PHS31°C 0 0 18,37±4,13 11/20 2/20 9/20 

Dados expressos em media±erro padrão 

¹Não foi detectado UFC de Salmonella nas amostras de ceco e fígado (Agar XLT4) 

²n=8 amostras, *p<0,01 em relação 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 

migração de Salmonella enteritdis para o baço de 

frangos de corte 
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Os resultados representam médias±erro padrão (n=8/grupo). *p<0,01 em 

relação ao grupo controle positivo (teste “t” de Student). 

 

 

5.3 EXPERIMENTO 3: Avaliação dos níveis plasmáticos de IgA, IgG, e INF-γ, integridade 

intestinal e da análise microbiológica de órgãos alvos de frangos de cortes infectados ou 

não com Salmonella enteritidis, e submetidos ou não 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 

o auxilio de 4 câmaras isoladoras, sendo uma para cada grupo experimental conforme descrito 

no item 4.2. Foi realizada uma infecção experimental por Salmonella enteritidis no 1º 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 é, submetidos a um estresse térmico por calor, conforme descrito no item 4.3. Ao final do 

período do estresse (42° dia), o sangue dos animais foi colhido para (1) análise dos níveis 

plasmáticos de IgA e IgG (item 4.9) e para (2) análise dos níveis plasmáticos de INF-γ 
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(item 4.13). Em seguida, os animais foram eutanaziados para a remoção asséptica do papo, 

ceco, fígado e baço, para (3) análise microbiológica (item 4.8 e 4.12). O fêmur direiro dos 

animais também foi coletado, sendo realizado a lavagem da medula óssea para posterior 

análise microbiológica.  O intestino delgado foi coletado em três partes, duodeno, jejuno e 

íleo e separados para análise da (4) integridade histopatológica (item 4.7). A figura 14 

ilustra esse delineamento experimental. 

 

Figura 14 – Esquema do protocolo experimental utilizado no experimento 3 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.1 Resultados 

 

 

Níveis plasmáticos de IgA e IgG 

 

 

Com relação aos efeitos do estresse por calor sobre os níveis de imunoglobulinas, 

observamos que o estresse por calor foi capaz de diminuir os níveis plasmáticos 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); porém, não observamos interação entre os 
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fatores estresse por calor vs infecção por Salmonella (p=0,810). Também, não obtivemos 

diferenças significantes entre os grupos ao analisar os níveis 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 níveis plasmáticos de IgA de frangos de corte 

infectados ou não por Salmonella enteritidis  

Parâmetro 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 padrão.
*
p<0,05 em relação ao grupo Controle; 

#
p<0,05 em relação ao 

grupo PC. (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0,05 para interação entre o estresse 

por calor e a infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls) 

 

 

Figura 15 – Efeitos do estresse por calor sobre os níveis plasmáticos de IgA 

de frangos de corte infectados ou não por Salmonella enteritidis 
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*
p<0,05 em relação ao grupo Controle; 

#
p<0,05 em relação ao grupo PC. (ANOVA de uma 

via, seguido pelo teste de múltiplas comparações Newman-Keuls). p>0,05 para interação 

entre o estresse por calor e a infecção 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 níveis plasmáticos de IgG de 

frangos de corte infectados ou não por Salmonella enteritidis 
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Analise de variância de uma via, seguido pelo teste de múltiplas comparações Newman-Keuls 

(p>0,05). p>0,05 para interação entre o estresse por calor e a infecção por Salmonella 

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

 

 

Análise dos níveis plasmáticos de INF-γ 

 

 

Observamos que o estresse por calor foi capaz de diminuir a concentração de IFN-γ 

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). Não 

observamos presença de interações 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 níveis plasmáticos de INF-γ de frangos de 

corte infectados ou não por Salmonella enteritidis 

Parâmetro Controle HS31°C PC PHS31°C 

INF-γ 29,62 ± 5,57 21,01 ± 2,56 27,02 ± 5,73 10,89 ± 2,59 
# 

Os dados representam a média ± erro padrão.
*
p<0,05 em relação ao grupo Controle; 

#
p<0,05 em relação aos 

grupos Controle , PC e HS31°C. (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0,05 para 

interação entre o estresse por calor e a infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo 

teste de Student-Newman-Keuls) 

 

 

 

Figura 17 – Efeitos do estresse por calor sobre os níveis plasmáticos 

de INF-γ de frangos de corte infectados ou não por 

Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=8/grupo). Letras diferentes sobre as 

colunas indicam diferenças estatísticas significantes (p<0.05; ANOVA de uma via 

seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05 para interação entre o estresse por 

calor e a infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo 

teste de Newman-Keuls). 
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Análise Microbiológica do papo, ceco, fígado, baço e medula óssea 

 

Ainda no experimento 3, realizamos análises microbiológicas do papo, ceco, fígado, 

baço e medula óssea dos animais infectados experimentalmente. Ao enriquecer as amostras 

em meio tetrationato, observamos maior número 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 óssea (40%) nas aves do grupo infectado e estressado por calor (PHS31°C). Os 

animais dos grupos Controle e HS31°C não apresentaram amostras positivas nos órgãos 

testados.  A tabela 8 mostra esses resultados. 

 

Tabela 8 – Efeitos do estresse crônico por calor de 31±1ºC sobre a colonização e a migração 

de Salmonella enteritidis para papo, ceco, fígado, baço e medula óssea em frangos 

de corte 

Grupos 
Positivos (Positivos/Total) 

Papo Ceco Fígado Baço 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 fígado, baço e ceco foram utilizadas para padronização da 

técnica detecção de Salmonella por Imunohistoquímica, conforme descrito no item 4.12. Este 

procedimento identificou a presença de Salmonella em ceco e baço nos animais testados, mais 

especificamente dos animais do grupo PHS31°C. As figuras 18, 19, 20 e 21 ilustram os 

resultados obtidos nesta etapa. 

 

 



73 

Figura 18 – Imunohistoquimica para detecção 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 detecção de Salmonella no 

baço 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 detecção de Salmonella no 

baço de frangos de corte estressados por calor e 

infectados. 

 
As setas mostram bactérias marcadas. Aumento de 1000X. 

 

 

Figura 21 – Imunohistoquimica para detecção de Salmonella no 

baço 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 íleo para 

análise histopatológica. Nos aves do grupo PC, observamos enterite discreta em 70% das 

amostras (7 de 10 amostras), especificamente, observamos presença de infiltrado linfo-

plasmocitico e heterófilos, tanto na lamina propria de vilo, como em região de criptas (base do 

vilo). Não observamos alterações microscopicas com relação à altura de vilos e conformação 

das criptas (Apêndice A, B e C). 

Nas aves submetidas ao estresse térmico por calor (HS31°C) também foi possível 

observar enterite discreta nas regiões de duodeno, jejuno e íleo (70% das aves). Entretanto, no 

grupo PHS31°C (animais estressados e infectados), as aves apresentaram maior infiltrado 

inflamatório em relação àquelas dos demais grupos (80% das aves). Esta alteração foi 

caracterizada como sendo uma enterite moderada. De fato, observamos aumento da 

quantidade de infiltrado linfo-plasmocitico na lamina propria dos vilos e na região de criptas; 

observamos, ainda, a presença de heterófilos na região inflamada. Vale destacar que nas aves 

do grupo PHS31°C, observou-se que o processo inflamatório era difuso, isto é, acometia a 

maioria dos vilos e regiões de criptas, o que caracterizou enterite moderada. Já nos outros 

grupos, o processo inflamatório observado era mais focal, acometendo alguns vilos, mas 

manutenção de áreas intactas (enterite discreta).  

Não observamos alterações microscópicas com relação à altura de vilos e conformação 

de criptas. As figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27 ilustram os resultados obtidos nesse 

procedimento.  

As análises 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. 



76 

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 

 
As imagens mostram região de base de vilos e criptas. Notar a presença de infiltrado linfo-plasmocitário na lamina 

própria (LP) nas imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam 

heterófilo na lamina própria (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 

 
As imagens mostram região de base de vilos e criptas. Notar a presença de infiltrado linfo-plasmocitário na lamina 

própria (LP) nas imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam 

heterófilo na lamina própria (LP) HE, 200x. 
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Figura 24 – Fotomicrografia do íleo de frangos de corte com 42 dias de vida. A) Grupo Controle; B) 

Grupo HS31°C; C) Grupo PC; D) Grupo PHS31°C 

 

As imagens mostram região de base de vilos e criptas. Notar a presença de infiltrado linfo-plasmocitário na lamina própria 

(LP) nas imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam heterófilo na lamina 

própria (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 

 
As imagens mostram região de vilos. Notar a presença de infiltrado linfo-plasmocitário na lamina própria (LP) nas 

imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam heterófilo na lamina 

própria (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 

 

As imagens mostram região de vilos. Notar a presença de infiltrado linfo-plasmocitário na lamina própria (LP) nas 

imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam heterófilo na lamina 

própria (LP) HE, 200x. 

LP 

LP 
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Figura 27 – Fotomicrografia do íleo de frangos de corte com 42 dias de vida. A) Grupo Controle; B) 

Grupo HS31°C; C) Grupo PC; D) Grupo PHS31°C 

 
As imagens mostram região de vilos. Notar a presença de infiltrado linfo-plasmocitário na lamina própria (LP) nas 

imagens B (enterite discreta), C (enterite discreta) e D (enterite moderada). As setas indicam heterófilo na lamina 

própria (LP) HE, 200x. 
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5.4 EXPERIMENTO 4: Avaliação da expressão de citocinas, β-defensinas aviárias (AvBD), 

TLR-2, TLR-4, MyD88 e HSP70 em frangos de cortes infectados experimentalmente com 

Salmonella enteritidis, e submetidos ou não 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 o mesmo. Entretanto, no 

42° dia, após a eutanásia dos animais, foi realizada a remoção asséptica do baço e da tonsila 

cecal, para quantificação da expressão de RNAm de citocinas e de AVBD, TLR-2, TLR-4, 

MyD88 e HSP70. Os órgãos foram processados, sendo realizada a extração do RNA das 

amostras (itens 4.10 e 4.11). Em seguida foi realizada a síntese do cDNA e, finalmente,  

utilizando-se a técnica de PCR em tempo real, quantificou-se a expressão dos RNAm dos 

genes descritos nos itens 4.10 e 4.11. 

 

 

5.4.1 Resultados 

 

 

Análise da expressão do RNAm de citocinas 

 

 

As tabelas 9 e 10 mostram os resultados obtidos quando da análise das citocinas. 

Destaque-se que o estresse por calor (31±1°C) foi capaz de diminuir a expressão de IL-6 

(F(3,36)= 6,54; p<0,05) e IL-12 (F(3,36)=9,21; p<0,05)  no baço dos animais infectados por 

Salmonella enteritidis (grupo PH31°C). Com auxilio de teste estatístico (ANOVA de 2 vias – 

seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls) foi possível observar a existência de interação 

entre os fatores estresse por calor e infecção por  Salmonella para IL-6 e IL-12 (F=19,06; 

p<0,05). Com relação às amostras de tonsila cecal, observamos que o a infecção por 

Salmonella (grupo PC) aumentou a expressão de IL-1β (F(3,37)=8,63; p<0,05) e de TGF-β 
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(F(3,36)= 2,65; p<0,05)  dos animais do grupo  PC. No caso do TGF-β, 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 expressões dessas duas citocinas diminuíram, chegando a 

valores semelhantes a aqueles observados no grupo Controle, mostrando a existência de uma 

interação positiva entre os fatores estresse e infecção (F (3,36)=18,10; p<0,05). Com relação à 

IL-10 em tonsila cecal, observamos que a expressão 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, não observamos diferençass 

estatísticas significantes (IL-8; IL-13 e IL-17). As Figuras 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 e 36 

ilustram esses resultados. 

 

 

Tabela 9 – Efeitos do estresse por calor sobre a expressão de citocinas em baço de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 

Parâmetro Controle HS31°C PC PHS31°C 

IL-1β 4.3E-06 ± 1.5E-06
a 

7.5E-06 ± 2.7E-06
a 

9.1E-06 ± 3.8E-06
a 

4.1E-06 ± 8.5E-07
a
 

IL-6 1.8E-06 ± 3.8E-07
a
 1.4E-06 ± 3.2E-07

a
 2.1E-06 ± 5.8E-07

a
 5.7E-07 ± 1.8E-07

b
* 

IL-8 6.4E-05 ± 9.5E-06
a
 8.9E-05 ± 1.6E-05

a
 6.0E-05 ± 9.8E-06

a
 7.3E-05 ± 9.4E-06

a
 

IL-10 2.4E-04 ± 5.1E-05
a
 2.0E-04 ± 5.5E-05

a
 4.1E-04 ± 1.6E-04

a
 3.7E-04 ± 1.2E-04

a
 

IL-12 2.4E-05 ± 3.7E-06
a
 5.4E-05 ± 1.8E-05

a
 3.0E-05 ± 3.6E-06

a
 1.1E-05 ± 3.8E-06

b
* 

IL-13 6.6E-06 ± 2.2E-06
a
 4.6E-06 ± 2.2E-06

a
 2.9E-06 ± 2.0E-06

a
 9.5E-06 ± 4.7E-06

a
 

IL-17 5.6E-07 ± 5.5E-07
a
 1.5E-07 ± 8.5E-08

a
 1.5E-06 ± 1.5E-06

a
 5.3E-08 ± 4.4E-08

a
 

INF-γ 1.7E-04 ± 1.8E-05
a
 1.7E-04 ± 3.5E-05

a
 2.2E-04 ± 5.5E-05

a
 2.0E-04 ± 3.6E-05

a
 

TGF- β 3.6E-03 ± 1.1E-03
a
 5.4E-03 ± 1.9E-03

a
 4.3E-03 ± 7.0E-04

a
 4.5E-03 ± 1.2E-03

a
 

Os dados estão expressos em média ± erro padrão. Letras diferentes sobre os valore indicam diferenças estatísticas 

(p < 0.05, 2-way ANOVA seguido pelo teste de  Student-Newman-Keuls). *p<0.05, indica interação entre o estresse 

por calor e a infecção por Salmonella enteritidis. 
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Tabela 10 – Efeitos do estresse por calor sobre a expressão de citocinas em tonsila cecal de 

frangos de corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 

Parâmetro Controle HS31 PC PHS31 

IL-1β 7.2E-06 ± 2.1E-06
a 

1.3E-05 ± 3.8E-06
a 

3.4E-05 ± 7.2E-06
b 

8.8E-06 ± 1.8E-06
a
* 

IL-6 1.4E-06 ± 2.3E-07
a 

2.1E-06 ± 7.9E-07
a 

2.3E-06 ± 3.4E-07
a 

2.7E-06 ± 1.0E-06
a 

IL-8 6.3E-05 ± 1.2E-05
a 

5.3E-05 ± 1.1E-05
a 

4.0E-05 ± 1.0E-05
a 

6.7E-05 ± 7.8E-06
a 

IL-10 5.0E-04 ± 5.4E-05
a 

5.9E-04 ± 9.1E-05
a 

1.1E-03 ± 2.8E-04
b 

7.1E-04 ± 8.1E-05
a 

IL-12 7.2E-06 ± 4.1E-06
a 

6.2E-06 ± 1.9E-06
a 

1.0E-05 ± 3.2E-06
a 

9.5E-06 ± 2.7E-06
a 

IL-13 1.8E-05 ± 5.5E-06
a 

2.8E-05 ± 9.5E-06
a 

2.0E-05 ± 7.3E-06
a 

1.4E-05 ± 2.6E-06
a 

IL-17 1.7E-06 ± 4.4E-07
a 

2.6E-06 ± 1.0E-06
a 

2.4E-06 ± 1.0E-06
a 

1.5E-06 ± 3.4E-07
a 

INF-γ 1.4E-04 ± 2.2E-05
a 

1.3E-04 ± 8.8E-06
a 

1.3E-04 ± 2.3E-05
a 

2.2E-04 ± 3.8E-05
a 

TGF- β 4.3E-04 ± 9.0E-05
a 

2.1E-03 ± 9.2E-04
b 

2.1E-03 ± 4.9E-04
b 

6.9E-04 ± 1.7E-04
a
* 

Dados estão expressos em média ± erro padrão. Letras diferentes sobre os valore indicam diferenças estatísticas (p < 

0.05, 2-way ANOVA seguido pelo teste de  Student-Newman-Keuls).*p<0.05, indica interação entre o estresse por 

calor e a infecção por Salmonella enteritidis. 

 

 

 

Figura 28 – Efeitos do estresse por calor (31 ± 1 °C) sobre a expressão gênica de IL1-β 

(expressão relativa de β-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 

Controle HS31°C PC PHS31°C 
0

5.0×10 -6

1.0×10 -5

1.5×10 -5

a

a

a

a

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a
 d

e
 b

-a
c
ti

n
a

Controle HS31°C PC PHS31°C 
0

1.0×10 -5

2.0×10 -5

3.0×10 -5

4.0×10 -5

5.0×10 -5

**
a

a

b

a

p<0,05

E
x
p

re
s
s
ã
o

 r
e
la

ti
v
a
 d

e
 b

-a
c
ti

n
a

A B

 

Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p < 0.05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

**p<0.01, indica interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de IL-6 

(expressão relativa de β-actina) em baço (A) de frangos (B) de corte infectados 

ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p<0,.05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

*p<0.05, indica interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de IL-10 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). P>0.05 

para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de IL-12 

(expressão relativa de β-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

*p<0.05, indica interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de TGF-b 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p<0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

*P<0.05 para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de IL-8 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p>0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05 

para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de IL-13 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p>0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05 

para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de IL-17 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p>0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05 

para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de INF-γ 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p>0.05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05 

para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 β-defensinas aviárias: AvBD-1, AvBD-2, AvBD-4 e 

AvBD-6 observamos que tanto o estresse por calor (grupo HS31°C) como a infecção por 

Salmonella (grupo PC) foram capazes de aumentar a expressão 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 expressões dessas duas defensinas diminuíram 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 existência de uma interação entre 

o estresse e a infecção (F (3,39)=10,16; p<0.05, ANOVA de duas vias seguido pelo teste de 

Student-Newman-Keuls). Com relação a AvBD-1, AvBD-2 não observamos diferenças 

estatísticas 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 expressão de AvBD-1, AvBD-2, AvBD-4 e 

AvBD-6 em baço de frangos de corte infectados ou não com Salmonella 

enteritidis 

Parâmetro Controle HS31°C PC PHS31°C 

AvBD-1 3.3E-04 ± 1.6E-04
a
 1.8E-04 ± 4.9E-05

a
 8.7E-05 ± 4.8E-05

a
 8.8E-05 ± 3.5E-05

a
 

AvBD-2 1.3E-04 ± 2.4E-05
a
 1.5E-04 ± 6.0E-05

a
 5.1E-05 ± 2.6E-05

a
 5.5E-05 ± 2.5E-05

a
 

AvBD-4 6.7E-05 ± 1.7E-05
a
 1.2E-04 ± 3.6E-05

a
 7.0E-05 ± 3.0E-05

a
 7.2E-05 ± 1.6E-05

a
 

AvBD-6 1.7E-03 ± 7.5E-04
a
 1.5E-03 ± 4.7E-04

a
 3.8E-04 ± 2.2E-04

a
 6.1E-04 ± 2.4E-04

a
 

Dados estão expressos em média ± erro padrão. Letras diferentes sobre os valore indicam diferenças estatísticas 

(p>0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). p>0.05 para interação entre o estresse por 

calor e a infecção por Salmonella enteritidis. (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls). 
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Tabela 12 – Tabela X: Efeitos do estresse por calor sobre a expressão de AvBD-1, AvBD-2, 

AvBD-4 e AvBD-6 em tonsila cecal de frangos de corte infectados ou não com 

Salmonella enteritidis 

Parâmetro Controle HS31°C PC PHS31°C 

AvBD-1 3.9E-04 ± 7.9E-05
a
 5.5E-04 ± 1.7E-04

a
 4.8E-04 ± 1.6E-04

a
 2.7E-04 ± 8.1E-05

a
 

AvBD-2 2.4E-04 ± 3.7E-05
a
 3.2E-04 ± 1.0E-04

a
 3.9E-04 ± 1.5E-04

a
 1.6E-04 ± 4.7E-05

a
 

AvBD-4 2.4E-05 ± 4.2E-06
a
 6.6E-05 ± 1.5E-05

b
 5.2E-05 ± 1.6E-05

b
 1.9E-05 ± 4.0E-06

a
* 

AvBD-6 2.1E-03 ± 3.9E-04
a
 5.8E-03 ± 1.8E-03

b
 5.1E-03 ± 1.5E-03

b
 1.6E-03 ± 4.9E-04

a
* 

Dados estão expressos em média ± erro padrão. Letras diferentes sobre os valore indicam diferenças estatísticas 

(p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). *p<0.05, indica interação entre o estresse 

por calor e a infecção 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 expressão gênica de AvBD-4 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p<0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

*p<0.05 para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de AvBD-6 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p<0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

*p<0.05 para interação entre o estresse por calor e a infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias 

seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls). 

 

 

 

TLR-2, TLR-4 e MyD88 

 

 

Não observamos diferenças estatísticas entre os grupos quanto à expressão de TLR-4 e 

MyD88 em baço e tonsila cecal. Entretanto, ao análisar a expressão de TLR-2 (ANOVA de 2 

vias seguido pelo teste de  Student-Newman-Keuls), observamos existência de interação (F 

(3,36)=27,72;p<0.05) entre os fatores estresse por calor e infecção por Salmonella enteritidis 

tanto em baço como em tonsila cecal. Especificamente, observamos que a infecção por 

Salmonella enteritidis (grupo PC) aumentou a expressão de TLR-2 nos dois órgãos (baço: F 

(3,36)=3,42; p<0,05; tonsila: F(3,36)=4,96); porém, quando juntos, o estresse por calo e a 

infecção, 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 expressão gênica de TLR-2, TLR-4 e MyD88 

em baço de frangos de corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 

Parâmetros Controle HS31°C PC PHS31°C 

TLR-2 2.47± 0.33
a
 4.85± 1.81

a,b
 7.23± 1.54

b
 2.74 0.37ª* 

TLR-4 0.74 ±0.08ª 1.13± 0.33ª 0.96 ±0.13ª 0.80±0.16ª 

MyD88 4.1E-04±1.0E-04ª 5.5E-04±1.1E-04ª 2.9E-04±6.1E-05ª 3.6E-04±5.8E-05ª 

Dados estão expressos em média ± erro padrão. Letras diferentes sobre os valore indicam diferenças estatísticas 

(p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). *p<0.05, indica interação entre o estresse 

por calor e a infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls). 

 

 

 

Tabela 14 – Efeitos do estresse por calor sobre a expressão gênica de TLR-2, TLR-4 e 

MyD88 em tonsila cecal de frangos de corte infectados com Salmonella 

enteritidis 

Parâmetros Controle HS31°C PC PHS31°C 

TLR-2 1.24±0.21ª 1.96± 0.31
a,b

 2.34± 0.32b 1.15± 0.14ª* 

TLR-4 0.34 ±0.01ª 0.50 ±0.05ª 0.44 ±0.04ª 0.40 ±0.04ª 

MyD88 1.9E-04±2.5E-05ª 2.4E-04±7.7E-05ª 2.2E-04±4.2E-05ª 2.1E-04±3.1E-05ª 

Dados estão expressos em média ± erro padrão. Letras diferentes sobre os valore indicam diferenças estatísticas 

(p<0,05; ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). *p<0.05, indica interação entre o estresse 

por calor e a infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Student-Newman-

Keuls) 
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Figura 39 – Efeitos do estresse por calor (31 ± 1 °C) sobre a expressão gênica de TLR-2 

(expressão relativa de β-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p < 0,05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

*p<0,05 para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de TLR-4 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p > 0,05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

p>0,05 para interação entre o estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de HSP70 em baço, 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 àqueles do grupo controle e PC (p>0,05). Em tonsila cecal, 

não observamos diferenças estatísticas quanto à expressão gênica dessa proteína. Também, 

não observamos interação entre estresse por calor e infecção por Salmonella enteritidis em 

ambos os órgãos analisados (p>0,05).  

 

 

 

Tabela 15 – Efeitos do estresse por calor sobre a expressão gênica de HSP70 em tonsila cecal 

de frangos de corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 

Parâmetro Controle HS31°C PC PHS31°C 

HSP70 

baço 

0.02±0.004ª 0.08±0.02
b
 0.02±0.003ª 0.03±0.005

a,b
 

HSP70 

tonsila cecal 

0.01±0.002ª 0.02±0.006ª 0.02±0.002ª 0.018±0.002ª 

Dados estão expressos em média ± erro padrão.  Letras diferentes sobre os valore indicam diferenças estatísticas 

(p<0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls); p>0.05, não observamos interação entre o 

estresse por calor e a infecção 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 expressão gênica de HSP70 

(expressão relativa de b-actina) em baço (A) e tonsila cecal (B) de frangos de 

corte infectados ou não com Salmonella enteritidis 
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Os dados estão representados em média ± SE (n=10/grupo). Letras diferentes sobre as colunas indicam 

diferenças estatísticas significantes (p < 0.05, ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls). 

p>0,05 para interação entre o estresse por calor e a infecção por Salmonella enteritidis (ANOVA de duas vias 

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

  

 

O estresse vem sendo destacado como um dos grandes males da sociedade moderna. 

Inúmeros estudos vêm demostrado que situações estressoras acarretam imunossupressão e 

aumento de susceptibilidade às doenças, como por exemplo, a processos infecciosos, tumorais 

e doenças auto-imune (PALERMO-NETO; DE OLIVEIRA MASSOCO; ROBESPIERRE DE 

SOUZA, 2003; COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010; DIMITRIJEVIC et al., 2012; 

TAVANO et al., 2012). Cientistas de todo o mundo são unânimes ao destacar a relevância das 

relações entre os sistemas nervoso, endócrino e imune para explicar os efeitos do estresse em 

mamiferos; entretanto, o estudo dessas interações em aves vem ganhando força apenas nos 

últimos 5 anos. Nossos resultados dão continuidade à linha de pesquisa em 

neuroimunomodulação 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 índices zootécnicos (ganho de peso, consumo de ração e conversão 

alimentar); 2) aumentou os níveis séricos de corticosterona; 3) diminuiu os níveis plasmáticos 

de IgA; 4) diminuiu os níveis plasmáticos de INF-γ; 5) diminuiu a expressão de algumas 

citocinas, dentre elas IL-1β; IL-6; IL-10; IL-12 e TGF-β; 5) diminuiu a expressão de AvBD-4 

e AvBD-6; 7) diminuiu a expressão de TLR-2; 8) induziu enterite moderada no intestino 

delgado das aves, isto é, lesões difusas e constantes na mucosa do duodeno, jejuno e íleo com 

aumento de infiltrado linfo-plasmocitico e presença de heterófilos; e finalmente, observamos, 

ainda  que o estresse por calor, 9) aumentou a migração de Salmonella enteritidis da luz 

intestinal para o baço das aves do grupo PHS31°C, além de permitir o aparecimento de 

Salmonella na medula óssea das aves. 

 Sabe-se hoje, que os sistemas neuroendócrino e imune atuando de forma coordenada 

regulam as funções imunes por meio de mecanismos aditivos, sinérgicos ou, até mesmo, 

antagônicos. A natureza bidirecional destas interações é exemplificada, pelas habilidades que 

têm o sistema imune de produzir neurotransmissores e neuropeptídeos comumente 

encontrados no SNC e o Sistema Nervoso Central de produzir citocinas e mediadores de 

processos imune/inflamatórios (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, ameaça sua homeostase (MCEWEN, 2000). 
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Como resultado, observa-se aumento dos níveis de cortisol/corticosterona e de outros 

hormônios que, se mantidos elevados e, em especial, por longos períodos de tempo 

prejudicam a saúde dos animais (ELENKOV et al., 2000; ALVES; PALERMO-NETO, 2007; 

COSTA-PINTO; PALERMO-NETO, 2010; QUINTEIRO-FILHO et al., 2010; ALVES; 

RIBEIRO; PALERMO-NETO, 2011). O hipotálamo parece ser o local do cérebro responsável 

por “vários caminhos” neuroendócrinos que regulam as funções imunes; de fato, o principal 

“desencadeador” do processo imunoregulatório exercido pelo eixo HPA é o Hormônio 

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 glicocorticóides, sabidamente regulam os processos 

inflamatórios/imunológicos (MCEWEN et al., 1997). Neste sentido, mostrou-se a ativação 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 

produção (ZULKIFLI et al., 2000) ou, ainda, pela administração de fármacos, como por 

exemplo, piretróides do tipo II (RIGHI; PALERMO-NETO, 2003; 2005) ou picrotoxina 

(STANKEVICIUS et al., 2008); a consequente liberação de ACTH e de glicocorticóides 

modula as respostas neurovegetativas ligadas às situações de estresse e de ansiedade 

(GRAEFF; HUNZIKER; GRAEFF, 1989; BESEDOVSKY; REY, 2007; COSTA-PINTO; 

PALERMO-NETO, 2010).  

Os sistemas nervoso, endócrino e imune estão intimamente relacionados com o 

desempenho produtivo de frangos de corte. De fato, um animal em perfeito estado físico, com 

“controle” de sua homeostase, é capaz de direcionar toda sua reserva energética para, “o 

crescimento”. Os presentes achados mostram aumento dos níveis de corticosterona em aves 

estressadas por calor; corroboram, portanto, com dados de nossos trabalhos anteriores, visto 

que observamos que diferentes intensidades de estresse por calor aumentaram os níveis de 

corticosterona sérica (QUINTEIRO-FILHO et al., 2010) (ANEXO A). Observamos, também, 

que um estresse agudo por calor de 31°C também aumentou os níveis de corticosterona de 

frangos de corte (QUINTEIRO-FILHO et al., 2012b) (ANEXO B). Em especial, Quinteiro- 

Filho et. al (2012b) mostraram que 10h após o inicio do estresse agudo, os níveis de 

corticosterona aumentaram, regredindo a níveis basais quando o estimulo estressor foi 

interrompido. Porém, quando mantivemos o estresse por calor por um período mais longo 

(10h/dia – 6 dias), observamos que os níveis de corticosterona permaneceram elevados, 

mesmo após a interrupção do estimulo estressor (ANEXOS A E C). Observamos, ainda no 
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presente trabalho que o estresse por calor aumentou os níveis séricos de corticosterona nos 

frangos de corte infectados com Salmonella. 

Alguns pesquisadores sugeriram a participação direta do estresse por calor em genes 

presentes em regiões do hipotálamo associadas ao apetite de galinhas poedeiras (como, por 

exemplo, transcritos regulados pela ghrelin, ou pela cocaína, anfetamina e colecistoquinina), 

modulando, desta forma, a ingestão de alimentos e, consequentemente, o ganho de peso 

(SONG et al., 2012). Nossos dados não descartam a idéia de que a diminuição do desempenho 

das aves estressadas possa ser consequência 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 alterações da função do eixo HPA e como o aumento dos níveis de 

corticosterona conforme sugerido por outros autores (ZORRILLA et al., 2001; GUPTA; 

EARLEY; CROWE, 2007; KRANENDONK et al., 2008).  

De relevância, observamos que os frangos desafiados com Salmonella mantiveram 

baixos níveis de ganho de peso e de consumo de ração. O fator CA (ganho de peso/consumo 

de ração) – que analisa quantos gramas de ração é necessária para ganhar 1 (um) grama de 

peso – foi estatisticamente maior quando os animais foram estressados e desafiados com 

Salmonella, mostrando este fato a existência de uma interação entre os efeitos do estresse e a 

infecção por Salmonella. Nesse contexto, sabe-se que algumas interleucinas como a IL-1 e a 

IL-6 quando liberadas na vigência de processos inflamatórios ao cair na circulação produzem 

aumento dos níveis de corticosterona e, também, comportamento doentio (JOHNSON, 1998; 

CONNOR et al., 2002; COHN; DE SA-ROCHA, 2006; BESEDOVSKY; DEL REY, 2011). 

Neste sentido, um dos sintomas do “comportamento doentio” é a redução do apetite.  

Em seu conjunto, quer nos parecer que a diminuição do desempenho das aves possa 

ter sido decorrência de: 1) uma ação direta do estresse no SNC, 2) uma ação indireta via 

aumento dos níveis de corticosterona induzido pelo estresse e/ou por citocinas, 3) do 

aparecimento de um comportamento doentio e 4) não se pode descarta, no entanto, a 

possibilidade de que a absorção de nutrientes teria sido alterada em decorrência de lesões da 

mucosa intestinal em função do estresse aplicado e da presença de bactéria, como já mostrado 

por nós e por outros autores após 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 ingestão e a absorção dos 

nutrientes necessários ao bom rendimento do plantel. Qualquer que seja o mecanismo, esses 

resultados têm relevância econômica; eles mostram que a ingestão ou absorção de nutrientes é 
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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. 

Infecções por Salmonella são importantes por causar diarreias e enterites em aves, 

podendo evoluir para infecções sistêmicas. A infecção por Salmonella difunde-se rapidamente 

ao longo do trato gastrointestinal, invadindo a mucosa através do intestino, podendo chegar ao 

baço e fígado (CHAPPELL et al., 2009). A mucosa intestinal tem sido colocada como a 

primeira linha de defesa do organismo contra infecções orais a patógenos, como pela 

Salmonella (FAGARASAN; HONJO, 2003; FAGARASAN, 2006). 

As infecções por Salmonella são descritas como ocorrendo em três fases distintas, 

todas com grande envolvimento do sistema imune. A primeira delas corresponde à invasão 

orgânica via sistema gastrointestinal; a segunda diz respeito ao estabelecimento de uma 

infecção sistêmica como, por exemplo, a infecção intracelular dos macrófagos; e, finalmente, 

a terceira fase, na qual a infecção é debelada ou não pelo sistema imune, levando os animais a 

um quadro irreversível de infecção e ao óbito ou ao desenvolvimento de estágios subclinicos 

de infecção, tornado-os portadores da Salmonella (CHAPPELL et al., 2009).  

 Em princípio, a infecção por Salmonella pela via oro-fecal em aves ocorre de maneira 

semelhante à que se observa em mamíferos. Em mamíferos, a Salmonella ao invadir o epitélio 

intestinal pelas placas de Peyer e células M no íleo, induz enterite em muitas espécies 

animais, que ocorre em decorrência da combinação de fatores de secreção das Ilhas de 

Patogenicidade de Salmonella (SPI-1), pelo sistema de secreção tipo III 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 à liberação de citocinas pro-inflamatórias e quimiocinas, levando ao recrutamento 

de neutrófilos. 

 Neste sentido, é importante ressaltar que existem diferenças relevantes na estrutura e 

na organização imunológica do trato gastrointestinal de mamíferos e de aves (SMITH; BEAL, 

2008). Assim, por exemplo, o intestino delgado das aves não apresenta linfonodos e estruturas 

concentradas de Placas de Peyer, mas, sim, estruturas linfóides agregadas e placas de Peyer 

difusas por toda a mucosa intestinal (SMITH; BEAL, 2008). Após a infecção de aves pelos 

diversos sorovares de Salmonella, o principal local da colonização pela bactéria é o ceco. As 

tonsilas cecais são os maiores órgãos linfóides secundários do sistema gastrointestinal das 
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aves. Situadas na junção íleo-cecal, elas estão diretamente envolvidas com processos 

inflamatórios e com os mecanismos de invasão de Salmonella pelo trato gastrointestinal 

(CHAPPELL et al., 2009). Durante a infecção por Salmonella enteritidis, relatou-se presença 

de heterófilos e de macrófagos para o intestino delgado das aves, com posterior aumento na 

expressão da quimiocina CXC (HUGHES et al., 2007; CHAPPELL et al., 2009). Vale 

destacar aqui o importante papel desempenhado pelo IFN-γ (antigamente chamado de fator 

ativador de macrófagos) na resposta imune inata e adquirida. Essa citocina ativa os 

macrófagos, aumentando a expressão de receptores MHC classe 1 e de classe 2 (PESTKA; 

KRAUSE; WALTER, 2004); o INF-γ ainda regula positivamente o reconhecimento, o 

processamento e a apresentação de patógenos, os efeitos antimicrobicidas e o tráfico de 

leucócitos. Mais especificamente, o INF-γ é liberado por linfócitos Th1, agindo sobre 

receptores de citocinas classe II de macrófagos. Esses macrófagos, dessa forma, são ativados 

para exercer a função citotóxica efetiva, isto é, para produzir degradação de patogenos 

intracelulares (SCHRODER et al., 2004). 

 Após a invasão da Salmonella, acredita-se que haja participação dos macrófagos e/ou 

das células dendríticas na eventual invasão bacteriana via sistema linfático para o fígado e o 

baço (CHAPPELL et al., 2009). A interação entre Salmonella e macrófagos é, assim, o ponto 

chave para a evolução da infecção sistêmica em mamíferos e em aves (BARROW; 

HUGGINS; LOVELL, 1994). As Salmonellas têm, neste sentido, desenvolvido um sistema 

que permite sua sobrevivência dentro dos macrófagos, particularmente o sistema de secreção 

tipo III de Ilhas Patogênicas tipo 2 (SPI-2). O SPI-2 libera seus efetores dentro da célula do 

hospedeiro, em especial no vacúolo fagocítico do macrófago. Esse processo interfere com o 

trafico intracelular de organelas, prevenindo a fusão do fagossomo com o lisossomo, podendo 

afetar a secreção de citocinas e a expressão de MHC (CHEMINAY; MOHLENBRINK; 

HENSEL, 2005). Desta forma, esse mecanismo permite que os macrófagos carreiem bactérias 

para fígado e baço. 

 Na terceira fase da infecção por Salmonella, as aves podem controlar a replicação 

bacteriana, como acontece nos animais que apresentam fatores genéticos de resistência contra 

Salmonella, eliminando as bactérias com auxilo da imunidade adaptativa. Assim, se a 

replicação bacteriana não for controlada pela imunidade inata, a Salmonella pode replicar-se 

no baço e no fígado, causando hepato e esplenomegalia e lesões nesses órgãos (COBURN; 

GRASSL; FINLAY, 2007; CHAPPELL et al., 2009). 
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Os macrófagos ativados secretam substâncias importantes para a resposta 

imunológica, dentre as quais os componentes do sistema complemento, as citocinas e as 

espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio. De fato, quando da transformação de monócitos 

em macrófagos e, na vigência de uma resposta celular, observa-se produção e liberação de 

vários produtos, dentre eles as espécies reativas de oxigênio (ERO). Essas moléculas são 

resultantes de uma sequência de reações bioquímicas de alto consumo de oxigênio, 

conhecidas coletivamente como “burst oxidativo” (COHN, 1978). Especificamente, o 

aumento do metabolismo de oxigênio resulta em diversos metabólitos, dentre os quais os mais 

estudados são o superóxido e o peróxido de hidrogênio (H202). Este último é conhecido por 

ser o principal componente do aparato microbicida dos macrófagos e neutrófilos (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 macrófagos de frangos de corte (QUINTEIRO-FILHO 

et al., 2010). Desta forma, parece plausível sugerir que a atividade microbicida dessas células 

seja debilitada pelo estresse, permitindo a sobrevivência das bactérias intracelularmente. 

Neste sentido, estressores químicos foram capazes de diminuir a atividade de macrófagos e de 

neutrófilos, 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 macrófagos detêm receptores para glicorticóides, molécula que apresenta 

importante característica imunomoduladora. De fato, diversos trabalhos do nosso e de outros 

laboratórios têm demonstrado que a exposição de roedores a uma situação de estresse, seja na 

fase pré-natal como seja na fase adulta, alteram a capacidade funcional dos macrófagos, 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 os níveis de IFN-γ estavam diminuídos nas aves estressadas e 

infectadas com Salmonella (grupo PHS31°C) em relação aos demais grupos analisados. Como 

já salientado, os macrófagos ativados pelo INF-γ têm atividade antimicrobiana e antitumoral, 

bem como capacidade de regular positivamente o processamento e as vias de apresentação de 

antígeno. O INF-γ, assim como a IL-12 e o TNF, iniciam uma casacata de eventos que 

resultam na resistência orgânica mediada por macrófagos e células NK (TRIPP; WOLF; 

UNANUE, 1993). As células T auxiliares, em um microambiente de IL-12 secretada por 
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macrófagos e de INF-γ produzido por células NK, podem diferenciar-se em células Th1 

(GULERIA; POLLARD, 2001) que sintetizam mais INF-γ, amplificando a resposta dos 

macrófagos (SCHRODER et al., 2004). Assim, a diminuição dos níveis plasmáticos de INF-γ 

e a diminuição da expressão de IL-12 mostradas no presente trabalho sugerem uma falha na 

produção dessas citocinas e, consequentemente, na ativação dos macrófagos dos animais 

estressados por calor e infectados com Salmonella. 

A busca do entendimento da maior incidência de Salmonella nos animais estressados 

remeteu à análise do papel da expressão de citocinas em dois órgãos linfóides das aves: o 

baço e a tonsila cecal. O estresse por calor alterou a expressão 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 expressão de IL-6 

e IL-12 no baço dos animais infectados por Salmonella enteritidis, tendo-se observado 

interação positiva entre os fatores estresse por calor e infecção por  Salmonella (os dois 

fatores juntos são responsáveis pela diminuição); 2) a infecção por Salmonella aumentou a 

expressão de IL-1β e TGF-β na tonsila cecal, porém, e curiosamente, quando da presença 

conjunta do estresse por calor e da infecção por Salmonella, as expressões dessas duas 

citocinas diminuíram; 3) o estresse por calor e a infecção por Salmonella diminuiram a 

expressão de AvBD-4 e AvBD-6 em tonsila cecal dos frangos de corte; e, 4) o estresse por 

calor diminuiu a expressão de TLR-2 no baço e na tonsila cecal dos frangos de corte 

infectados com Salmonella enteritidis.  

Mostrou-se que a expressão de IL-1 e de TNF-α está aumentada durante o curso da 

infecção por Salmonella (ECKMANN; KAGNOFF, 2001). Mostrou-se, ainda, que a 

neutralização ou inibição da produção dessas citocinas aumento a severidade das infecções 

por Salmonella, diminuindo a sobrevida dos hospedeiros (NAUCIEL; ESPINASSE-MAES, 

1992; KLIMPEL et al., 1995; ECKMANN; KAGNOFF, 2001). Pesquisadores mostraram que 

o tratamento com IL-1 aumentou a sobrevida de camundongos infectados com Salmonella 

patogênica. (MORRISSEY; CHARRIER; VOGEL, 1995). Assim, juntos, nossos dados e os 

de literatura indicam a importância da IL-1 e do TNF-α na resposta imune contra este 

patógeno.  

Destaque-se, então, que os frangos de corte estressados por calor e infectados por 

Salmonella apresentavam redução na expressão gênica de IL-1β. Especificamente, o grupo de 

animais apenas infectados com Salmonella enteritidis (grupo PC) mostrou aumento da 

expressão de IL-1β, sinalizando a tentativa do hospedeiro em debelar a infecção pelo 
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patógeno. Porém, ao submeter-se o animal a um estímulo estressor e ao desafio com 

Salmonella (grupo PHS31°C), a expressão de IL-1 mostrou-se diminuída, logo deficiente na 

resposta contra esse patógeno. 

Sabe-se que muitos tipos celulares apresentam receptores para IL-1β; porém, ainda 

não esta claro como essa citocina exerce suas funções na defesa contra Salmonella. Acredita-

se em efeitos da IL-1β na estimulação da atividade dos macrófagos, células que, como ja 

discutido, são criticas na determinação da resposta orgânica frente ao processo infeccioso 

(ECKMANN; KAGNOFF, 2001). 

Outra citocina de grande importância na resposta inflamatória é a IL-6. Sabe-se estar a 

IL-6 envolvida, juntamente com a IL-1 e com o TNF-α, nas respostas pró-inflamatórias dos 

organismos. Da mesma maneira como relatado para a IL-1β, mostramos que aves estressadas 

e infectadas com Salmonella apresentaram diminuição na expressão de IL-6, reforçando este 

achado a sugestão de que o estresse por calor tenha prejudicado a resposta imune de frangos 

de corte à Salmonella. 

Observamos, também, diminuição na expressão gênica de IL-12 nos frangos de corte 

estressados por calor e desafiados com Salmonella. Esta interleucina relacionada à resposta 

pró-inflamatória estimula a imunidade, desenvolvendo uma resposta imune Th1, essencial 

para a resistência orgânica a diversos tipos de infecções como, por exemplo, contra 

Salmonella (ECKMANN; KAGNOFF, 2001; DE JONG et al., 2012). Mostrou-se que 

infecções por Salmonella aumentam a expressão de IL-12 em placa de Peyer, linfonodos, 

baço e fígado (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 

após o estresse por calor, a expressão de IL-12 diminuiu (grupo PHS31°C). Neste sentido, já 

se relatou que a redução dos níves dessa interleucina resultou em aumento da contagem 

bacteriana em baço e diminuição 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 existência de uma relação 

entre o aumento da contagem de Salmonella no baço (QUINTEIRO-FILHO et al., 2012a) e a 

diminuição na expressão de IL-12 em frangos de corte estressados por calor. 

Dentro desse contexto, Shini e colaboradores (2010) mostraram que o aumento dos 

níveis de corticosterona modula citocinas e quimiocinas. Em especial, esses autores relataram 

que o tratamento crônico com corticosterona diminuiu a expressão de RNAm para citocinas 
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pro-inflamatórias (IL-1β, IL-6, and IL-18), tendo sugerido diminuição da resposta imune. 

Podemos assim sugerir a participação do eixo HPA na expressão 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 presença de um desafio patogênico, como já 

demostrado em animais de laboratório (PEREZ et al., 2007; BOTTASSO; MORALES-

MONTOR, 2009; PEREZ; BOTTASSO; SAVINO, 2009).  

Sabe-se que as citocinas anti-inflamatórias, em especial a IL-10 e o TGF-β atuam na 

regulação da reposta inflamatória e no balanço de linfócitos Th1-Th2. Nossos resultados 

mostraram uma diminuição de IL-10 nos frangos de corte estressados e infectados com 

Salmonella; porém, não encontramos interação entre os dois fatores. A IL-10 está 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 manutenção da integridade dos tecidos epiteliais, incluindo-se aqui o epitélio 

intestinal. Destaque-se que a IL-10 e as citocinas classificadas como de sua família (IL-10, 

IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26) promovem a imunidade inata no tecido epitelial, limitando 

o dano causado por infecções virais e bacterianas, facilitando os processos de cicatrização 

(OUYANG et al., 2010). A IL-10 pode ainda reprimir processos pró-inflamatórios, 

previnindo lesões desnecessárias. Neste sentido, deficiências na resposta de IL-10 foram 

relacionadas à hiperplasia na mucosa intestinal, ao aumento das reações inflamatórias e à 

expressão anormal de MHC II no epitélio intestinal (KUHN et al., 1993), mostrando estes 

achados o papel indispensável dessa citocina nas infecções e processos inflamatórios 

(OUYANG et al., 2010). Portanto, a presente observação de diminuição de IL-10 em tonsila 

cecal (órgão linfoide auxiliar do intestino) dos frangos, sugere a ocorrência de um descontrole 

do processo inflamatório induzido pela Salmonella tendo-se alterado, dessa forma, a 

permeabilidade intestinal o que teria facilitado à invasão da bactéria. 

Observamos, no presente trabalho, um aumento da expressão TGF-β tanto após o 

estresse por calor (grupo HS31°C) como após a infecção por Salmonella (grupo PC) em 

frangos de corte. Entretanto, quando os fatores estresse e infecção foram aplicados juntos 

(grupo PHS31°C), a expressão de TGF-β foi reduzida. A participação desta citocina na 

regulação dos processos inflamatórios e na resposta frente a patógenos ainda não esta 

totalmente clara. Entretanto, sabe-se que a administração de TGF-β diminuiu a contagem de 

bactérias no baço e fígado de camundongos infectados com Salmonella, aumentando a 
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sobrevida dos animais (GALDIERO et al., 1999; ECKMANN; KAGNOFF, 2001). Essa ação 

foi explicada pelo aumento da expressão de INF-γ e iNOS no baço dos camundongos, e pelo 

aumento  dos níveis séricos de INF-y e liberação de NO por macrófagos neste órgão 

(GALDIERO et al., 1999). Assim, acredita-se que a TGF-β tenha o papel de proteção contra 

infecção por Salmonella. Neste sentido, embora possa ser esperado um papel supressor da 

inflamação mediado pela TGF-β (via diminuição dos níveis de IL-6), prejudicando-se a 

defesa do hospedeiro, acredita-se que a ação direta de TGF-β na expressão de iNOS por 

macrófagos, 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 duração da resposta imune são determinadas pelos 

sinais transmitidos pelos TLRs, pela produção de citocinas e pela ativação de células imunes 

efetoras. Os TLR são receptores reconhecedores de padrão (PRR), mais especificamente 

classificam-se como receptores reconhecedores de patógenos, os famosos “PAMPs” 

(BALARAM; KIEN; ISMAIL, 2009; ST PAUL et al., 2013). Os TLR conectando-se a outras 

proteínas de membrana iniciam a transdução de sinal a partir da ativação por um antígeno. 

Após essa primeira ativação, a cascata de sinalização se inicia através de domínios TIR, os 

quais interagem com proteínas adaptadoras citoplasmáticas, 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 Sinalização dos TLRs resulta, então, na produção de espécies 

reativas do oxigênio (ROS) e na ativação do fator de transcrição NF-kB, que induz à produção 

de citocinas pró-inflamatórias,  de cyclooxigenase-2 (Cox-2), iNOS, e de peptídeos 

antimicrobianos (ex. β-defensinas), entre outras moléculas de defesa. (LAZAREVIC; NOLT; 

FLYNN, 2005; BALARAM; KIEN; ISMAIL, 2009). 

Observamos em nosso trabalho que a expressão de TLR-2 estava diminuída tanto no 

baço como na tonsila cecal dos frangos estressados e infectados com Samonella. Diminuição 

na expressão de TLR-2, TLR-4 e TLR-21 já foi associada a uma menor resistência de 

galinhas poederias a uma infecção por Salmonella enteritidis (GOU et al., 2012). Porém, neste 

trabalho não observamos diferenças em TLR-4 entre os diferentes grupos de aves analisados; 

esses dados sugerem a importância da participação da via de sinalização do TLR-2 na 

expressão das citocinas analisadas neste trabalho. A inexistência de alteração na expressão de 

MyD88, agora detectada, sugere que a sinalização citoplasmática esteja alterada, quiçá em 
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decorrência de modificações em outros componentes da sinalização 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 

patogênica são os peptídeos antimicrobianos, ou defensinas (GANZ, 2003). As defensinas são 

classificadas em três grandes grupos, α, θ e β, sendo que em aves as β-defensinas são as mais 

relevantes (AvBD). Além das AvBD atuarem de forma direta sobre os microorganismos, 

apresentam alguns efeitos imunomodulatórios, como: promoção da imunidade adaptativa pelo 

recrutamento de monócitos, linfócitos T, células dendriticas e mastócitos para o local da 

inflamação; estas moleculas tambem estimulam a fagocitose de macrófagos. (ICHINOSE et 

al., 1996; VAN DIJK; VELDHUIZEN; HAAGSMAN, 2008). 

Nossos dados mostram que frangos de corte estressados por calor e infectados por 

Salmonella apresentam diminuição na expressão de AvBD-4 e AvBD-6 em tonsila cecal. 

Falhas na produção de algumas destas defensinas foram relacionadas com uma maior 

suscetibilidade a infecções por Salmonella em camundongos (GANZ, 2003). Outros autores 

demonstraram que a expressão de peptídeos antimicrobianos pode ser regulada por 

mecanismos que envolvem os glicocorticóides e os receptores β-adrenérgicos, via 

modificações na permeabilidade e defesa das mucosas. Dessa forma, quer nos parecer 

possivel, relacionar os efeitos do estresse por calor, e o aumento dos níveis de corticosterona 

por ele induzido, com a expressão das β-defensinas aviárias nos frangos de corte.  

Optou-se ainda, por analisar a expressão de HSP70 nas aves estressadas e infectados 

por calor, pois não havia informações que relacionassem a expressão desta proteína, às 

funções imunes e à resistência de aves estressadas às doenças. Nossos resultados mostram um 

aumento da expressão de HSP70 em baço quando os animais foram estressados, não se 

alterando os valores nos grupos PC e PHS31°C. O aumento da expressão de HSP70 em 

situações de estresse já vem sendo descrito, tendo sido relacionado com a aquisição de 

termotolerância, immunossupresão e com a recuperação mais rápida da desnaturação protéica 

induzida por calor (MALOYAN; PALMON; HOROWITZ, 1999; ZHEN et al., 2006; 

JOLESCH et al., 2012), provavelmente numa real tentativa de conter os danos fisiológicos 

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 ação do HSP70, em facilitar as ligações antígeno-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 clássica localização, intracelular, para o ambiente extracelular; 

a HSP70 no ambiente extracelular liga-se a antígenos e forma complexos peptídicos que são 

reconhecidos por receptores de células imunes. Como exemplo, citam-se a ligação com 

endotoxinas bacterianas como o LPS, ou com lectina e flagelinas, que formarão complexos 

peptídicos que facilitarao a ligação nos receptores tipo toll (TLR-2, TLR-4 ou TLR-5) 

iniciando-se a sinalização intracelular para maturação e liberação de citocinas (JOLESCH et 

al., 2012). Assim, as HSPs não só anunciam a presença de perigo, com também informam o 

sistema imunológico sobre a identidade do “inimigo. Bendz e colaboradores mostraram que a 

união HSP70 às endotoxinas estimula os TLRs de células dendríticas; entretanto, apenas a 

presença da HSP70 não causa efeitos estimulatórios em células imunes (BENDZ et al., 2008). 

Mostrou-se que um aumento da expressão de HSP70 protege a integridade da mucosa 

intestinal após o estresse por calor, devido à diminuição significativa da desidrogenase láctica. 

Além disso, as HSP70 aumentam a atividade de enzimas oxidantes (tais como a superóxido 

dismutase, a glutationa peroxidase e a capacidade antioxidante total) inibindo a peroxidação 

lipídica e minimizando lesões 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 inibição da produção de peroxidação lipídica 

(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 expressão de 

HSP 70 no intestino dos frangos de corte, não permitindo o desenvolvimento de lesões mais 

severas (enterite leve). Diferente do observado nos animais estressados e infectados com 

Salmonella (grupo PHS31°C), os quais apresentaram enterite moderada e expressão de 

HSP70 diminuidas a valores semelhantes ao do grupo Controle. 

Ao desafiar experimentalmente os frangos com Salmonella enteritidis e submetê-los a 

um estresse por calor, observamos a presença da bacteria em papo, ceco e fígado. 

Observamos, também, presença de Salmonella na medula óssea dos animais estressados e 

infectados (grupo PHS31°C). Desta forma, quer nos parecer que tenha acontecido uma falha 

na eliminação e controle dessa bactéria nos animais estressados. De fato, observarmos 

aumento da invasão de Samonella enteritides para o baço dos frangos estressados pelo calor 

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

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

camundongos de migrar para órgãos linfóides e fígado, podendo até mesmo chegar ao pulmão 
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quando esses animais são estressados cronicamente (KIANK; DAESCHLEIN; SCHUETT, 

2008). Neste trabalho os autores relacionaram a migração bacteriana em camundongos com as 

disfunções imunes ocorridas na barreira intestinal e com os fatores ligados ao processo de 

migração bacteriana (KIANK; DAESCHLEIN; SCHUETT, 2008). Dada a importância dos 

macrófagos na migração de Salmonella para baço e o importante papel do busrt oxidativo, e 

da ativação destas células pelo INF-γ, parece-nos plausível sugerir que o maior número de 

UFC/g de Salmonella por nós detectados no baço das aves, esteja relacionado com a 

diminuição da atividade de macrófagos em função do aumento dos níveis de corticosterona 

encrontrados após o estresse por calor aplicado. Soma-se a este fator, ainda, as ações diretas e 

indiretas da diminuição da expressão de IL-1β, IL-6, IL12, IL-10, TGF-β, AvBD-4 e AvBD-6 

sobre as funções imunes e a invasibilidade da Salmonella. 

Muitos autores já 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 número de leucócitos circulantes e a produção de 

anticorpos para hemácias de carneiro.  Um estresse por calor (39°C por 7h/d) mantido por 6 

dias diminuiu o numero de Linfócitos CD4+ e CD8+ e os títulos 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 

situações de estresse, apresentaram diminuição nos níveis 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 não foi capaz de alterar significantemente os níveis de IgA dos frangos corte. 

No entanto, nos animais estresados e infectados pela Samonella (grupo PHS31°C), os níveis 

plasmáticos 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 secreção de IgA na mucosa intestinal é importante para a proteção contra 

patógenos bacterianos, parasitários e virais (FAGARASAN, 2006) e, também, para a proteção 

contra proteínas estranhas (impedindo a penetração 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 macrófagos, os níveis de INF-γ, e a expressão de citocinas e AvBDs, o 

estresse crônico por calor aplicado neste trabalho diminuiu também os níveis sistêmicos de 

IgA em frangos de corte infectados com Salmonella. Podemos assim, inferir, que há 

diminuição da atividade de macrófagos e da produção de IgA na mucosa intestinal, tendo-se 

prejudicado a primeira linha de defesa do organismo contra invasões de microorganismos, 

facilitando o aparecimento das lesões observadas nesse órgão, que redundaram em diminuicao 

da integridade intestinal e na migração bacteriana. 

Muitos autores mostraram que o estresse afeta a integridade da barreira intestinal, que 

é formada por enterócitos, junções intraepiteliais, muco e células imunes, como por exemplo, 

macrófagos (LAMBERT et al., 2002; PROSSER et al., 2004; SINGLETON; 

WISCHMEYER, 2006; LAMBERT, 2009). A perda da integridade intestinal (ou seja, uma 

disfunção da barreira intestinal) leva ao aumento da permeabilidade deste órgão e, 

consequentemente, a uma inflamação local (LAMBERT, 2009). Burkholder et al. (2008) 

mostraram que frangos submetidos a um estresse por calor (30ºC) durante 24 horas 

apresentaram alterações na profundidade das criptas do íleo e aumento na adesão 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 estão de acordo com os anteriores e os fortalecem. 

Observamos presença de enterite discreta caracterizada por aumento de infiltrado inflamatório 

linfo-plasmocitário na lamina própria do duodeno, jejuno e íleo 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 presença de 

heterófilos no infiltrado inflamatório pode estar relacionada à invasão bacteriana do epitélio 

para a lâmina propria do intestino. Outro achado importante refere-se à observação de uma 

maior área inflamada nos intestinos das aves estressadas e infectados com Samonella, isto é, 

com o maior número de vilosidades e criptas com presença de proeminente infiltrado 

inflamatório ao longo do intestino (dados não mostrados). Essa observação mostra a piora no 

quadro entérico encontrado, uma vez que os animais dos grupos PC e HS31°C apresentavam 

lesões difusas com grandes áreas sem lesão.  

Neste sentido, o aumento do infiltrado inflamatório agora observado poderia ter 

contribuído também para o aumento da liberação algumas citocinas pró-inflamatórias (por 

exemplo, IL-1) que atuariam nas “tight junction” do epitélio intestinal, aumentando a 
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permeabilidade da mucosa às bactérias patogênicas (AL-SADI; MA, 2007; AL-SADI et al., 

2008). Desta forma, podemos sugerir que esse aumento da permeabilidade intestinal tenha 

facilitado à transposição de bactérias patogênicas, aumentando a incidência de doenças 

bacterianas intestinais.  

Além das alterações da integridade intestinal, o estresse poderia ter modificado a 

microbiota indigena do intestino, que por sua vez, protege o hospedeiro contra a colonização 

de patógenos pela competição no sitio de ligações entre as células intestinais, pela demanda 

de nutrientes e pela produção de bactericinas (BRISBIN; GONG; SHARIF, 2008; 

BURKHOLDER et al., 2008).  Sabe-se que perturbações no equilíbrio da microbiota 

intestinal podem diminuir os mecanismos de proteção contra a invasão de bactérias 

patogênicas, como a bactéria alvo do nosso estudo, a Salmonella enteritidis (BURKHOLDER 

et al., 2008; LAMBERT, 2009). 

Finalmente, não se pode esquecer que a sinalização bidirecional entre o trato 

gastrointestinal e o cérebro é regulada pelo SNC, sistemas neuroendócrino simpático e 

parassimpático, sistema nervoso entérico (SNE) e a microbiota intestinal (GRENHAM et al., 

2011). As interações neuroimunes-epiteliais desempenham um papel protetor no intestino, 

garantindo a preservação das funções de barreira epitelial e a expulsão de agentes nocivos no 

intestino (BUENO, 2000; SHARKEY; MAWE, 2002). Essas interações servem para integrar 

os diversos componentes celulares da mucosa intestinal em uma rede de defesa, assim 

garantindo a manutenção da homeostase intestinal em face de um desafio patogênico. O 

componente entérico do sistema nervoso autônomo está ativamente envolvido com a quebra 

da barreira imune intestinal, em decorrência de uma infecção bacteriana ou parasitária 

(SHARKEY; MAWE, 2002). A natureza adaptativa da SNE permite que ele atue como um 

regulador homeostático das funções gastrointestinais, garantir a sobrevivência e a nutrição 

adequada dos animais (SHARKEY; MAWE, 2002). Uma grande variedade de moléculas 

sinalizadoras, incluindo-se aqui as citocinas, os neurotransmissores e fatores neurotróficos 

estão envolvidos na regulação das interações neuroimunes-epiteliais (SHARKEY; MAWE, 

2002). Por exemplo, o aumento dos níveis plasmáticos de noradrenalina foi associado a um 

aumentou da translocação bacteriana no intestino (HART; KAMM, 2002). Nesse sentido, 

embora a resposta inflamatória aguda aconteça inicialmente para proteger o intestino, se o 

desafio externo é muito severo e/ou prolongado, as alterações de arquitetura intestinal 

acontecem, desencadeando-se processos inflamatórios crônicos.  
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Em seu conjunto, os presentes resultados reforçam a hipótese de que o estresse por 

calor interfira com a resposta imune de frangos de corte, aumentando a suscetibilidade a 

infecções por Salmonella enteritidis. Os dados e a discussão aqui apresentados mostram a 

importância da atividade dos macrófagos, da expressão de citocinas, dos níveis de IgA, bem 

como das AvBDs e de sua via de sinalização/produção no processo de diminuição da 

imunidade. Neste contexto, nosso grupo de pesquisa em neuroimunomodulação vem 

exaustivamente demonstrando que alterações na ativação do eixo HPA e do SNAS, via 

aumento dos níveis de corticosterona e de catecolaminas respectivamente, alteram as 

respostas imunológicas dos animais (CASTRO; PALERMO-NETO, 1988; PALERMO 

NETO; MASSOCO; FAVARE, 2001a; 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 discussões 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 

crônico por calor tenha alterado a ativação do eixo HPA e quiça do SNAS e SNE, 

aumentando os níveis de glicorticóides e de catecolaminas, modulando, dessa forma, os 

processos inflamatórios/imunológicos nas aves (NANCE; SANDERS, 2007b; KAISER et al., 

2009). 

Por tudo quanto exposto, sugerimos que o estresse por calor - via ativação do eixo 

HPA e liberação de corticosterona - tenha diminuído o consumo alimentar e, 

consequentemente, o ganho de peso e a imunidade dos animais; os níveis aumentados de 

corticosterona teriam, ainda, diminuído a atividade de macrófagos, os níveis de INF-γ, a 

expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias, de AvBD e de IgA. Estas alterações 

neuroimunes teriam diminuído ainda mais a injestão de alimento e conversão alimentar e, 

principalmente, influenciado a qualidade da barreira imune intestinal, fato que teria 

possibilitado a migração de bactérias patogênicas pela mucosa intestinal e, via de 

conseqüência, o aparecimento de maior número de colônias de Salmonella no baço e na 

medula óssea dos animais estressados. Futuros experimentos analizarão a participação do 

SNAS nos fenômenos agora relatados. A figura 42 ilustra de forma esquemática e 

simplificada as hipóteses sugeridas acima. 
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Figura 42 – Figura esquemática das hipóteses sugeridas para os efeitos do estresse por calor 

sobre a imunidade e migração de Salmonella 

 

SNC: Sistema Nervoso Central; SNAS: Sistema Nervoso Autônomo Simpático; SNE: Sistema Nervoso 

Entérico; TC: Tonsila Cecal; Ig: Imunoglobulina; IL: Interleucina; AvBD: Avian β-defensins; TLR: Toll-like 

receptor; INF: Interferon; HSP: heat schock protein;Th: linfócitos T helper. 
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8 CONCLUSÕES  

 

 

8.1 CONCLUSÕES ESPECIFICAS 

 

 

Concluímos 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 ração e conversão alimentar; 

2) Aumentou os níveis séricos de corticosterona; 

3) Diminuiu os níveis plasmáticos de INF-γ; 

4) Diminiu a expressão de IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12 e TGF-β, porém não alterou a 

expressão de IL-8, IL-13 e IL-17; 

5) Diminuiu a expressão de AvBD-4e AvBD-6, porém não alterou a expressão de AvBD-

1 e AvBD-2; 

6) Diminuiu a expresão de TLR2; porém não alterou a expressão de TLR-4 e MyD88; 

7) diminuiu os níveis plasmáticos de IgA, porém não alterou os níves de IgG; 

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

per se que apenas causou uma enterite leve; 

9) permitiu a migração de Salmonella enteritidis para medula óssea e aumentou migração 

desta bacteria para o baço dos frangos de corte. Não observamos diferenças no fígado. 

 

 

8. 2 CONCLUSÃO GERAL 

 

 

Concluímos, que o estresse por calor tenha produzido alterações na atividade 

neuroimune de frangos de corte, fato evidenciado pelo aumento do nives de corticosterona e 
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pela diminuição da atividade de macrófagos, dos níveis e INF-γ, da expressão de citocinas pró 

e anti-inflamatórias, de β-defensina aviaria 4 e 6, dentro de um contexto de desafio por 

Salmonella enteritidis. Sugerimos que o aumento dos níveis de corticosterona esteja  direta ou 

indiretamente ligada à redução do o consumo de alimentos e, consequentemente do ganho de 

peso e da CA. Esse glicocorticóide teria atuado, também, e diretamente sobre as células 

imunes, em especial os macrófagos alterando a cascata de sinalização para a produção de 

citocinas e de AvBDs, muito provavelmente em decorrência da diminuição da expressão de 

TLR-2. O aumento dos níveis de corticosterona teria, ainda, atuado nas células responsaveis 

pela imunidade adquirida, diminuindo os níveis de IgA.  

A diminuição dos parâmetros imunes analisados permite inferir que o estresse por 

calor tenha diminuído a imunidade inata e adquirida a nível intestinal, levando a uma 

modificação da microbiota comensal e ao aparecimento de um infiltrado inflamatório 

caracterizado por células mononucleares no intestino delgado das aves e o de colônias de 

Salmonella enteritidis na medula óssea e no baço dos animais estressados. 
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APÊNDICE A 

Tabela 16 – Avaliação histopatológica semiquantitativa do duodeno de frangos de corte 

submetidos ou não a estresse por calor (31±1°C) e infectados ou não por 

Salmonella enteritidis 

AMOSTRA V/C VILO CRIPTA PI MON HET EOS LIE Grupo 

C1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C2 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C3 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C4 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C5 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

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 

E1 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 

E8 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 

E11 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 

V/C = relação vilo/cripta; PI = processo inflamatório; MON = células mononucleares; HET = heterófilos; EOS = 

eosinófilos, LIE = número de linfócitos intraepitelias/100 enterócitos. 
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APÊNDICE B 

 

 

Tabela 17 – Avaliação histopatológica semiquantitativa do jejuno de frangos de corte 

submetidos ou não a estresse por calor (31±1°C) e infectados ou não por 

Salmonella enteritidis 

AMOSTRA V/C VILO CRIPTA PI MON HET EOS LIE Grupo 

C1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C2 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C3 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C4 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C5 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

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 

E1 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 

E8 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 

E11 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 

V/C = relação vilo/cripta; PI = processo inflamatório; MON = células mononucleares; HET = heterófilos; EOS = 

eosinófilos, LIE = número de linfócitos intraepitelias/100 enterócitos. 
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APÊNDICE C 

 

 

Tabela 18 – Avaliação histopatológica semiquantitativa do íleo de frangos de corte 

submetidos ou não a estresse por calor (31±1°C) e infectados ou não por 

Salmonella enteritidis 

AMOSTRA V/C VILO CRIPTA PI MON HET EOS LIE Grupo 

C1 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C2 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C3 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C4 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

C5 0 0 1 0 0 0 0 1 Controle 

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 

E1 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 

E8 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 

E11 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 

V/C = relação vilo/cripta; PI = processo inflamatório; MON = células mononucleares; HET = heterófilos; EOS = 

eosinófilos, LIE = número de linfócitos intraepitelias/100 enterócitos. 
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